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RESUME 
 

L’évolution des tumeurs est dominée par les risques de progression vers l’invasion musculaire. Le 
potentiel invasif et métastatique d'une tumeur est contrôlé par l’angiogenèse via le VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) et par les altérations des systèmes impliqués dans l'adhérence cellulaire 
via les cadhérines. En effet, la progression tumorale se manifeste par une diminution voire une perte 
de l’expression de la cadhérine E (marqueur épithélial) concomitante à une expression de novo de la 
cadhérine N (marqueur mésenchymateux). 

 

Dans ce travail, à partir d’un modèle de cellules cancéreuses, nous avons étudié l’effet du récepteur 
nucléaire PPARβ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) sur la synthèse du VEGF et 
l’expression des cadhérines E et N. 

 

PPARβ est un facteur de transcription ligand-dépendant qui régule l’expression de nombreux gènes 
impliqués dans le métabolisme lipidique et glucidique. Ce récepteur est impliqué dans la prolifération 
cellulaire, la mort cellulaire, intervient dans la différenciation épithéliale et est aussi impliqué dans la 
carcinogenèse. Les activateurs de ce récepteur sont des acides gras à longues chaînes, leurs 
métabolites ou des molécules synthétiques d’un grand intérêt pharmacologique puisqu’ils sont en 
cours d’évaluation clinique pour le traitement des dyslipidémies, du diabète de type II ou des maladies 
cardiovasculaires. 
 

Des résultats obtenus précédemment dans notre groupe de recherche ont montré que PPARβ est 
impliqué dans l’angiogenèse, puisque dans un modèle de cellules dérivées de cancer de la vessie, un 
agoniste (L-165041) augmente la transcription du gène vegf. 

En revanche, dans des cellules Hela dérivées de cancer du col de l’utérus, cancer dont le 
facteur étiologique est un papillomavirus, le L-165041 augmente l’expression du VEGF par un 
mécanisme différent de celui observé dans les cellules urothéliales malignes. En effet, dans les cellules 
Hela, le ligand contrôle l’expression du VEGF non pas en augmentant sa transcription mais en 
stabilisant ses messagers. La stabilisation des ARNm VEGF n’est pas dépendante de la présence de 
l’oncoprotéine virale E6 d’HPV18, ni de l’augmentation de l’expression de la protéine p53, mais est la 
conséquence de l’activation de la voie p38 MAPK. Ainsi, la phosphorylation de la protéine p38 
conduit, seule ou suite à une cascade de phosphorylations, à l’activation de la protéine HuR. En effet, 
après un traitement par l’agoniste de PPARβ, HuR se déplace du noyau vers le cytoplasme, où elle 
stabiliserait l’ARNm du vegf conduisant ainsi à l’augmentation de son expression. Par l’utilisation 
d’un inhibiteur chimique de l’activité transcriptionnelle du récepteur et de siRNA PPARβ, nous 
montrons, et ce pour la première fois, que l’effet du ligand stabilise l’ARNm du vegf indépendamment 
de l’activation transcriptionnelle du récepteur et surtout indépendamment de la présence cellulaire du 
récepteur PPARβ. 

De plus, les agonistes de PPARβ ont un rôle à jouer dans le contrôle de l’expression des 
cadhérines E et N, puisque le ligand (L-165041) diminue l’expression de la cadhérine N dans des 
cellules cancéreuses de vessie représentatives d’une tumeur très agressive. 

Cependant, l’effet de ces ligands sur l’expression des cadhérines n’est observé que dans des 
cellules dérivées de cancer de la vessie et non dans des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. 

 

Ainsi, les ligands de PPARβ sont des molécules angiogéniques puisqu’elles augmentent l’expression 
du VEGF, et interviennent dans la TEM « transition épithélio-mésenchymeateuse » puisqu’ils régulent 
l’expression des cadhérines E et N.  

 

Mots clés : PPARβ, VEGF, cadhérine, cancer de la vessie, cancer du col de l’utérus.  
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ABSTRACT 

 

 Survival and proliferation of cancer cells depend on angiogenesis. Tumors secrete various pro-
angiogenic factors such as VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) which is a key mediator of 
angiogenesis. Moreover, adaptation and selection of cancer cells during tumor progression is 
accompanied by the emergence of the epithelial to mesenchymal (EMT) transitions in human solid 
tumors characterized by a convergent loss of epithelial markers such as E-cadherin, and gain of 
mesenchymal markers such as N-cadherin.  

 In this work, we studied the nuclear receptor PPARβ (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor β) effect on both VEGF synthesis and E- and N-cadherins expression in cells derived from 
epithelial cancers, the cervical cancer (Human PapillomaVirus-inducible) and the bladder cancer (non 
HPV-inducible).  

 PPARβ is a ligand-inducible transcription factor activated by both natural (fatty acids and 
derivatives) and high affinity synthetic agonists which present a pharmacological interest since they 
are clinically evaluated for the treatment of dislipidemiae, type II diabetes and cardiovascular diseases. 
It regulates the expression of genes involved in lipids and glucose metabolism. This receptor is 
involved in cell proliferation, cell death, epithelial differentiation and also in carcinogenesis. PPARβ is 
thought to play a role in angiogenesis development and VEGF regulation but its contribution remains 
unclear.  
 

 In a previous work performed in bladder cancer cells, we reported a PPARβ-mediated 
transcriptional up-regulation of VEGF expression without mRNA stabilization process and involving 
the MAPK/ERK1/2 signaling pathway. Until now, PPARβ agonism effect on VEGF expression in 
cervical cancer cells was unknown. This led to our interest in assessing the effect of PPARβ activation 
on the regulation of different VEGF isoforms mRNA expression and the impact of E6 oncoprotein and 
its target p53 on this regulation in cervical cancer cells. Here, we showed that the PPARβ agonist L-
165041 induces VEGF121, VEGF165 and VEGF189 expression in HPV positive cells but not in HPV 
negative cells. The underlying mechanisms did involve neither E6 oncoprotein nor p53. We 
highlighted a novel mode of PPARβ ligand action different from that we have previously described in 
bladder cancer cells including a post-transcriptional regulation of VEGF mRNA expression through 
the p38 MAPK signaling pathway and the activation of the mRNA-stabilizing factor HuR. But most 
importantly, we clearly demonstrated that L-165041 acts independently of PPARβ since its effect was 
not reversed by a chemical inhibition with a specific antagonist and the siRNA-mediated knockdown 
of the nuclear receptor. As VEGF is crucial for cancer development, the impact of PPARβ ligands on 
VEGF production is of high importance. Otherwise, preliminary results showed that L-165041 
decreased the N-cadherin expression independently of the receptor only in high grade bladder cancer 
cells and VEGF increased it.  
 

 To conclude, PPARβ ligand increased VEGF expression (in both cervical and bladder cancer 
cells) but decreased N-cadherin and VEGF increased N-cadherin. These apparently contradictory 
results need further investigations. More especially, it would be interesting to explore the biological 
effect of the different VEGF isoforms. The molecular mechanism of PPARβ ligand action has to be 
elucidated and as a result, PPARβ agonists currently in clinical trials should be carefully monitored.  

 

 

Keywords : PPARβ, VEGF, N-cadherin, bladder cancer, cervical cancer.  
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ELAV : Embryonic Lethal Abnormal 
Vision 
ER : Estrogen Receptor 
ERE : Estrogen Response Element 
Erg : Early gene response protein 
ERK : Extracellular-signal-Regulated 
Kinase 
 
F 
FAK : Focal Adhesion Kinase 
FDA : Food and Drug Administration 
FGF : Fibroblast Growth Factor 
FT : Facteur de Transcription 
Flt : Fms-Like Tyrosine kinase  
Flk : Fetal Liver Kinase 
Fz : Frizzled 
 
G 
GDP : Guanosine Diphosphate 
GEF : GDP Exchange Factor 
GTP : Guanosine Triphosphate 
GRIP : Glucocorticoid Receptor-
Interacting Protein 1 
GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 3 beta 
 
H 
HAT : Histone Acetyltransferase 
HAV : Histidine-Alanine-Valine 
HDAC : Histone Desacetylase 
HDL : High Density Lipoprotein 
HGF : Hepatocyte Growth Factor 
HIF : Hypoxia Inducing Factor 
HPV : Human Papillomavirus 
HRE : HIF-Responsive Element 
HSP : Heat Shock Protein 
 
I 
ICAM : Intracellular Adhesion Molecule 
IGF : Insulin-like Growth Factor 
IL : Interleukine 
IP3 : Inositol 1,4,5 triphosphate 
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IRES : Internal Ribosome Enter Site 
 
K 
KBS : Kaiso Binding Site 
kDa : kilo Dalton 
KDR : Kinase insert Domain containing 
Receptor-human homologue 
KLF : Krüppel-Like transcription Factor 
 
L 
LBD : Ligand Binding Domain 
LDL : Low Density Lipoprotein 
Lef-1 : Lymphoid enhancing factor 1 
LRP : Lipoprotein receptor-Related Protein 
LXR : Liver X Receptor 
LXRRE : LXR Response Element 
 
M 
MAPK : Mitogen-Activated Protein 
Kinase 
Mcl : Myeloid cell leukemia 
MCP : Macrophage Chemoattractant 
Protein  
MEC : Matrice Extracellulaire 
MK2 : MAPK activated protein Kinase 2 
MMP : Matrix Metalloproteinase 
mTOR : mammalian Target Of Rapamycin 
 
N 
NCoR : Nuclear receptor co-Repressor 
NF-κB : Nuclear Factor κB 
NLS : Nuclear Localization Sequence 
NOS : Nitric Oxide Synthase 
NRC : Nuclear Receptor nomenclature 
Committee 
NRP : Neuropiline 
NSAID : Non Steroid Anti-Inflammatory 
Drug 
NSCLC : Non-Small Cell Lung Cancer 
 
P 
PBP : PPAR Binding Protein 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PDGF : Platelet-Derived Growth Factor 
PDGFR : PDGF Receptor 
PG : Prostaglandine 
PGC1 : PPARγ Coactivateur 
PI3K : Phosphoinositide 3 Kinase 

PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate 
PKA : Protéine Kinase A 
PKB : Protéine Kinase B 
PKC : Protéine Kinase C 
PLC : Phosphoinositide phospholipase C 
PlGF : Placental Growth Factor 
PMA : Phorbol 12-Myristate 13-Acétate 
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor 
PPRE : Peroxisome Proliferator Response 
Element 
pRb : protéine du Rétinoblastome 
PRE : Progesterone Response Element 
PRIC : PPARα-Receptor Interacting 
Cofactor 
ProTα : Prothymosin α 
PS1 : Présenilline-1 
PVDF : Polyvinylidene Fluoride 
 
R 
Ras : Rat sarcoma 
RAR : Retinoic Acid Receptor 
RIP140 : Receptor Interacting Protein 140 
RT-PCR : Reverse Transcription PCR 
RXR : Retinoid X Receptor 
 
S 
SAPK : Stress-Activated Protein Kinase 
SH2 : Src Homology-2 
SIP1 : Smad-Interacting Protein 1 
SIRT : Sirtuin 
SMRT : Silencing Mediator of Retinoid 
and Thyroid hormone receptor 
Sp : Specificity Protein 
SRC : Steroid Receptor Coactivator 
STAT : Signal Transducer and Activator of 
Transcription 
SUMO : Small Ubiquitin-like MOdifier 
 
T 
TBL1 : Transducin β-Like 1 
TBLR1 : TBL 1 Related protein 
Tcf4 : T-cell transcription factor 4 
TGFβ : Transforming Growth Factor 
TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse 
TIF : Transcriptional Intermediary Factor 2 
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TIS11b : Tetra-decanoyl phorbol acetate-
Induced Sequence 11b 
TNFα : Tumor Necrosis Factor 
TPA : O-TetradecanoylPhorbol-13-Acetate 
TRAP : Thyroid hormone Receptor-
Associated Protein 
TSP : Thrombospondin 
TTP : Tristetraproline 
TVIM : Tumeur de la Vessie avec 
Infiltration Musculaire 
TVNIM : Tumeur de la Vessie sans 
Infiltration Musculaire 
TZD : Thiazolidinedione 
 
U 
uPa : Plasminogène 

UTR : Untranslated Region 
UV : Ultraviolet 
 
V 
VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule 
VEGF : Vascular Endothelial Growth 
Factor 
VEGFR : VEGF Receptor 
VLDL : Very Low Density Lipoprotein 
 
Z 
ZF : Zinc Finger 
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A ce jour, en France, le cancer est l’une des premières causes de mortalité chez l’homme et 

la deuxième chez la femme avec 357 500 nouveaux cas en 2010 (203 000 chez l’homme et 

154 500 chez la femme). Un cancer est une maladie caractérisée par une prolifération 

cellulaire incontrôlée au sein d’un tissu normal suite à la transformation par mutation d’une 

cellule initialement normale. Pour devenir cancéreuse, la cellule va subir un nombre important 

d’altérations génétiques conduisant à la perte du contrôle du cycle cellulaire permettant à la 

cellule d’échapper à la mort, d’acquérir une résistance à des signaux inhibiteurs de la 

prolifération et d’avoir un potentiel réplicatif illimité. La progression tumorale comprend une 

série d’événements complexes permettant à la tumeur de se développer grâce à l’angiogenèse 

tumorale et d’envahir les tissus environnants suite à l’acquisition de propriétés invasives. 

Certaines cellules vont ainsi réaliser une transition épithélio-mésenchymateuse ou TEM et 

exprimer un phénotype mésenchymateux ; en effet, suite à la modification de leur 

cytosquelette, les cellules vont exprimer certaines molécules d’adhérence qui leur permettront 

d’acquérir un phénotype invasif et vont synthétiser des enzymes protéolytiques capables de 

dégrader la matrice extracellulaire. 

 

La première phase de la carcinogenèse est appelée initiation. Durant cette phase, des 

cellules épithéliales normales subissent des altérations génétiques. Par exemple, la cellule va 

être exposée à des facteurs cancérogènes tels que des rayonnements, des substances chimiques 

ou un virus (le papillomavirus humain dans le cas du cancer du col de l’utérus). Ces mutations 

aboutissent à la perte de points de contrôle du cycle cellulaire, à l’activation d’oncogènes 

et/ou à l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur. Les oncogènes sont impliqués dans le 

contrôle du cycle cellulaire car ce sont des activateurs de la prolifération (c-myc) ou des 

inhibiteurs de la mort cellulaire (BCL-2 ou BCL-XL), tandis que les gènes suppresseurs de 

tumeur sont impliqués dans l’arrêt de la prolifération car ce sont des inducteurs d’apoptose ou 

des régulateurs du cycle cellulaire (p53, pRB, APC…). Ces mutations vont donc permettre à 

la cellule tumorale d’acquérir un potentiel de prolifération incontrôlée, associé à une 

résistance à la mort par apoptose. De plus, l’inactivation de gènes qui assurent la réparation 

des anomalies de l’ADN conduit à l’accumulation d’anomalies génétiques. La chronologie de 

ces événements est le plus souvent caractéristique d’un type de cancer. Par exemple, dans le 

cancer du côlon, la suite d’événements comprend, l’inactivation du gène suppresseur de 

tumeur APC, la mutation de l’oncogène K-Ras puis l’inactivation du gène suppresseur de 
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tumeur p53. L’altération du gène APC est spécifique du cancer du côlon alors que 

l’inactivation du gène p53 est retrouvée dans la plupart des cancers.  

La transformation des cellules est définie par deux étapes, l’initiation et la promotion de la 

cancérogenèse, et cette étape est caractérisée par l’immortalisation des cellules. En effet, les 

cellules sont maintenant incapables d’initier leur propre mort. Les cellules transformées 

forment alors une tumeur primaire. 

 

Au stade initial, la tumeur est avasculaire. Lorsque la tumeur atteint 2 mm3, les cellules 

intra-tumorales sont en hypoxie. Cet état hypoxique va engendrer une cascade d’événements 

pro-angiogéniques tels que la sécrétion de facteurs angiogéniques (VEGF ou Vascular 

Endothelial Growth Factor), l’inhibition de la synthèse d’inhibiteurs de l’angiogenèse et la 

synthèse d’enzymes protéolytiques. Cette cascade d’événements va conduire à la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux pré-existants : c’est l’angiogenèse 

tumorale.  

Dans les conditions physiologiques, il existe un équilibre entre les facteurs pro-

angiogéniques et les facteurs anti-angiogéniques. La sécrétion de facteurs angiogéniques par 

la cellule tumorale rompt cet équilibre en faveur des facteurs pro-angiogéniques : c’est le 

processus de « switch » angiogénique, qui va déclencher l’angiogenèse tumorale avec pour 

conséquence la croissance tumorale et la dissémination métastatique, puisque l’apport en 

nutriments et en oxygène est indispensable à la survie et au développement de la tumeur. 

L’acquisition du potentiel angiogénique va conditionner l’acquisition du potentiel 

métastatique de la tumeur. En effet, les cellules tumorales vont perdre leur phénotype 

épithélial en faveur d’un phénotype mésenchymateux.  

Les cellules épithéliales forment une couche cellulaire due au fait qu’elles sont étroitement 

juxtaposées et associées les unes aux autres par des jonctions intercellulaires telles que les 

jonctions serrées, les jonctions adhérentes ou les desmosomes. Ces cellules adoptent une 

structure apico-basale, suite à une polarisation des filaments d’actine, et des faces latérales 

jointives grâce à la présence de molécules d’adhérence (cadhérines et intégrines), et sont 

séparées du tissu conjonctif par une membrane basale.  

L’invasion tumorale sera permise grâce à la dégradation de la membrane basale et de la 

matrice extracellulaire (MEC), mais, auparavant, nécessitera la perte d’expression ou de 
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fonctionnalité de molécules responsables de l’adhérence cellulaire. Ces molécules sont 

notamment la cadhérine E, protéine impliquée dans les jonctions adhérentes. Bien 

évidemment, ce processus implique la perte de fonctionnalité d’autres acteurs de l’adhérence 

cellulaire, que sont les protéines occludine et claudines qui sont des molécules des jonctions 

serrées. Les cellules vont ensuite perdre leurs propriétés épithéliales pour acquérir certaines 

propriétés des cellules mésenchymateuses, c’est la TEM.  

Les cellules tumorales vont alors exprimer certaines caractéristiques de cellules 

mésenchymateuses, ce qui va se traduire par la perte de la polarisation apico-basale, la 

diminution des contacts serrés avec les autres cellules, ce qui conduira à la désorganisation de 

la couche cellulaire. Les cellules vont ensuite acquérir des propriétés migratoires et seront 

capables de synthétiser et de sécréter des enzymes protéolytiques que sont les 

métalloprotéinases matricielles (MMPs) qui vont dégrader la membrane basale, ce qui 

permettra à la cellule d’envahir le tissu environnant. La désorganisation de la couche 

cellulaire est souvent le résultat de la perte d’expression d’une protéine épithéliale, la 

cadhérine E, associée à l’acquisition d’une cadhérine mésenchymateuse, la cadhérine N : c’est 

le « cadherin switch ». La cadhérine N va permettre aux cellules tumorales d’interagir avec le 

stroma environnant, et faciliter leur migration vers les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, ce 

qui va générer la formation à distance de métastases.  

Les cellules vont pénétrer les vaisseaux par intravasation puis seront transportées de 

manière passive par le système circulatoire vers d’autres organes. Seules 0,01 % des cellules 

tumorales circulantes vont conduire à la formation de métastases car elles vont être 

confrontées au système immunitaire. En effet, les cellules cancéreuses sont en contact avec les 

cellules circulantes du système de défense (Natural Killer, lymphocytes T cytotoxiques) qui 

vont lyser et détruire une grande partie d’entre elles. Les cellules cancéreuses non lysées vont 

traverser l’endothélium vasculaire par extravasation puis envahir un nouvel organe afin 

d’établir des tumeurs à distance du foyer initial.  
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Figure 1: Les étapes de la progression tumorale. D’après Geiger et Peeper, 2009. 

 

L’acquisition du potentiel métastatique d’une tumeur, donc la formation de métastases, fait 

du cancer une maladie difficile à traiter.  

Comprendre les différents mécanismes contrôlant la progression tumorale engendrerait 

sans aucun doute des progrès cliniques dans le traitement des cancers. C’est d’ailleurs l’un 

des objectifs de notre équipe de recherche. En effet, l’identification de marqueurs 

moléculaires prédictifs et pronostiques de progression des cancers épithéliaux, permettrait 

d’établir un diagnostic plus précis afin de proposer des traitements plus adaptés dans le cas 

des cancers du col de l’utérus et de la vessie. Par ailleurs, la modulation de l’expression de ces 

marqueurs moléculaires devrait permettre de bloquer la progression tumorale et par 

conséquent le développement de métastases. 
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I. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor beta (PPARβ) 

 

Les PPAR appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux. Trois 

isotypes ont été clonés et identifiés, PPARα (NR1C1), PPARβ/δ (NR1C2) et PPARγ 

(NR1C3) (Nuclear Receptor Nomenclature Committee, 1999) (Dreyer et al., 1992). Ces 

récepteurs se distinguent par leur distribution tissulaire et la nature de leurs ligands. 

Ce sont des facteurs de transcription qui interviennent dans de nombreux processus 

physiologiques et pathologiques. En effet, les récepteurs PPAR contrôlent le métabolisme 

lipidique et glucidique et interviennent dans les processus de prolifération, de différenciation 

et d’apoptose (Kersten et al., 2000). De par leur effet sur ces différents mécanismes 

moléculaires, ils sont impliqués dans un certain nombre de pathologies comme le diabète, 

l’obésité, l’inflammation, l’athérosclérose et le cancer. Augmenter ou diminuer l’activité 

biologique de ces récepteurs a suscité un grand intérêt pharmacologique au regard des effets 

bénéfiques qu’ils induisent dans plusieurs pathologies. 

1. Isotypes de PPAR 

La découverte du premier PPAR (PPARα) chez les rongeurs date de 1990 (Issemann and 

Green, 1990) ; peu de temps après, les 3 isotypes (PPARα, β et γ) ont été identifiés chez le 

xénope (Dreyer et al., 1992) et ensuite dans différentes espèces dont la souris, le rat, le 

hamster et l’Homme (Sher et al., 1993).  

Bien que les 3 isotypes de PPAR soient codés par des gènes distincts localisés sur des 

chromosomes différents, leurs protéines montrent de nombreuses homologies de séquence en 

acides aminés, en particulier dans le domaine de liaison à l’ADN et dans le domaine de 

liaison du ligand. La structure générale des 3 gènes codant les PPAR montre une organisation 

génomique conservée de 6 exons, quel que soit le modèle étudié (xénope, souris, Homme). 

Ceci indique que ces gènes dérivent probablement d’un gène ancestral commun.  

Dans ce document, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à l’un de ces 

isotypes, PPARβ. Chez l’Homme, le gène codant PPARβ est localisé sur le chromosome 6 à 

la position 6p21.1-p21.2 (Yoshikawa et al., 1996) et présente 90% d’identité de séquence 

nucléotidique avec le gène pparβ des rongeurs, mais présente aussi des homologies de 
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séquence avec le PPARβ du xénope et du poulet (Takada et al., 2000). PPARβ a aussi été 

identifié chez le poisson et il semblerait que les domaines C et E de ce récepteur présentent 

plus de 70% d’homologie de séquence en acides aminés avec les domaines C et E de la 

protéine humaine (Leaver et al., 2005).  

La protéine PPARβ, constituée de 441 acides aminés, est organisée selon une structure en 

5 domaine fonctionnels, A/B, C, D et E (Schoonjans et al., 1996 ; Feige et al., 2006). Un exon 

code le domaine A/B N-terminal, 2 exons codent le domaine de fixation à l’ADN (un exon 

pour chaque motif en doigt de zinc), un exon code la région charnière D, 2 exons codent le 

domaine de liaison au ligand (Desvergne et Wahli, 1999).  

2. Distribution tissulaire de PPARβ/δ 

De façon générale, les PPAR sont exprimés dans tous les organes où le catabolisme 

lipidique est élevé, tels que le foie, le cœur, les reins, le tissu adipeux ou le muscle 

squelettique. Leur expression tissulaire semble donc refléter leur fonction biologique 

(Braissant et al., 1996). Chez le xénope, PPARβ a une expression ubiquitaire avec un taux 

relativement élevé dans le cerveau (Dreyer et al., 1993). Chez le rat, PPARβ est fortement 

exprimé dans les premiers jours de la vie du jeune animal puis son expression diminue chez 

l’adulte. Cependant, lorsque son taux d’expression est comparé à celui des autres PPAR, 

PPARβ est plus exprimé que PPARα et PPARγ dans des tissus comme le système nerveux 

central, les reins, l’intestin et le côlon (Braissant et al., 1996). PPARβ est aussi exprimé dans 

l’endomètre où il semble jouer un rôle important lors de la nidation du blastocyste puisqu’un 

taux élevé de ce récepteur a été détecté dans l’endothélium endométrial au moment de 

l’implantation de l’embryon (Lim et al., 1999). Chez la souris, l’invalidation du gène pparβ 

(pparβ-/-) n’est pas létale mais modifie considérablement le phénotype de la souris. En effet, 

cette dernière sera de plus petite taille, avec une diminution de la masse adipeuse et des 

défauts dans la croissance, le développement et la différenciation de nombreux types 

cellulaires (Barak et al., 2002 ; Michalik et al., 2001 ; Peters et al., 2000). Chez l’homme, 

PPARβ est ubiquitaire avec un taux d’expression selon les tissus testés, équivalent à celui 

déterminé chez les rongeurs (Auboeuf et al., 1997 ; Loviscach et al., 2000). A l’heure 

d’aujourd’hui, peu d’études ont été réalisées sur la détection et la quantification du PPARβ 

dans les tissus normaux et tumoraux de la vessie. Chez l’homme, PPARβ est exprimé par 

l’urothélium normal (Chopra et al., 2008 ; Guan et al., 1997 ; Guan, 2002) mais aussi 
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pathologique car dans des échantillons tumoraux issus de 170 patients atteints de cancer de la 

vessie, sa présence a été révélée (Yoshimura et al., 2003). D’autre part, PPARβ est exprimé 

par des cellules dérivées de cancer de vessie (RT4 et T24) (Fauconnet et al., 2002 ; Chopra et 

al., 2009). A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur l’expression du PPARβ dans les 

tissus normaux ou cancéreux du col de l’utérus. Cependant, au vu de nos résultats, nous 

pouvons supposer que celui-ci est exprimé dans les tissus cervicaux pathologiques issus de 

patientes atteintes de cancer de col de l’utérus puisqu’à partir d’un modèle in vitro, nous 

avons montré que PPARβ est exprimé dans les cellules HeLa, CaSki et C-33A, cellules 

dérivées de cancer du col de l’utérus. 

3. Structure du récepteur PPARβ 

Le récepteur PPARβ possède plusieurs domaines fonctionnels qui sont indépendants les 

uns des autres. 

- Dans la région N-terminale siège le domaine A/B : c’est une zone variable dont la 

séquence en acides aminés est peu conservée entre les différents isotypes de PPAR. Ce 

domaine possède une fonction impliquée dans l’activation de la transcription en absence de 

ligand (AF-1,  Activation Function-1) et présente plusieurs sites de phosphorylation (Werman 

et al., 1997).  

- Le domaine C constitue le domaine de fixation à l’ADN. Il contient 66 acides aminés qui 

permettent au récepteur de reconnaître une séquence spécifique d'ADN appelée PPRE 

(Peroxisome Proliferator Response Element). Le domaine C est stabilisé par deux structures 

en doigt de gant comprenant chacune un atome de zinc, lié à 4 résidus cystéine (Luisi et al., 

1991). Les parties C-terminales des 2 doigts de gant à atome de zinc présentent une structure 

en hélice α. Le domaine C est fortement conservé au sein de la super-famille des récepteurs 

nucléaires en particulier au niveau de 2 régions appelées boîte P et boîte D. La boîte P 

(proximale) (CEGCKG) se situe dans la partie C-terminale du 1er doigt à atome de zinc et elle 

est directement impliquée dans la spécificité de reconnaissance d’un motif hexamérique 

localisé sur l’ADN (AGGTCA). La boîte D (distale), région localisée entre les 2 premiers 

résidus cystéine du 2ème doigt à atome de zinc, est impliquée dans les interfaces de 

dimérisation des récepteurs et dans la reconnaissance de l’espacement entre les 2 demi-sites 

de l’élément de réponse (Evans, 1988).  
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Figure 2: Organisation structurale de PPARβ. D’après Escher et Wahli, 2000. 

 

- Le domaine D est une région charnière flexible entre les domaines C et E. Ce domaine 

permet au récepteur d’adopter des conformations qui vont faciliter les interactions mises en 

place par les domaines C et E et abrite un signal de localisation nucléaire (NLS, Nuclear 

Localization Signal), qui permet la translocation nucléaire du récepteur cytoplasmique. Ce 

domaine aurait un rôle à jouer dans les liaisons que le récepteur va établir avec les co-

activateurs et les corépresseurs. 

- Le domaine carboxy-terminal (E) est le domaine de liaison du ligand (LBD, Ligand 

Binding Domain). C’est un domaine multifonctionnel. Sa séquence est structurée en 12 

hélices α et 4 feuillets β qui créent une cavité hydrophobe particulièrement large pouvant 

recevoir le ligand (Nolte et al., 1998 ; Xu et al., 1999 ; Xu et al., 2001). La largeur de la 

poche laisse supposer que ces récepteurs sont activés par de nombreuses molécules lipophiles 

(naturelles et synthétiques) (Fyffe et al., 2006). Cependant, le domaine E du PPARβ semble 

être plus petit que celui des récepteurs PPARα et γ, ce qui conditionnerait la spécificité du 

récepteur PPARβ vis-à-vis de ses ligands (Xu et al., 2001). Le domaine E possède une 

fonction de transactivation dépendante de la liaison du ligand (AF-2, Activation Function-2) 

(Blanquart et al., 2003), une surface qui est impliquée dans la dimérisation du récepteur ainsi 

qu’une surface impliquée dans les liaisons avec des protéines régulatrices de l’activité 

transcriptionnelle du récepteur. La liaison du ligand stabilise le LBD en une structure 

relativement rigide qui conduit à un changement global de conformation du récepteur 

permettant le recrutement des co-activateurs. Le recrutement des co-activateurs est permis 
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grâce à l’interaction qui existe entre les acides aminés conservés du domaine E du récepteur et 

les acides aminés du motif LxxLL des co-activateurs. 

4. Nature des ligands  

Les domaines de liaison du ligand des différents PPAR ont des séquences en acides aminés 

suffisamment différentes pour conditionner la sélectivité des ligands. De façon générale, les 

PPAR sont activés par des acides gras polyinsaturés à chaîne longue, leurs métabolites, et des 

molécules à grand intérêt pharmacologique (ligands synthétiques). 

4.1.  Ligands naturels 

A l’heure d’aujourd’hui, parmi les ligands naturels identifiés présentant une forte (nM) ou 

une faible affinité (µM) pour le récepteur PPARβ, on distingue différents acides gras insaturés 

à longue chaîne comme l’acide linoléique ou l’acide arachidonique. Ces molécules sont 

capables de lier et d’activer PPARβ mais également PPARα et γ (Forman et al., 1997). Les 

ligands du récepteur PPARβ sont aussi des métabolites des acides gras notamment certains 

eicosanoïdes tels que les prostaglandines des séries A, D, E2, I2 et J. Par exemple, la 

prostaglandine I2 ou prostacycline, est un ligand de PPARβ mais peut également lier et 

activer PPARα (Gupta et al., 2000). Par contre, l’acide rétinoïque all-trans, qui est un ligand 

du RAR (Récepteur à l’Acide Rétinoïque), se lierait et activerait le récepteur PPARβ, ce qui 

aurait pour conséquence d’augmenter la prolifération des cellules COS-7 (Shaw et al., 2003). 

Cependant, dans des cellules humaines de kératinocytes (HaCaT), l’acide rétinoïque ne 

contrôlerait pas la transcription des gènes cibles de PPARβ mais celle des gènes cibles de 

RXR, suggérant que l’acide rétinoïque ne se lie pas et n’active pas le récepteur PPARβ 

(Borland et al., 2008).  
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GSK3787 (Shearer et al., 2010

Figure 4 : Ligands synthétiques de PPAR

5. Mécanismes d’action
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différents mécanismes. 
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D’autres composés, ligands de PPARβ, ont été décrits dans la littérature. Nous pouvons 

une haute affinité pour PPARβ mais aussi pour PPAR

= 400 nM pour PPARγ) (Vosper et al., 2001), la prostaglandine carba

prostacyclin, ligand et activateur de PPARβ, active également PPARα (Forman 

La méthode CARLA (coactivator-dependent receptor ligand assay) a permis de montrer que 
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Krey et al., 1997).  

Néanmoins, pour comprendre le rôle biologique et pharmaceutique du récepteur PPAR
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5.1.  Hétérodimérisation 

Ce qu’il y a de commun avec tous les récepteurs nucléaires, c’est que la fixation du ligand 

est un événement capital dans la fonction de régulation de l’activité transcriptionnelle des 

PPAR. En effet, une fois activés par un ligand naturel (acide gras par exemple) ou exogène 

(molécule pharmaceutique), les PPAR forment des hétérodimères avec les récepteurs de 

l’acide 9-cis rétinoïque (RXR), puis cet hétérocomplexe active la transcription en se fixant sur 

des séquences conservées de l’ADN (PPRE, peroxisome proliferator response element), 

localisées en 5’ des gènes cibles (Kliewer et al., 1992). Différentes isoformes de RXR (α, β et 

γ) existent et sont capables de s’hétérodimériser avec PPAR. D’ailleurs, l’affinité des 

hétérocomplexes pour leur élément de réponse serait conditionnée par la nature des 

hétérodimères formés (Juge-Aubry et al., 1997).  

De plus, selon certaines études, la formation de l’hétérodimère RXR/PPARβ peut s’établir 

en absence du ligand (Feige et al., 2005). Pourtant, la liaison du ligand à son récepteur 

PPARβ potentialise la formation d’un complexe entre PPARβ et son partenaire RXRα 

(Matsusue et al., 2006). Par contre, certains ligands synthétiques ou naturels (l’acide 9-cis 

rétinoïque) spécifiques de RXR, activent les complexes PPARβ/RXRα pour contrôler la 

transcription de gènes cibles de PPARβ. C’est pourquoi, l’ajout concomitante du ligand de 

RXR à celui de PPARβ, potentialise la transcription du gène cible de PPARβ (Ferre, 2004 ; 

Mukherjee et al., 1997). 

Cependant, dans la cellule, en plus de former des hétérocomplexes avec PPARβ, le 

récepteur RXR peut aussi former des hétérodimères avec RAR (Retinoic Acid Receptor) ; la 

présence de RXR va donc générer des compétitions entre le récepteur PPARβ et le récepteur 

RAR pour former l’hétérodimère RXR/PPARβ. La liaison des ligands spécifiques sur PPARβ 

et sur RXR favorise la formation de l’hétérodimère PPARβ/RXR et le recrutement de co-

activateurs. Par contre, la formation de l’hétérodimère RAR/RXR laisse PPARβ associé à des 

corépresseurs (DiRenzo et al., 1997).  

5.2.  Liaison à l’ADN 

Lorsque le complexe PPARβ/RXR est formé, il se fixe au niveau de la séquence cis-

régulatrice (PPRE) localisée dans la région promotrice du gène cible afin de permettre sa 

transcription. Généralement, une à plusieurs copies de PPRE existent dans le promoteur. 
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L’élément de réponse est formé par la répétition directe du motif hexamérique de 

reconnaissance des récepteurs nucléaires (DR ou Direct Repeat) espacée d’un nucléotide (DR-

1) (AGGTCAnAGGTCA). Cette structure permet la fixation des 2 partenaires de 

l’hétérodimère qui reconnaissent chacun un motif hexamérique : PPARβ se fixe sur le motif 

en 5’ et RXR sur le motif en 3’ (IJpenberg et al., 1997 ; IJpenberg et al., 2004).  

PPARβ existe dans la cellule, non libre mais complexé à des protéines auxiliaires et des 

corépresseurs et a vraisemblablement une localisation nucléaire. Les protéines complexées au 

PPARβ possèdent une activité déacétylase des histones (HDAC), ce qui permet de maintenir 

la structure chromatinienne sous forme compactée, empêchant ainsi toute transcription. Suite 

à la liaison de son ligand, PPARβ change de conformation, ce qui conditionne la libération 

des protéines auxiliaires et des corépresseurs, et le recrutement des co-activateurs présentant 

une activité acétylase. L’acétylation des histones conduit à une réorganisation du nucléosome 

permettant le recrutement de l’ARN polymérase II et la transcription des gènes cibles.  

5.3.  Cofacteurs 

Les cofacteurs sont des protéines qui répriment (corépresseurs) ou stimulent 

(coactivateurs) l’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires. 

En absence de leur ligand, les hétérodimères PPAR/RXR sont liés aux corépresseurs 

NCoR (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid 

hormone receptor). NCoR et SMRT interagissent directement avec le répresseur 

transcriptionnel Sin 3 pour former un complexe multiprotéique, conditionnant le recrutement 

des HDAC (Nagy et al., 1997). La compaction de la chromatine suite à l’hypoacétylation des 

histones permet de bloquer l’activité transcriptionnelle des PPAR. De nombreux 

corépresseurs ont été identifiés, comme RIP140 (receptor-interating protein 140), qui recrute 

des HDAC, et qui est un corépresseur fort de PPARα (Miyata et al., 1998) mais aussi de 

PPARβ (Lim et al., 2004). 

En présence de ligand, la fixation de ce dernier à son récepteur provoque un changement 

conformationnel du récepteur,  il s’en suivra la libération des corépresseurs qui seront ensuite 

dégradés par le protéasome, et le recrutement des co-activateurs. Ce mécanisme d’échange est 

favorisé par des facteurs d’échange TBL1 (transducin β-like 1) et TBLR1 (transducin β-like 1 

related protein). Ces facteurs sont associés au complexe récepteurs nucléaires/corépresseurs et 
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servent d’adaptateurs pour recruter les protéines permettant l’ubiquitinylation puis la 

dégradation des corépresseurs (Perissi et al., 2004). Lorsque les corépresseurs sont libérés, les 

co-activateurs se fixent et induisent l’acétylation des histones, le recrutement et la 

stabilisation du complexe transcriptionnel qui est associé à l’ARN polymérase II puis 

l’initiation de la transcription du gène cible. La plupart des co-activateurs possèdent un ou 

plusieurs motifs LxxLL (L = leucine ; x = autre acide aminé). En présence du ligand, les co-

activateurs à motif LxxLL vont interagir avec le domaine de liaison au ligand (AF-2) du 

récepteur afin d’être recrutés par l’hétérodimère PPARβ/RXR (Roeder, 2005). Grâce à leur 

activité histone acétyltransférase (HAT) et méthyltransférase, les co-activateurs vont générer 

un changement de conformation de la chromatine permettant le recrutement d’un autre 

complexe protéique (p160/SRC). Ce complexe possède aussi une activité HAT, une fonction 

d’activation du domaine AF-2 du récepteur et la possibilité de se complexer avec d’autres co-

activateurs que sont CBP (cyclic-AMP responsive element binding protein) et p300, protéines 

qui possèdent aussi des activités HAT (Spencer et al., 1997; Viswakarma et al., 2010). Le 

complexe protéique va ensuite former un complexe intermédiaire, qui va recruter des co-

activateurs sans activité enzymatique, mais qui vont faciliter l’interaction du complexe avec 

les acteurs de la transcription et l’ARN polymérase II. Par exemple, le co-activateur PBP 

(PPAR binding protein) appartient à un complexe médiateur constitué de multiples sous-

unités, comme TRAP (thyroid hormone receptor-associated protein) ou DRIP (vitamine D 

receptor interacting protein) (Zhu et al., 1997 ; Lim et al., 2004). Ces protéines ne possèdent 

pas d’activité enzymatique connue, pourtant, elles sont nécessaires au recrutement de la 

machinerie transcriptionnelle (Malik et al., 2004).  
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Figure 5: Mécanismes de transactivation de la transcription de gènes cibles de PPARβ. 
D’après Peters et al., 2008 ; Viswakarma et al., 2010. 

 

A l’heure d’aujourd’hui, beaucoup de co-activateurs ont été identifiés. Sans être exhaustif, 

nous pouvons citer quelques protéines impliquées dans ces complexes, possédant soit des 

activités enzymatiques telles que CARM1 (méthyltransférase), PRIC285 (PPARα-receptor 

interacting cofactor) (hélicase) et le complexe PRIC320 (ATP dependent chromatin 

remodeling properties) (Viswakarma et al., 2010), soit ne présentant pas d’activité 

enzymatique tel que PGC-1α (PPARγ coactivator) (Wang et al., 2003).  PGC-1 interagit 

également avec le domaine AF-2 du récepteur PPARβ via sa séquence LxxLL. Ne possédant 

pas d’activité enzymatique, PGC-1 permet le recrutement de co-activateurs possédant une 

activité HAT. 
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5.4.  Répression en absence de ligand 

En règle générale, c’est la présence du ligand puis sa liaison à son récepteur qui 

conditionne l’activité transcriptionnelle des PPAR. Cependant, un certain nombre d’études 

laissent à penser que les PPAR pourraient exercer leur activité transcriptionnelle en absence 

de leur ligand respectif. En effet, en absence de son ligand, PPARβ peut être complexé à 

RXR, être associé aux corépresseurs, être lié au PPRE, interagir avec la machinerie 

transcriptionnelle et bloquer la transcription de gènes. Selon ce schéma, PPARβ inhiberait 

l’activité transcriptionnelle de PPARα et γ (Shi et al., 2002). Cependant, c’est le tissu qui 

conditionnerait l’effet de PPARβ sur l’activité de PPARα. En effet, dans un modèle animal de 

souris invalidées pour le gène pparβ, dans le foie, le tissu adipeux et l’intestin, les cibles 

exprimées suite à l’activation du récepteur PPARα sont identiques à celles exprimées dans les 

mêmes tissus mais à partir de souris exprimant PPARβ (Peters et al., 2003). Par contre, la 

même équipe, quelques années plus tard, a montré chez des souris pparβ-/-, que l’activation du 

PPARα dans le côlon, contrôle l’expression de gènes cibles alors que chez des souris pparβ+/+,  

dans le côlon, l’activation de PPARα ne contrôle pas l’expression de ces gènes cibles (Marin 

et al., 2006).  

Récemment, un effet du PPARβ, bien que son ligand ne soit pas présent, a été mis en 

évidence. En effet, chez des souris dont le gène pparβ a été invalidé (pparβ-/-), et chez des 

souris sauvages (dont le gène pparβ n’a pas été invalidé, pparβ +/+), l’inflammation du côlon a 

été induite et les souris ont ensuite été traitées ou non avec le GW0742, ligand de PPARβ. Les 

auteurs ont constaté une augmentation de l’expression de protéines inflammatoires chez les 

souris pparβ-/- et pparβ+/+, que les souris aient été traitées ou non avec le ligand. Ces résultats 

suggèrent un effet de PPARβ indépendant de la présence de son ligand (Hollingshead et al., 

2007b).  

 

Figure 6: Mécanismes de répression de la transcription de gènes cibles de PPARβ en 
absence de ligand. D’après Peters et al., 2008. 
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Contrairement à ce qui est communément admis, PPARβ pourrait contrôler la transcription 

de gènes en absence de son ligand. C’est ce modèle qui permettrait d’expliquer l’activité 

transcriptionnelle basale du récepteur PPARβ. En effet, PPARβ interagirait non plus avec ses 

corépresseurs mais avec ses co-activateurs pour induire la transcription de ces gènes cibles 

(Molnar et al., 2005).  

5.5.  Action non génomique  

Le schéma classique d’activation des PPAR comprend leur hétérodimérisation avec leur 

partenaire et leur fixation sur des sites spécifiques d’ADN pour contrôler la transcription des 

gènes. Cependant, ces récepteurs contrôleraient la transcription de gènes alors que 

l’hétérocomplexe n’est pas fixé sur l’ADN (Feige et al., 2006).  

- En effet, l’hétérodimère PPAR/RXR, en séquestrant un facteur de transcription, peut 

l’empêcher de se fixer sur son site spécifique et ainsi inhiber l’activité transcriptionnelle de ce 

facteur. C’est le phénomène de « Tethering ». Ce mécanisme d’action a été décrit pour les 

récepteurs PPARα et γ. En effet, PPARα, en interagissant avec les sous-unités p65/RelA de 

NF-κB (nuclear factor κB) ou avec c-jun de AP-1, bloque l’activité transcriptionnelle de ces 

complexes protéiques (Delerive et al., 1999). D’autre part, PPARγ, en présence de son ligand, 

va séquestrer STAT3 phosphorylé (signal transducer and activator of transcription 3), qui ne 

pourra plus se lier à l’ADN, ce qui aura pour conséquence d’inhiber la transcription d’IL-6 

(Wang et al., 2004a). Il en serait de même pour PPARβ, ce qui pourrait expliquer l’effet anti-

inflammatoire de ce récepteur (Kino et al., 2007). De plus, PPARβ peut interagir avec la voie 

NF-κB, puisque le récepteur PPARβ empêche la translocation de la sous-unité p65 de NF-κB, 

du cytoplasme vers le noyau, inhibant ainsi l’effet de NF-κB sur la transcription de gènes 

impliqués dans la réponse inflammatoire (Rival et al., 2002).  

- D’autre part, l’hétérodimère PPAR/RXR peut séquestrer un ou plusieurs cofacteurs 

nécessaires à l’activité transcriptionnelle de certains facteurs, c’est le « squelching ». Par 

exemple, PPARα bloque l’action du facteur de transcription C/EBPβ (CCAAT box/enhancer-

binding protein β) sur la transcription du fibrinogène, en séquestrant les co-activateurs 

GRIP1/TIF-2 (glucocorticoid receptor-interacting protein 1/transcriptional intermediary factor 

2) nécessaires à l’action de C/EBPβ (Gervois et al., 2001). En présence de son ligand, PPARγ 

recrute le co-activateur CBP (cAMP Response Element Binding Protein) et interfère avec les 
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voies NF-κB, AP-1 et STAT1, empêchant ainsi la transactivation de iNOS (Li  et al., 2000b ; 

Ricote et al., 1998). 

Bien que ces deux mécanismes aient été surtout décrits pour PPARα et γ, un certain 

nombre d’études montre un effet non génomique de PPARβ. En effet, Lee et ses 

collaborateurs ont proposé en 2003 le mécanisme de « squelching » suivant : en absence de 

son ligand, PPARβ séquestre le répresseur transcritionnel BCL-6 (B-cell lymphoma 6) et 

l’empêche d’agir sur la transcription de gènes pro-inflammatoires tels que MCP-1 

(macrophage chemoattractant protein 1). En présence de l’agoniste GW501516, ce dernier se 

lie au récepteur PPARβ et l’empêche de séquestrer BCL-6, ce qui aura pour conséquence la 

libération de BCL-6 et cette protéine pourra ensuite inhiber la transcription de gènes 

impliqués dans l’inflammation (Lee et al., 2003). 

 

 

Figure 7 : Mécanismes d’action non génomique de PPARβ.  D’après Feige et al., 2006. 
FT : facteur de transcription, CoA : co-activateur, ARNpol II : ARN polymérase II. 

 

De plus, récemment, il a été montré un effet non génomique de PPARβ  puisqu’un effet du 

récepteur a été décrit dans les plaquettes alors qu’il n’y a pas d’ADN. Le GW501516, une fois 

lié à son récepteur, va favoriser l’association de PPARβ à la PKCα (protéine kinase C), et 

ainsi, inhiber l’activité de cette kinase, l’empêchant de jouer son rôle dans les propriétés 

d’adhérence des plaquettes (Ali et al., 2009). Par ailleurs, PPARβ en se complexant à ERK5 
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(extracellular-signal-regulated kinase 5), empêche la phosphorylation de ERK5, bloquant 

ainsi l’action de NF-κB sur la transcription de cytokines inflammatoires (Woo et al., 2006). 

D’autre part, dans le processus de vasculogenèse, qui est la formation de vaisseaux 

sanguins à partir de la différenciation de cellules souches embryonnaires, précurseurs de la 

cellule endothéliale, un effet non génomique de PPARβ a été observé. En effet, dans des 

modèles in vivo et in vitro, il a été montré que les ligands de PPARβ (GW501516 ou L-

165041) vont permettre l’augmentation de la prolifération et de la migration des précurseurs 

des cellules endothéliales mais aussi conduire à la formation de tubes vasculaires. Cependant, 

les résultats de ces études ne décrivent pas une activité transcriptionnelle de PPARβ, mais 

plutôt une interaction du récepteur avec la sous-unité régulatrice p85α de la PI3K qui conduit 

à la phosphorylation de la protéine Akt et à la prolifération cellulaire (Han et al., 2008). 

6. Régulation par modifications post-traductionnelles 

L’activité transcriptionnelle des PPAR est contrôlée par la liaison du ligand mais aussi par 

des mécanismes post-traductionnels tels que la phosphorylation, l’ubiquitinylation et la 

sumoylation. 

6.1.  Phosphorylation 

Comme tous les récepteurs nucléaires, la fixation du ligand est l’événement qui contrôle 

l’activité transcriptionnelle du récepteur. Cependant, cette activité peut aussi être régulée par 

phosphorylation de ce dernier en réponse à un stimulus provenant de la membrane plasmique. 

Les PPAR sont des phosphoprotéines phosphorylées par la voie des MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinase) activées par des cytokines et des facteurs de croissance, la voie des 

PKC (protéine kinase calcium dépendante) ou la voie des PKA (protéine kinase AMPc 

dépendante). Selon l’isotype de PPAR, le résidu modifié, le stimulus, la protéine kinase mise 

en jeu, le type cellulaire et le promoteur étudié, la phosphorylation va conditionner 

l’augmentation ou la diminution de l’activité du récepteur. Cependant, selon les données de la 

littérature, il semblerait que c’est la voie de signalisation intracellulaire empruntée pour 

phosphoryler les récepteurs nucléaires (IGF ou insulin-like growth factor, EGF...) qui va 

conditionner le sens dans lequel le récepteur va agir. Par exemple, la phosphorylation peut 

modifier l’affinité qu’a le récepteur pour son ligand. En effet, dans des cellules 3T3-L1, la 
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phosphorylation du domaine A/B de PPARγ conduit à diminuer l’affinité qu’a ce récepteur 

pour son ligand BRL49653 donc diminue la liaison ligand-PPARγ (Shao et al., 1998). De 

plus, la phosphorylation du récepteur peut modifier la capacité du récepteur à former des 

hétérodimères. En effet, dans des cellules COS-1, la phosphorylation par la PKC des résidus 

thréonine T129 et sérine S179 de PPARα diminue la formation du complexe PPARα-RXR 

(Gray et al., 2005). La phosphorylation du récepteur peut aussi modifier les interactions qu’il 

forme avec ses cofacteurs. Par exemple, en réponse à un stress cellulaire, la p38 MAPK 

activée phosphoryle des résidus sérine situés dans le domaine A/B de PPARα ce qui a pour 

conséquence de favoriser son interaction avec le co-activateur PCG-1 et d’augmenter son 

activité transcriptionnelle (Barger et al., 2001). 

A l’heure d’aujourd’hui, nous connaissons peu de choses sur les modifications de l’activité 

transcriptionnelle du récepteur PPARβ suite à sa phosphorylation. Pourtant, les protéines 

kinases (PKA et AMPc) sont capables de phosphoryler le récepteur PPARβ, en absence ou en 

présence du ligand afin d’augmenter son activité transcriptionnelle. Plusieurs sites de  

phosphorylation ont été décrits : 2 dans le domaine A/B, 2 sites dans le domaine de liaison à 

l’ADN et 2 dans le domaine E. Le domaine de liaison à l’ADN semble être la cible principale 

du processus de phosphorylation. En effet, dans des préadipocytes 3T3-L1, en présence du 

ligand de PPARβ (L-165041), l’AMPc favorise l’activité transcriptionnelle du récepteur 

puisque la fixation du récepteur sur son PPRE est augmentée (Hansen et al., 2001 ; Lazennec 

et al., 2000). La potentialisation de l’action du récepteur par l’AMPc est inhibée en présence 

d’un taux important de corépresseurs NCoR et SMRT (Krogsdam et al., 2002). 

De plus, dans des cellules de myotubes squelettiques primaires humains (C2C12), 

l’inhibition de la voie p38 MAPK diminue l’effet du PPARβ sur le transport intracellulaire du 

glucose, ce qui suggère que l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de PPARβ est le 

résultat de la phosphorylation du récepteur mettant en jeu la voie de signalisation 

intracellulaire p38 MAPK (Burns et Vanden Heuvel, 2007 ; Kramer et al., 2005). 

Cependant, ce qui est particulièrement intéressant, c’est que l’activité transcriptionnelle des 

PPAR peut être contrôlée non pas en agissant sur la protéine PPARβ, mais en phosphorylant 

son partenaire, le RXR, afin de diminuer la formation du complexe PPARβ/RXR (Solomon et 

al., 1999), ou en phosphorylant les cofacteurs du récepteur. Par exemple, les protéines PBP et 

SRC-1, lorsqu’elles sont phosphorylées, potentialisent l’activité de transcription du récepteur 

(Misra et al., 2002 ; Rowan et al., 2000). De plus, la phosphorylation du corépresseur SMRT 
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entraîne sa dissociation du complexe protéique de transcription, ce qui aura pour conséquence 

d’augmenter l’activité transcriptionnelle du récepteur (Jonas et Privalsky, 2004). 

Par ailleurs, la phosphorylation des récepteurs PPAR peut être un signal de dégradation du 

récepteur par le système ubiquitine-protéasome. 

6.2.  Ubiquitinylation 

Le système de dégradation Ubiquitine-Protéasome régule l’activité des récepteurs 

nucléaires puisque leur dégradation conduit de ce fait à bloquer leur activité 

transcriptionnelle. 

Les protéines dégradées par cette voie sont d’abord modifiées de manière covalente par 

fixation de polypeptides de 8 kDa appelés ubiquitine. L’ubiquitinylation des protéines 

s’effectue sur des résidus lysine et demande l’intervention d'une cascade enzymatique 

impliquant 3 types d'enzymes appelées E1 (enzyme d’activation), E2 (enzyme de 

conjugaison), et E3 (ubiquitine ligase). Dans un deuxième temps, les protéines poly-

ubiquitinylées sont dégradées par le protéasome 26S. Cependant, pour inhiber la dégradation 

du récepteur, il faut que l’activité des ubiquitines ligases soit bloquée, ou que l’activité des 

enzymes de dé-ubiquitinylation (enzymes qui enlèvent les ubiquitines avant qu’il n’y ait 

dégradation par protéolyse) soit augmentée (Genini et Catapano, 2007). La liaison de ligands 

sur le récepteur PPARγ contrôle d’une part l’activité transcriptionnelle du récepteur et d’autre 

part sa dégradation. En effet, le corépresseur RIP140, une fois lié au PPARγ, va protéger le 

récepteur de la dégradation. Par contre, pour PPARα, c’est la fixation du ligand qui protège le 

récepteur de la dégradation (Hauser et al., 2000 ; Blanquart et al., 2002). En ce qui concerne 

PPARβ/δ, le processus d’ubiquitinylation qui conduit à sa dégradation est encore peu étudié. 

Cependant, il a été montré qu’en absence de son ligand, le récepteur PPARβ est sujet à une 

dégradation rapide par le protéasome 26S, permettant de maintenir un faible taux de récepteur 

dans les cellules, et qu’en présence de son ligand, le récepteur n’est plus dégradé. Le ligand 

stabiliserait le récepteur lorsque celui-ci est lié à l’ADN. En effet, le domaine DBD est 

nécessaire à la stabilisation du récepteur. Par contre, une autre étude a établi que si le taux de 

PPARβ est faible, il n’y a plus de dégradation du récepteur même en présence du ligand ; à 

l’inverse, lorsque le taux de PPARβ augmente, sa dégradation est alors favorisée (Rieck et al., 

2007). 
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6.3. Sumoylation 

La sumoylation est un processus qui permet l’attachement covalent et réversible d’une ou 

plusieurs petite(s) protéine(s) SUMO de 12 kDa (small ubiquitin-like modifier) à la protéine 

cible. La liaison se fait entre une glycine de la région C-terminale de la protéine SUMO et un 

résidu lysine localisé dans une séquence consensus spécifique de sumoylation ψ-K-X-E/D (ψ 

représente un résidu hydrophobe de la protéine cible). La sumoylation met en jeu un 

processus enzymatique conduisant à la dégradation du récepteur, donc ce mécanisme contrôle 

la stabilité des protéines, la translocation nucléaire et la transcription de gènes, puisqu’elle 

contrôle l’activité transcriptionnelle des PPAR. Des sites de sumoylation dans le domaine 

AF1 de la partie N-terminale du PPARγ ont été décrits. Lorsque ce récepteur est sumoylé, son 

activité transcriptionnelle est diminuée (Shimizu et al., 2006). Par contre, lorsque PPARα est 

sumoylé par la protéine SUMO-1 sur le résidu lysine 185 de la région charnière, son activité 

transcriptionnelle serait conservée (Pourcet et al., 2010). 

A notre connaissance, la sumoylation de PPARβ n’a pas été rapportée dans la littérature. 

Par contre, PPARβ semble contrôler la sumoylation de la protéine KLF5 (Krüppel-like 

transcription factor 5), protéine impliquée dans de nombreux processus physiologiques et 

pathologiques. Normalement, KLF5 sumoylée est associée à un complexe comprenant 

PPARβ et des corépresseurs ; ce complexe bloque la transcription des gènes cibles de KLF5. 

Par contre, lorsqu’un agoniste lie et active PPARβ, KLF5 est désumoylée, conduisant à la 

dissociation de KLF5 au complexe répresseur et son association à un complexe activateur de 

la transcription contenant PPARβ lié à son ligand et le co-activateur CBP. Il s’en suivra une 

augmentation de l’expression des gènes cibles de KLF5 (Oishi et al., 2008). 

7. Rôles  

La mise au point d’un modèle animal où le gène pparβ est invalivé, mais aussi 

l’identification et la synthèse de ligands spécifiques du PPARβ ont permis de faire évoluer 

nos connaissances sur les différentes fonctions de ce récepteur. Cependant, l’établissement du 

modèle de souris pparβ-/- a posé de nombreuses difficultés puisque la plupart des embryons 

pparβ-/- n’étaient pas viables (Peters et al., 2000). Ceci peut s’expliquer par le fait que le 

récepteur PPARβ joue un rôle dans l’implantation du blastocyste ; en effet, chez les souris, les 

ligands de PPARβ, prostacycline ou L-165041, favorisent l’implantation du blastocyste (Lim 
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et Dey, 2000). Chez ces souris, lorsque le gène pparβ-/- est muté, le développement du 

placenta est affecté, ce qui conduit à la mort de la plupart des embryons (Nadra et al., 2006). 

7.1.  Métabolisme lipidique 

Le récepteur PPARβ joue un rôle très important dans le métabolisme lipidique, ce qui en 

fait une cible dans le traitement de pathologies associées à un désordre métabolique. PPARβ 

est impliqué dans l’oxydation des acides gras dans un certain nombre de tissus tels que le 

côlon, le tissu adipeux, mais aussi dans le muscle squelettique, puisqu’il favorise l’oxydation 

des acides gras dans ces cellules, liée à l’activité physique (Barish et al., 2006). En effet, 

PPARβ est fortement exprimé dans le muscle squelettique, et l’administration de GW501516 

active le récepteur et augmente l’expression de gènes impliqués dans le flux de cholestérol, la 

β-oxydation des acides gras et le découplage de l’énergie (Dressel et al., 2003). Que ce soit à 

partir de souris transgéniques, chez lesquelles le nombre de récepteurs PPARβ est augmenté, 

et où le récepteur est constitutivement actif dans le muscle squelettique, ou à partir de souris 

sauvages, auxquelles est administré du GW501516, le nombre de fibres oxydatives augmente 

ainsi que l’expression de gènes impliqués dans le transport des acides gras. De plus, chez ces 

souris, la masse grasse est diminuée ainsi que la taille des cellules adipeuses (Luquet et al., 

2003 ; Wang et al., 2004b). Chez des souris prédisposées à l’obésité, l’activation ciblée de 

PPARβ dans les tissus adipeux induit spécifiquement l’expression de gènes impliqués dans 

l’oxydation des acides gras. Les souris pour lesquelles le récepteur PPARβ est 

constitutivement actif dans les tissus adipeux blanc et brun, vont présenter un faible taux 

d’acides gras libres et de triglycérides plasmatiques (Wang et al., 2003). Ces animaux soumis 

à un régime riche en graisses sont d’ailleurs moins susceptibles de développer une obésité. 

D’autre part, l’administration de GW501516 à des souris db/db qui présentent un défaut dans 

le gène db codant la lectine, qui se caractérisent par un excès de graisse, et qui sont soumises 

à une alimentation riche en graisses, semble diminuer leur chance de développer une obésité 

(Tanaka et al., 2003). 

En résumé, PPARβ intervient dans le contrôle du métabolisme lipidique du muscle 

squelettique, participe au remodelage du muscle en favorisant la formation de fibres 

musculaires de type I et permet l’adaptation  oxydative du muscle squelettique en réponse à 

l’exercice physique (Ehrenborg et Krook, 2009). 
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L’activation du récepteur PPARβ peut modifier le profil lipidique en contrôlant 

l’homéostasie des lipoprotéines dans un autre modèle animal que la souris. En effet, chez des 

primates obèses, l’administration de GW501516 conduit à une augmentation du taux 

plasmatique de HDL, à une diminution de LDL cholestérol et à une diminution du taux de 

triglycérides (Oliver et al., 2001). Par contre, chez les souris (db/db) obèses et diabétiques, 

l’administration de GW0742 conduit à une faible augmentation de HDL plasmatiques et 

diminue l’absorption du cholestérol intestinal (van der Veen et al., 2005), et l’administration 

de L-165041 conduit à une diminution du taux de HDL plasmatique et à une activité diminuée 

de la lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux (Leibowitz et al., 2000). Chez les souris où le 

gène pparβ a été invalidé, il y a une augmentation du taux de LDL plasmatique et des 

triglycérides (Akiyama et al., 2004).  

Des essais cliniques ont été réalisés. En effet, chez des volontaires sains (sans pathologie 

apparente), l’administration de GW501516 augmente significativement le taux plasmatique de 

HDL cholestérol, réduit le taux de triglycérides et favorise l’oxydation des acides gras par le 

muscle squelettique (Sprecher et al., 2007). Une deuxième étude donne des résultats tout à 

fait intéressants. En effet, un petit nombre de personnes présentant certains symptômes du 

syndrome métabolique comme un profil lipidique perturbé, ont ingéré du GW501516 pendant 

2 semaines et ont vu une amélioration dans la qualité de leur profil lipidique, avec une 

diminution du taux plasmatique des triglycérides, une diminution des apolipoprotéines ainsi 

qu’une diminution du LDL cholestérol. Par contre, le taux de HDL cholestérol reste inchangé 

(Riserus et al., 2008).  

De plus, les ligands de PPARβ peuvent également supprimer l’inflammation provenant de 

l’activation des macrophages (Coll et al., 2009). Vraisemblablement, l’utilisation d’agonistes 

de PPARβ semble être une stratégie pharmacologique prometteuse dans le traitement des 

désordres liés au syndrome métabolique et des pathologies qui lui sont associées (diabète de 

type 2, athérosclérose). 

7.2.  Différenciation cellulaire 

Comme nous l’avons décrit précédemment, PPARβ joue un rôle important dans le 

développement du placenta puisque l’inactivation de PPARβ entraine d’importants défauts 

dans la placentation (Barak et al., 2002). De plus, il semblerait que PPARβ intervienne dans 
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la différenciation des cellules géantes trophoblastiques (Nadra et al., 2006). PPARβ 

interviendrait aussi dans la différenciation adipocytaire car il potentialise l’effet du PPARγ sur 

l’adipogenèse (Matsusue et al., 2004).  

Et bien évidemment, le récepteur PPARβ intervient dans la différenciation des 

kératinocytes ; ce récepteur contrôle la mort cellulaire des kératinocytes, mais aussi la 

prolifération des cellules (Kim et al., 2006 ; Schmuth et al., 2004). Aujourd’hui, il est bien 

admis que PPARβ exerce un rôle fondamental dans la cicatrisation de la peau après blessure. 

En effet, suite à une blessure, l’expression de PPARβ est ré-induite et son activité 

transcriptionnelle va permettre de stimuler la survie et la différenciation des kératinocytes ; 

d’ailleurs, l’invalidation  du gène pparβ entraîne un retard dans la cicatrisation (Michalik et 

al., 2001). Suite à la blessure, le taux de PPARβ est augmenté en réponse à l’activation de la 

voie des SAPK (stress-activated protein kinase) par des cytokines inflammatoires synthétisées 

par des cellules bordant la plaie (Tan et al., 2001).  

7.3.  Rôle dans la carcinogenèse 

Selon les données de la littérature, PPARβ est un activateur de la prolifération cellulaire. 

D’ailleurs, un certain nombre d’études suggèrent que ce récepteur serait impliqué dans les 

processus menant à la cancérisation. 

En effet, PPARβ serait impliqué dans la carcinogenèse et la progression des cancers 

colorectaux, plus particulièrement dans la polypose adénomateuse familiale humaine. 

Cependant, des données contradictoires lui attribuent soit un rôle pro-cancéreux soit un rôle 

anti-cancéreux. En effet, certaines études suggèrent que l’activation de PPARβ potentialise la 

tumorigenèse via la voie APC/β-caténine/Tcf-4 (T-cell transcription factor 4). La protéine 

APC, codée par un gène suppresseur de tumeur, est déficiente chez les patients atteints de 

tumeurs colorectales. La perte de la fonction APC conduit à une augmentation de l’activité de 

la protéine β-caténine qui a pour conséquence d’augmenter l’activité transcriptionnelle de 

Tcf-4, donc d’activer la transcription de gènes tels que c-myc et pparβ (He et al., 1999). Ainsi, 

chez les patients atteints de carcinomes colorectaux, le taux d’ARNm de PPARβ, donc de la 

protéine, serait augmenté, permettant au récepteur d’exercer un contrôle sur la prolifération 

des cellules colorectales. D’autres arguments sont en faveur du rôle pro-tumoral de PPARβ. 

En effet, des lignées cellulaires humaines dérivées de cancer colorectal (HCT116), dans 
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lesquelles le gène pparβ a été invalidé, voient leur capacité à établir des tumeurs diminuer 

lorsqu’elles sont injectées à des souris Nude (Park et al., 2001). Dans un modèle animal de 

souris APCmin (modèle où le gène APC est muté, prédisposant ces souris au développement de 

multiples adénomes intestinaux et représentant un modèle de polypes adénomateux familiaux 

humains) exposées au GW501516, ligand spécifique de PPARβ, une augmentation du nombre 

et de la grosseur des tumeurs dans le côlon de ces souris est observée. La culture in vitro dans 

un milieu sans sérum, provoque l’apoptose des cellules HCT116. Par contre, l’addition de 

GW501516 protège les cellules de la mort cellulaire (Gupta et al., 2004). 

L’implication de PPARβ dans la carcinogenèse et le développement de tumeurs 

colorectales, permettrait d’expliquer le mécanisme moléculaire de l’action anti-tumorale des 

NSAID (anti-inflammatoires non stéroïdiens). En effet, il a été montré que traiter des souris 

présentant des adénomes intestinaux avec des NSAID, diminue significativement le 

développement des tumeurs coliques chez ces animaux. De plus, il a été montré que ces 

molécules induiraient la régression des tumeurs coliques chez les patients présentant des 

tumeurs colorectales familiales (Smalley et DuBois, 1997). L’effet anti-tumoral des NSAID 

pourrait s’expliquer par le fait qu’elles seraient antagonistes de l’activité du PPARβ (He et al., 

1999), induiraient la diminution du taux de ce récepteur et bloqueraient l’activité des COX 

(Cyclo-oxygénase), inhibant la synthèse de ligands endogènes de PPARβ, et donc 

empêcheraient l’activité transcriptionnelle de ce récepteur (Liou et al., 2007).  

Cependant, un certain nombre de données suggèrent qu’au contraire, le PPARβ serait 

impliqué dans l’inhibition, tout au moins, dans la diminution des processus conduisant au 

développement des cancers coliques. En effet, chez des souris APCmin où des tumeurs 

coliques ont été induites, lorsque le gène pparβ est invalidé, le nombre et le développement 

des tumeurs dans le côlon de ces souris sont augmentés (Harman et al., 2004 ; Reed et al., 

2004). De plus, des cellules humaines dérivées de cancer de côlon où l’expression du PPARβ 

est inhibée par l’utilisation de la technique d’interférence à l’ARN, vont beaucoup plus 

proliférer que les cellules exprimant le récepteur (Yang et al., 2008). D’autres études ont 

rapporté que la stimulation par des ligands spécifiques du PPARβ (GW0742 et GW501516) 

ne conditionne aucunement la prolifération des cellules humaines de cancer du côlon (HT29, 

HCT116 et LS-174T) (Hollingshead et al., 2007a). D’ailleurs, l’administration des ligands 

spécifiques de PPARβ à des souris APC n’a aucun effet sur le nombre de tumeurs coliques 

chez ces animaux, que le gène pparβ soit invalidé ou non (Marin et al., 2006). 
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Vraisemblablement, les divergences de résultats concernant l’activité pro- ou anti-

proliférative du récepteur PPARβ seraient observées dans d’autres tissus.  

En effet, à partir de cellules dérivées de cancer du foie, quelques études présentent des 

résultats contradictoires. Certaines montrent que l’activation du PPARβ augmente la 

prolifération de cellules HepG2 (Glinghammar et al., 2003 ; Hellemans et al., 2003), alors 

que d’autres montrent que l’activation du PPARβ n’a aucun effet sur la prolifération de ces 

mêmes cellules (Hollingshead et al., 2007a).  

A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur le rôle de PPARβ dans la cancérogenèse 

du col de l’utérus et de la vessie. Par contre, l’effet du PPARβ dans le contrôle de gènes 

impliqués dans la prolifération de cellules dérivées de cancer de la peau, du sein et du 

poumon, révèle aussi des résultats contradictoires.  

Aujourd’hui, il est admis que PPARβ exerce un rôle fondamental dans la cicatrisation de la 

peau après blessure. En effet, les travaux réalisés par le Docteur Liliane Michalik et Andrew 

Tan démontrent que PPARβ contrôle la prolifération, l’apoptose et la migration des cellules 

normales de la peau puisque chez des souris auxquelles une lésion de la peau est effectuée, 

l’invalidation du gène pparβ, entraine un retard dans la cicatrisation (Michalik et al., 2001 ;  

Tan et al., 2001). D’autre part, il a été montré que PPARβ intervenait dans la différenciation 

des kératinocytes avec une induction de la mort cellulaire concomitante à une inhibition de la 

prolifération des cellules (Kim et al., 2006). Pourtant, dans les mécanismes contrôlant la 

carcinogenèse épithéliale, le rôle du PPARβ ne semble pas élucidé. En effet, soit 

l’inactivation du PPARβ inhibe la prolifération, permet la survie et la migration des 

kératinocytes HaCat (Borland et al., 2008) et des kératinocytes primaires de souris (Di-Poi et 

al., 2002), soit, l’activation du récepteur PPARβ n’a aucun effet sur la prolifération des 

cellules humaines (UACC903) dérivées de mélanome (Girroir et al., 2008). Cependant, un 

certain nombre d’arguments sont en faveur d’un rôle inhibiteur du PPARβ dans la formation 

de tumeurs de la peau. En effet, lorsque un promoteur de tumeur (TPA, O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate) est administré à des souris où le gène pparβ a été invalidé 

(pparβ-/-), une hyperplasie de l’épithélium est observée (Michalik et al., 2001 ; Peters et al., 

2000). De plus, l’administration régulière de TPA rend les souris pparβ-/- plus susceptibles de 

développer des tumeurs (Kim et al., 2004). Ces études suggèrent que le récepteur PPARβ 

protège les animaux de l’effet inducteur de tumeur du carcinogène. De plus, des études 
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récentes ont montré que des cellules issues de mélanome humain expriment le récepteur 

PPARβ et que le récepteur, une fois activé par son ligand (GW0742) inhibe la prolifération 

cellulaire sans conduire à l’apoptose (Bility et al., 2008 ; Burdick et al., 2007 ; Michiels et al., 

2010). 

Dans des cellules dérivées de cancer du sein (MCF-7, T47D), l’activation du récepteur 

PPARβ par le GW501516 ou le composé F, augmente la prolifération des cellules exprimant 

des récepteurs aux estrogènes alors que ces composés n’ont aucune action sur des cellules 

n’exprimant pas les récepteurs aux estrogènes (Stephen et al., 2004). Par contre, une étude 

réalisée dans un autre laboratoire, montre qu’une forte concentration du ligand GW501516 

(10 µM) inhibe la prolifération des MCF-7 ; le récepteur est bien activé puisque le taux  de la 

cible de PPARβ, angptl4 (Angiopoietin-like4) est augmenté (Girroir et al., 2008). Des 

résultats contradictoires concernant l’effet pro- ou anti-prolifératif du PPARβ sont aussi 

observés à partir de modèles animaux. En effet, chez des souris présentant des tumeurs 

mammaires induites par un cancérogène, soit le GW501516 augmente le nombre de souris qui 

présenteront des tumeurs (Yin et al., 2005), soit l’invalidation du gène pparβ diminue 

l’incidence des cellules cancéreuses (Ghosh et al., 2009). Par contre, récemment, il a été 

montré que le GW501516 via le PPARβ, diminue la prolifération ainsi que la clonogénicité 

des cellules de cancer du sein (C20). Ce phénomène est précédé d’une augmentation de la 

mort des cellules tumorales et d’une surexpression du gène cible de PPARβ (angptl4) 

confirmant l’activation du récepteur PPARβ (Foreman et al., 2010).  

 

Des études réalisées à partir de cellules dérivées de cancer du poumon ont retenu notre 

attention. En effet, le PPARβ a soit un effet prolifératif, soit un effet anti-prolifératif. Dans 

des cellules dérivées de cancer du poumon (A549), le GW501516 inhibe la mort cellulaire 

induite par un stress oxydatif, en réactivant la prolifération des cellules (Pedchenko et al., 

2008). Le GW501516 augmente aussi la prolifération des cellules humaines (H18338 et 

H2106) dérivées de cancer de poumon ; cet effet est dépendant du récepteur PPARβ et 

implique la voie PI3K ainsi que le cofacteur PGC-1α (Han et al., 2008 ; Han et al., 2009). 

Cependant, quelques années auparavant, un autre laboratoire a obtenu des résultats différents. 

En effet, à partir des lignées cellulaires citées précédemment, des doses importantes de ligand 

de PPARβ (L-165041) diminuent la prolifération des cellules (Fukumoto et al., 2005). Dans 

un modèle animal de souris transgéniques chez lesquelles des cancers de poumon ont été 
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induits, l’invalidation du gène pparβ est associée au développement tumoral (Muller-

Brusselbach et al., 2007a). Cependant, il est particulièrement difficile de conclure sur le rôle 

pro- ou anti-tumoral de PPARβ dans ce modèle car cette même équipe a récemment obtenu 

d’autres résultats. En effet, deux semaines après l’injection de cellules issues d’un carcinome 

pulmonaire de Lewis, chez les souris pour lesquelles le gène pparβ a été invalidé, la 

prolifération des cellules tumorales est inhibée ce qui stoppe le développement des tumeurs 

(Muller et al., 2008). De plus, 90% des souris pparβ-/- survivent beaucoup plus longtemps que 

les souris pour lesquelles le gène pparβ est exprimé. L’inhibition du développement des 

tumeurs chez ces souris peut être expliquée par une diminution de la vascularisation de la 

tumeur due à une diminution et à une malformation des microvaisseaux intratumoraux. Ces 

résultats suggèrent que le récepteur PPARβ a un rôle primordial dans l’angiogenèse tumorale. 

7.4. PPARβ et angiogenèse tumorale 

La progression d’un cancer, l’invasion et la formation de métastases sont conditionnées par 

un événement essentiel, le « switch » angiogénique, événement caractérisé par la rupture de 

l’équilibre qui existe entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques, en faveur des facteurs pro-

angiogéniques, ce qui aura pour conséquence de déclencher le processus d’angiogenèse 

tumorale.  

Comme nous venons de le décrire précédemment, PPARβ serait une molécule 

angiogénique. En effet, chez des souris xénogreffées avec des cellules tumorales issues de 

carcinomes pulmonaires de Lewis (LLC) ou de mélanomes, les tumeurs qui se sont 

développées  sont moins vascularisées chez les animaux pour lesquels le gène pparβ a été 

invalidé (pparβ-/-) que chez les souris témoins (pparβ+/+). Vraisemblablement, diminuer le 

nombre et la qualité des microvaisseaux intratumoraux conduit à inhiber la croissance 

tumorale et à augmenter considérablement la vie de ces souris pparβ-/- (Abdollahi et al., 2007; 

Muller-Brusselbach et al., 2007b). Chez les souris pparβ-/-, la plupart des microvaisseaux 

présentent une paroi épaisse avec une lumière obstruée, diminuant ainsi fortement la 

vascularisation de la tumeur. Les malformations de ces microvaisseaux intratumoraux sont 

dues à la prolifération anormale des cellules endothéliales, mais aussi des cellules 

périvasculaires. Ces études suggèrent que le PPARβ a un rôle primordial dans la formation 

des vaisseaux donc dans le bon fonctionnement du réseau vasculaire.  
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PPARβ peut avoir un effet direct sur l’angiogenèse, en régulant l’expression de gènes 

angiogéniques, tels que le VEGF, mais aussi une action indirecte en contrôlant des gènes 

indirectement impliqués dans l’angiogenèse. En effet, le profil moléculaire des cellules 

endothéliales et fibroblastiques des souris pparβ-/- est très différent de celui des cellules 

endothéliales et fibroblastiques de souris sauvages (Adamkiewicz et al., 2007). Par exemple, 

chez les souris pparβ-/-, le taux de protéines CLIC4 (chloride intracellular channel protein) qui 

a un rôle indiscutable dans la formation du réseau vasculaire (Bohman et al., 2005), est 

fortement diminué. La diminution d’expression de CLIC4 va engendrer un réseau vasculaire 

défectueux. De plus, chez les souris pparβ-/-, le taux de la protéine CRBP1 (cellular retinol 

binding protein 1) est fortement augmenté. Cette protéine est capable de se lier et de capter 

des ligands spécifiques destinés à activer les récepteurs RAR et RXR, dont l’activité 

transcriptionnelle favorise la prolifération, la différenciation et la formation des 

microcapillaires ; ces récepteurs ne seront donc plus sollicités (Liu et al., 2005). L’inhibition 

de leur activité va contribuer à la mise en place de microvaisseaux défectueux. Selon ces 

résultats, PPARβ intervient dans la formation du réseau vasculaire. D’ailleurs, d’autres études 

réalisées in vitro sont en faveur du rôle angiogénique de PPARβ.  

En effet, à partir d’un modèle in vitro de cellules HUVEC (human umbilical vein 

endothelial cells), HAEC (human aortic endothelial cells) et EAHy926 (cellules endothéliales 

immortelles), il a été montré d’une part, que le récepteur PPARβ est exprimé dans ces cellules 

et d’autre part, que le GW501516 via le PPARβ, augmente la prolifération cellulaire et la 

formation de nouveaux microvaisseaux via la synthèse et la sécrétion de la molécule clef de 

l’angiogenèse, le VEGF (Piqueras et al., 2007). De plus, PPARβ favorise la prolifération et la 

survie des cellules endothéliales en protégeant ces dernières de l’apoptose. Effectivement, la 

prostacycline PGI2, ligand endogène et spécifique du PPARβ, ainsi que son ligand 

synthétique L-165041, protègent les cellules HUVEC de la mort. En effet, les ligands, par 

l’intermédiaire de PPARβ, augmentent la transcription de la protéine 14-3-3ε qui va 

séquestrer et empêcher les protéines pro-apoptotiques telles que Bad d’exercer leur action, ce 

qui aura pour conséquence de protéger la cellule de l’apoptose (Liou et al., 2006).  

Comme nous venons de le voir, PPARβ augmente la prolifération des cellules 

endothéliales mais aussi celle de certaines cellules tumorales, selon un mécanisme 

moléculaire direct mais aussi indirect. En effet, les ligands via leur récepteur, augmentent la 

synthèse et la sécrétion de VEGF et augmentent aussi le nombre de récepteurs au VEGF à la 



- 45 - 

 
 

surface des cellules tumorales. La survie et la prolifération de ces cellules sont favorisées par 

la boucle autocrine VEGF/récepteur au VEGF. En effet, une faible concentration de 

GW501516 (1 µM), via son récepteur PPARβ, augmente l’expression du VEGF et de son 

récepteur VEGFR-2 dans des cellules dérivées de cancer du côlon (LS-174T et HCT116), ce 

qui a pour conséquence l’augmentation de la prolifération et de la survie de ces cellules 

(Wang et al., 2006a). Dans d’autres cellules dérivées d’un cancer colorectal (SW480 et 

HT29), le GW501516 augmente l’expression de l’ARNm et de la protéine VEGF. Cet effet 

est bien dépendant de la présence du récepteur PPARβ (Rohrl et al., 2011). De même, à partir 

de cellules dérivées de cancer du sein (MCF7 et T47D), et de la prostate (LNCaP et PNT1A), 

l’équipe de Stephen et collaborateurs montre que la synthèse du VEGF et de son récepteur est 

augmentée via l’activation du récepteur PPARβ et est concomitante à une augmentation de la 

prolifération des cellules (Stephen et al., 2004). Ces résultats suggèrent que PPARβ contrôle 

la transcription du gène vegf et serait donc une molécule angiogénique. D’ailleurs, notre 

groupe de recherche en Urologie a obtenu des résultats similaires à partir d’un modèle de 

cellules dérivées de cancer de la vessie. En effet, le ligand L-165041 augmente la synthèse et 

la sécrétion du VEGF (121, 165 et 189) et ce, quel que soit le phénotype des cellules 

(Fauconnet et al., 2002). En effet, PPARβ augmente l’expression du VEGF dans les cellules 

RT4, issues d’un carcinome urothélial papillaire récidivant de grade I et représentatives d’une 

tumeur non agressive, et dans les cellules T24, issues d’un carcinome urothélial indifférencié 

de grade III et représentatives d’une tumeur agressive à haut potentiel métastatique. 

D’autres études présentent des résultats contradictoires avec ce que nous venons de décrire 

précédemment. Ainsi, la stimulation de cellules dérivées de cancer du côlon (HT29, HCT-119 

et LS-174T) par le ligand de PPARβ (GW501516), ne montre aucun effet sur le taux de 

VEGF, et ce, que les stimulations soient effectuées en présence ou en absence de sérum 

(Hollingshead et al., 2007a). Ces résultats suggèrent que le récepteur PPARβ n’intervient pas 

sur la synthèse de VEGF. 

Cependant, la plupart des données de la littérature montrent que les ligands de PPARβ ont 

un effet pro-angiogénique en contrôlant l’expression du VEGF et cet effet est dépendant de 

leur récepteur. En effet, même si pour de nombreuses études cela n’a pas été confirmé, c’est 

par l’intermédiaire du récepteur PPARβ que la synthèse du VEGF est contrôlée. Pourtant, 

récemment, il a été montré que dans les kératinocytes, le L-165041 augmente le taux de 
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VEGF (ARNm et protéine) et que cet effet du ligand est indépendant de la présence de son 

récepteur PPARβ (Schiefelbein et al., 2008).  
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II.  Angiogenèse tumorale 

1. Généralités 

L’angiogenèse est un processus complexe, multi-étapes qui permet la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins (néovascularisation) à partir de vaisseaux pré-existants. C'est un 

processus normal indispensable à de nombreux processus physiologiques, tels que le 

développement embryonnaire puisqu’il est essentiel à la croissance des vaisseaux sanguins 

durant l’embryogenèse et à la formation du placenta. Chez l’adulte, ce phénomène est plus 

rare puisque le réseau vasculaire est déjà en place. En effet, un faible taux de cellules 

endothéliales sont actives durant la vie adulte (Folkman, 2002). Ce processus intervient dans 

des situations d’inflammation, de cicatrisation ou de réparation osseuse et chez la femme lors 

de la reconstitution du réseau vasculaire dans l’endomètre au cours du cycle menstruel ou 

pendant la grossesse. L’angiogenèse est hautement régulée dans les conditions 

physiologiques ; cependant, elle peut devenir pathologique, lorsque la croissance de nouveaux 

capillaires devient incontrôlée. Cette néovasculation excessive dans le cadre de l’angiogenèse 

tumorale est primordiale à la croissance des tumeurs malignes et au développement des 

métastases (Folkman, 1995). 

En effet, la croissance tumorale et la dissémination métastatique dépendent de la 

néoformation de vaisseaux sanguins (Folkman et al., 1971). Quand la taille d’une tumeur est 

inférieure à 2 mm3, l’apport en nutriments et en oxygène se fait par diffusion simple ; c’est la 

phase de dormance de la tumeur, indépendante de l’angiogenèse. Lorsque la tumeur grossit, 

un état hypoxique intratumoral est généré. Cet état hypoxique va conduire à l’augmentation 

de l’expression de facteurs clefs de l’angiogenèse par les cellules tumorales et déclencher un 

« switch » angiogénique. L’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques va basculer 

en faveur des facteurs pro-angiogéniques et va aboutir à une vascularisation excessive qui 

permettra un apport en nutriments et en oxygène suffisant pour la progression tumorale (Li et 

al., 2000a). 

L’architecture des vaisseaux tumoraux est bien différente de celle des vaisseaux normaux. 

En effet, le réseau vasculaire tumoral est hautement désorganisé et hétérogène ; les vaisseaux 

ont un diamètre irrégulier, sont dilatés, tortueux et présentent des ramifications excessives. De 

plus, ces vaisseaux sont fragilisés. Leur membrane basale est discontinue ou absente et il y a 
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de larges jonctions inter-endothéliales, donnant ainsi des vaisseaux tumoraux perméables et 

hémorragiques. 

 

Le processus angiogénique peut être divisé en plusieurs étapes.  

- Déstabilisation des vaisseaux pré-existants : tout d’abord, l’activation des cellules 

endothéliales entraîne une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des 

vaisseaux conduisant à l’extravasation de protéines plasmatiques comme l’activateur 

du plasminogène (uPa). Ce dernier permet l’activation du plasminogène en plasmine 

qui active ensuite des métalloprotéases (MMP), sécrétées par les cellules tumorales et 

le tissu stromal environnant. Ces enzymes vont conduire à la dégradation de la matrice 

extra-cellulaire (MEC) et de la membrane basale (Carmeliet, 2000). Il s’en suivra la 

déstabilisation du vaisseau pré-existant suite à la perte des contacts entre les cellules 

endothéliales et les cellules vasculaires avoisinantes, les péricytes, qui se détachent 

des jonctions inter-endothéliales altérées (Moses, 1997). L’angiopoïétine-2, qui est un 

antagoniste de l’angiopoïétine-1 (facteur limitant la perméabilité endothéliale), permet 

le détachement des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire.  

- Protrusion des cellules endothéliales à travers la lésion formée dans la membrane 

basale vasculaire. 

- Migration et prolifération : la déstabilisation des vaisseaux favorise la migration des 

cellules endothéliales en direction de la source angiogénique. Simultanément, la 

matrice extracellulaire (MEC) environnante est dégradée sous l’action des MMP pour 

permettre l’intégration de nouveaux vaisseaux. Leur prolifération est possible grâce 

aux facteurs de croissance tels que le FGF (Fibroblast Growth Factor) et le VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor) qui étaient séquestrés dans la MEC. Les cellules 

endothéliales, sous le contrôle de ces facteurs de croissance, synthétisent et sécrètent 

des protéines qui facilitent la migration cellulaire. D’ailleurs, pour interagir avec la 

MEC, les cellules endothéliales expriment à leur surface de nouveaux récepteurs tels 

que ICAM (IntraCellular Adhesion Molecule), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1), des sélectines (E et P) ou des intégrines (αvβ3, αvβ5) (Bazan-Socha et 

al., 2005 ; Eliceiri et Cheresh, 2001). Sous l’influence des facteurs angiogéniques, les 

cellules endothéliales donnent naissance par bourgeonnement, à de nouveaux 

capillaires dépourvus de cellules péri-vasculaires. 
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- Les capillaires néoformés entrent ensuite dans une phase de stabilisation et de 

maturation qui permet la réorganisation de la paroi du vaisseau. Durant cette étape, la 

membrane basale est reconstituée et il y a recrutement de cellules mésenchymateuses 

suite à l’action du PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) qui attire les fibroblastes 

sur le site de maturation vasculaire. Ces fibroblastes qui se différencient localement en 

péricytes sous l’action du TGFβ (Transforming Growth Factor) et des cellules 

musculaires lisses sont recrutées sous l’action de l’angiopoïétine-1 (Ang-1) (Darland 

et D'Amore, 2001). Il y a maturation des cellules pour former des tubes fonctionnels 

capables d’établir un flux sanguin. 

 

 

Figure 8 : Les étapes de l’angiogenèse.  D’après Bergers et Benjamin, 2003. 

 

L’angiogenèse tumorale initiée par le phénomène de bourgeonnement n’est pas le seul 

mécanisme permettant la vascularisation de la tumeur. 
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En effet, il peut y avoir co-option de vaisseaux pré-existants irriguant normalement des 

tissus sains avoisinants. Ces derniers vont alors fusionner et leur nombre va diminuer. Il s’en 

suivra une hypoxie qui entrainera une augmentation de la vascularisation périphérique de la 

tumeur (Holash et al., 1999). La vascularisation par co-option et la vascularisation par 

induction de l’angiogenèse ont des contributions distinctes lors de l’initiation des 

microtumeurs et dépend du micro-environnement local et du nombre de cellules dans la 

microtumeur (Zhao et al., 2011). 

La tumeur peut également recruter des précurseurs circulants des cellules endothéliales 

issus des progéniteurs sanguins endothéliaux ou angioblastes. Les progéniteurs s’incorporent 

dans les sites angiogéniques et permettent la mise en place de la vascularisation (Rabbany et 

al., 2003). 

La vascularisation de la tumeur peut également impliquer des cellules tumorales. Des 

vaisseaux mosaïques ont été décrits. Il s’agit de vaisseaux constitués de cellules endothéliales 

et de cellules tumorales. Ces vaisseaux sont très perméables et favorisent donc la formation de 

métastases (Chang et al., 2000). Certains vaisseaux peuvent également être constitués 

uniquement de cellules tumorales qui se transdifférencient en cellules endothéliales, c’est le 

mécanisme de mimétisme vasculaire (Maniotis et al., 1999). 

2. Facteurs angiogéniques 

Les inhibiteurs et les activateurs de l’angiogenèse sont des cytokines, des facteurs de 

croissance, synthétisés par la tumeur mais aussi par de nombreuses cellules, qui agissent 

directement sur les cellules endothéliales via des récepteurs spécifiques présents à la surface 

des cellules ou indirectement via des cellules présentes dans le stroma proche du lieu de 

l’angiogenèse. En effet, les facteurs angiogéniques vont dicter aux cellules constituant le 

stroma de synthétiser des protéines intervenant dans le processus angiogénique. 

Le facteur clef de l’angiogenèse est le VEGF (Ferrara et al., 2003). En plus de son rôle 

dans l’augmentation de la perméabilité vasculaire, son activité mitogène permet de stimuler la 

prolifération des cellules endothéliales. D’autres facteurs ont un rôle angiogénique, ou de 

facteurs de croissance tels que le FGF, le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), 

l’Epidermal Growth Factor (EGF) ou l’Insuline Growth Factor (IGF-1) (Baselga, 2002 ; 

Gospodarowicz et al., 1989 ; Oh et al., 2002). Par exmple, le FGF-2 contrôle la prolifération 
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et la migration des cellules endothéliales en contrôlant la taux des intégrines nécessaires à la 

migration des cellules (Serini et al., 2006). Les angiopoïétines ont un rôle essentiel dans 

l’angiogenèse puisqu’elles participent à la formation et à la maturation des microvaisseaux. 

L’Ang-2 a un rôle activateur ou inhibiteur de l’angiogenèse en fonction de la présence ou de 

l’absence de VEGF. En présence de VEGF, l’Ang-2 induit la migration et la prolifération des 

cellules endothéliales et inhibe l’Ang-1 qui maintient la quiescence des cellules endothéliales. 

En absence de VEGF, l’ang-2 déstabilise les vaisseaux et augmente l’apoptose des cellules 

endothéliales (Lobov et al., 2002) et l’Ang-1 participe à la stabilisation des vaisseaux (Davis 

et al., 1996 ; Suri et al., 1996). Le TGF-β permet la différenciation des cellules endothéliales 

et des péricytes et intervient dans la reconstruction de la lame basale, et lorsqu’il est en 

présence de TNF-α (Tumor Necrosis Factor), ces deux facteurs peuvent jouer un rôle dans la 

formation des vaisseaux et leur stabilisation ou inhiber la formation du réseau vasculaire 

(Frater-Schroder et al., 1987 ; Pepper, 1997 ; Roberts et al., 1986). 

De nombreux inhibiteurs de l’angiogenèse ont été identifiés. Parmi ceux-ci, l’angiostatine 

et l’endostatine sont capables de diminuer la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales et d’augmenter  leur apoptose ; la thrombospondine, qui est une protéine de la 

MEC, participe à la stabilisation des vaisseaux néoformés en contrôlant la migration de 

cellules endothéliales et en participant à la restructuration de la lame basale. Le TNFα peut 

inhiber la prolifération des cellules endothéliales induites par le FGF et les CXC-chemokines 

inhibent la liaison du VEGF165 et du FGF à leur récepteur (Belperio et al., 2000 ; Boehm et 

al., 1997 ; Claesson-Welsh et al., 1998).  

3. Thérapie anti-angiogénique 

Le développement d’une vascularisation intra ou péri-tumorale est un événement clef, 

aussi bien pour la croissance de la tumeur que pour la dissémination métastatique par la voie 

sanguine. La connaissance des mécanismes moléculaires de l’angiogenèse tumorale a permis 

d’identifier une série de molécules capables de cibler le réseau vasculaire irriguant la tumeur. 

Ainsi, bloquer l’effet du VEGF et/ou l’activité des récepteurs au VEGF, localisés à la surface 

des cellules endothéliales, semblent être des traitements efficaces pour moduler la croissance 

et la dissémination tumorale. 

Le premier traitement anti-angiogénique approuvé par la FDA (Food and Drug 

Administration) en 2004 est le bevacizumab ou AvastinTM. C’est un anticorps monoclonal  
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humanisé dirigé contre le VEGF. Des essais thérapeutiques associant le bevacizumab à une 

chimiothérapie classique ont été proposés à des patients atteints de cancers colorectaux 

métastatiques (Hurwitz et al., 2004), de cancers bronchiques non à petites cellules (Herbst et 

al., 2005), de cancers du sein (Mauri et al., 2008) et de carcinomes rénaux à un stade avancé 

ou métastatiques (Escudier et al., 2007). Ces essais cliniques comparatifs ont démontré que 

l’AvastinTM associé avec une chimiothérapie augmentait significativement la survie sans 

progression et la survie globale de patients atteints de cancers colorectaux métastatiques et de 

cancers du poumon non à petites cellules. 

Une autre stratégie anti-angiogénique consiste à utiliser des molécules capables d’inhiber 

l’activité tyrosine kinase de récepteurs intracellulaires ; ces molécules ont donné naissance à 

des médicaments administrés par voie orale. Le sunitinib (SU11248) inhibe les VEGFR, 

PDGFR, C-kit, et Flt-3 et le sorafenib (BAY43-9006) inhibe les VEGFR, PDGFR mais aussi 

c-Raf et B-Raf (Homsi et Daud, 2007). Le sorafenib a été approuvé pour le traitement de 

carcinomes hépatiques (Lang, 2008) et de cancers du rein métastatiques (Eto et Naito, 2006). 

Le sunitinib a été approuvé pour le traitement de cancers du rein métastatiques (Motzer et al., 

2007), de tumeurs stromales gastro-intestinales (Rock et al., 2007), et utilisé en phase III pour 

le traitement de cancers du sein (Murray et al., 2003), de cancers bronchiques non à petites 

cellules (Novello et al., 2009), d’hépatocarcinomes (Rossi et al., 2010) et de cancers de la 

prostate (Gasent et al., 2011).  

Une autre stratégie consiste à cibler les cellules endothéliales afin de bloquer leur 

migration et leur prolifération en utilisant des inhibiteurs de la voie de signalisation 

impliquant mTOR tels que le Temsirolimus (Toricel) et l’everolimus (Affinitor) (Negrier et 

Raymond, 2011). 

D’autres stratégies utilisées dans le cadre d’essais cliniques, sont des molécules qui ciblent 

le récepteur au VEGF et au FGF. Ces molécules vont empêcher la fixation des facteurs de 

croissance sur leur récepteur donc empêcher que le signal intracellulaire soit activé (Allen et 

al., 2011 ; Bello et al., 2011 ; Kim et al., 2011). De plus, certains médicaments vont cibler le 

micro-environnement de la tumeur, soit en empêchant la destruction de la MEC par des 

inhibiteurs des enzymes dégradant la MEC, soit en bloquant certaines protéines localisées à la 

surface des cellules endothéliales pour empêcher la migration des cellules. 
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4. VEGF  

Le VEGF-A a été cloné en 1989 par Ferrara et Henzel et identifié comme étant un facteur 

angiogénique majeur et spécifique des cellules endothéliales (Ferrara et Henzel, 1989). En 

effet, c’est un facteur clef de la vasculogenèse et de l’angiogenèse physiologique durant la vie 

embryonnaire (car l’inactivation du gène vegf entraîne une mort précoce des embryons de 

souris), mais également durant la vie adulte (Carmeliet et al., 1996). 

4.1.  Famille des VEGF 

Le VEGF-A appartient à la famille des VEGF qui comprend aussi les VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D, VEGF-E et le PlGF (Facteur de croissance placentaire). Ce sont des glycoprotéines 

qui vont former des homodimères car elles possèdent un domaine composé de 8 cystéines 

impliquées dans les liaisons disulfures des dimères (Neufeld et al., 1999). Les VEGF se 

distinguent par leurs propriétés biologiques ainsi que par leur affinité aux différents récepteurs 

VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3.  

4.1.1. Le VEGF-A 

Le gène du vegf-a humain est localisé sur le chromosome 6 en position 6p21.3 et est 

organisé en 8 exons séparés par 7 introns (Vincenti et al., 1996).  

Par épissage alternatif, plusieurs isoformes sont synthétisées et leur composition varie de 

111 à 206 acides aminés. Cependant, la plupart des cellules expriment préférentiellement les 

isoformes VEGF121, 165 et 189 ; le VEGF165 étant la forme prédominante. Les VEGF sont 

des glycoprotéines dimériques de 34 à 45 kDa et sont sécrétées puisqu’un peptide signal est 

localisé dans la partie N-terminale de la protéine. Les exons de 1 à 5 codent des régions qui 

sont communes à toutes les isoformes. L’exon 1 et une partie de l’exon 2 codent la séquence 

signal de 26 acides aminés (Siemeister et al., 1998). Les exons 3 et 4 codent des domaines qui 

possèdent des sites qui vont permettre à la protéine de se lier aux récepteurs (VEGFR-1 et 

VEGFR-2) (Keyt et al., 1996). L’exon 5 code un domaine qui présente des sites de clivage 

protéolytique pour la plasmine (Claffey et al., 1995) et pour les métalloprotéases (Lee et al., 

2005). Les exons 6 et 7 codent un domaine de la protéine présentant des sites de fixation aux 

héparanes sulfates, ce qui confère aux isoformes possédant ces exons, la capacité d’être 

séquestrées dans la MEC (Park et al., 1993). L’exon 8a code la partie C-terminale de la 
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protéine qui présente l’activité mitogène. Le VEGF121, qui ne possède pas les exons 6 et 7 

(Anthony et al., 1994), ne se lie pas aux héparanes sulfates ; il pourra diffuser librement 

contrairement aux formes 189 et 206 qui seront complètement séquestrées dans la MEC. Le 

VEGF165 existe sous les 2 formes, libre ou séquestrée dans la MEC.  

 

Figure 9 : Schéma des transcrits alternatifs du VEGF humain. D’après Hilmi et al., 2012. 

 

Toutes les isoformes sont sécrétées sous forme de monomères pour ensuite se complexer et 

former des dimères. Les 2 monomères sont tête-bêche l’un par rapport à l’autre et vont former 

une liaison covalente entre la cystéine 51 d’un monomère et la cystéine 61 de l’autre 

monomère (Potgens et al., 1994) ; c’est sous forme de dimère que les différents VEGF vont se 

lier aux récepteurs.  

Les différentes isoformes du VEGF ont des activités biologiques différentes bien que 

toutes les isoformes soient capables d’induire l’angiogenèse. Le VEGF121 serait plutôt 

impliqué dans le contrôle de la perméabilité vasculaire alors que le VEGF165 activerait 

préférentiellement la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Zhang et al., 

2008). Le VEGF189, bien qu’étant en quantité moins importante que les VEGF121 et 165, 
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reste piégé dans la MEC, ce qui lui permettra de stimuler préférentiellement la migration des 

cellules endothéliales (Stalmans et al., 2002). Le VEGF145 est exprimé uniquement dans le 

tractus génital de la femme (Poltorak et al., 1997). Une nouvelle isoforme a été récemment 

identifiée, il s’agit du VEGF111. Cette isoforme n’est vraisemblablement pas présente dans 

les tissus normaux ; par contre, elle est exprimée lorsque les cellules sont soumises à des 

stress génotoxiques induits par des rayonnements UV ou des agents chimiothérapeutiques. Ne 

possédant pas l’exon 5, elle ne peut être lysée par la plasmine (Mineur et al., 2007). Le 

VEGF111 participerait à l’acquisition par la cellule d’une résistance aux chimiothérapies mais 

serait aussi un outil thérapeutique intéressant pour corriger les ischémies induites par certaines 

pathologies. 

 En 2002, un nouveau variant de la famille du VEGF a été identifié, le VEGF165b. 

Comparativement au VEGF165, seul le domaine correspondant au 8ème exon diffère. En effet, 

le VEGF165b diffère du VEGF165 par les 6 acides animés situés en position C-terminale, 

région contenant le signal mitogène. Le VEGF165b a la capacité de se lier au récepteur au 

VEGF mais n’a pas la capacité d’activer les voies de signalisation dépendantes de ce 

récepteur. Le VEGF165b a une activité anti-angiogénique car il est capable d’une part, 

d’inhiber la prolifération et la migration des cellules endothéliales induites par le VEGF165 

(Bates et al., 2002) et d’autre part d’inhiber l’angiogenèse dans un modèle in vivo (Woolard et 

al., 2004).  

4.1.2. Le VEGF-B 

Le VEGF-B présente une homologie de séquence en acides aminés de 43 % avec le 

VEGF-A. Le gène humain vegf-B est situé sur le chromosome 11 en position 11q13 

(Paavonen et al., 1996). Il comprend 7 exons. Suite à un épissage alternatif, 2 isoformes sont 

synthétisées, le VEGF167 qui a la possibilité de diffuser dans la MEC et le VEGF186 qui 

peut se lier à la membrane cellulaire et à la MEC (Olofsson et al., 1996). Le VEGF-B peut 

former des homodimères mais aussi des hétérodimères avec le VEGF-A. Le VEGF-B peut se 

lier et activer le récepteur VEGFR-1 mais il peut aussi se lier à la neuropiline-1. Cet isotype 

serait impliqué dans le développement et le bon fonctionnement de la vascularisation du cœur 

et des muscles squelettiques. Cependant, sa présence ne semble pas indispensable au 

processus angiogénique (Aase et al., 1999). 
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4.1.3. Le VEGF-C 

Le VEGF-C présente 30% d’homologie de séquence en acides aminés avec le VEGF-A et 

60% avec le VEGF-D. Comme pour le VEGF-D, il est synthétisé sous forme de précurseur et 

doit être clivé pour devenir une forme pouvant se lier et activer les récepteurs. Le gène 

humain est organisé en 6 exons et est situé sur le chromosome 4 en position 4q34 (Joukov et 

al., 1996 ; Paavonen et al., 1996). Le VEGF-C a une forte affinité pour les récepteurs 

VEGFR-2 et VEGFR-3. Par le récepteur VEGFR-2, il a un rôle dans la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales, et par le récepteur VEGFR-3, il joue un rôle important 

dans la lymphangiogenèse (Karkkainen et al., 2004). 

4.1.4. Le VEGF-D 

Le VEGF-D présente une homologie de séquence en acides aminés de 31 % avec le 

VEGF-A et de 60 % avec le VEGF-C. Son gène est organisé en 7 exons et est situé sur le 

chromosome X en position Xp22.31 (Yamada et al., 1997). Le VEGF-D, aussi appelé FlGF 

(c-fos induced growth factor) active les récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3. De par son affinité 

pour ces récepteurs, il a un rôle dans l’angiogenèse et la lymphangiogenèse (Stacker et al., 

2001). 

4.1.5. Le VEGF-E 

Le VEGF-E a été identifié en 1994 dans le génome des paropoxivirus qui infectent les 

moutons, les chèvres et occasionnellement l’Homme où il provoque des lésions de la peau qui 

résultent d’une prolifération et d’une dilatation des capillaires sanguins (Lyttle et al., 1994). 

En fait, il s’agit d’un groupe de protéines qui se lie au récepteur VEGFR-2 mais pas au 

VEGFR-1 et VEGFR-3 et aurait un rôle biologique proche de celui du VEGF165 (Meyer et 

al., 1999). 

4.1.6. Le PlGF 

Le gène plgf est organisé en 7 exons et est localisé sur le chromosome 14 en position 

14q24-q31. Comme le VEGF-A, le PlGF est une glycoprotéine homodimérique. Ce facteur se 

lie au VEGFR-1 mais pas au VEGFR-2. Le PlGF entre en compétition avec le VEGF-A pour 
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le VEGFR-1 ; il favoriserait de ce fait la liaison du VEGF-A sur le VEGFR-2 et 

potentialiserait la réponse angiogénique du VEGF-A (Carmeliet et al., 2001). 

4.2.  Les récepteurs du VEGF 

Les différentes isoformes et isotypes du VEGF exercent leur activité biologique par 

l’intermédiaire de récepteurs à activité tyrosine kinase principalement localisés à la surface 

des cellules endothéliales. La famille de ces récepteurs comprend le VEGFR-1, le VEGFR-2 

et le VEGFR-3. Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires qui possèdent un 

domaine extracellulaire composé de 7 boucles « immunoglobulin-like » impliquées dans la 

reconnaissance et la fixation du ligand, une région polypeptidique transmembranaire et un 

domaine intracytoplasmique à activité tyrosine kinase conduisant à l’activation des voies de 

signalisation intracellulaires. Ces récepteurs monomériques sont activés par la liaison d’un 

dimère de VEGF qui va conduire à la dimérisation des récepteurs, ce qui déclenche une 

activité kinase intrinsèque conduisant à une trans autophosphorylation. Il existe aussi des 

formes solubles, dépourvues des domaines transmembranaire et intracellulaire, qui ne 

possèdent donc pas d’activité tyrosine kinase.  

4.2.1. Le VEGFR-1  

Le VEGFR-1, également appelé flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1), a été le premier 

récepteur isolé et identifié ayant une haute affinité pour le VEGF (Shibuya et al., 1990 ; de 

Vries et al., 1992). C’est une glycoprotéine transmembranaire de 180 kDa qui est localisée à 

la surface des cellules endothéliales et des péricytes (Nomura et al., 1995), des monocytes et 

des macrophages (Barleon et al., 1996), des cellules dendritiques (Dikov et al., 2005), des 

ostéoblastes (Byun et al., 2007), des cellules souches hématopoïétiques (Kaplan et al., 2005) 

et des cellules vasculaires du muscle lisse (Grosskreutz et al., 1999). Le VEGFR-1 est aussi 

situé à la surface des cellules tumorales colorectales (Fan et al., 2005) et des cellules de 

carcinomes de vessie (Brown et al., 1993 ; Sato et al., 1998). Le VEGFR-1 est un récepteur 

pour le VEGF, VEGF-B et le PlGF. Lorsqu’il est activé, il peut former des homodimères ou 

des hétérodimères avec le VEGFR-2. Selon le complexe formé, il peut induire des fonctions 

différentes (Huang et al., 2001). Le VEGFR-1 est impliqué dans la migration des cellules 

endothéliales mais aussi des monocytes et des macrophages (Sawano et al., 2001) et dans le 

recrutement des cellules souches hématopoïétiques (Hattori et al., 2002). 



- 58 - 

 
 

Une forme soluble de VEGFR-1, issue d’un épissage alternatif du gène et possèdant 

seulement les 6 premiers domaines IgG-like, a été identifiée (Kondo et al., 1998 ; Shibuya 

2001). Cette forme séquestrerait le VEGF et inhiberait son activité (Kendall et Thomas 1993; 

Kendall et al., 1996). 

 

Figure 10 : Récepteurs tyrosine kinase des isoformes et isotypes du VEGF. D’après 
Neufeld et al., 1999 ; Pavlakovic et al., 2010. 

 

4.2.2. Le VEGFR-2 

Le VEGFR-2 également appelé KDR (Kinase insert Domain containing Receptor-human 

homologue) ou flk-1 (fetal liver kinase-1) est une glycoprotéine de 230 kDa (Terman et al., 

1992) qui est localisée à la surface des cellules endothéliales mais aussi à la surface des 

cellules souches hématopoïtiques, des cellules neuronales, des ostéoblastes, des cellules 

pancréatiques, des mégakaryocytes et des cellules vasculaires du muscle lisse (Grosskreutz et 

al., 1999). La présence de ce récepteur a été également identifié dans des lignées cellulaires 

dérivées de cancer humain du sein (de Jong et al., 1998 ; Kranz et al., 1999), de 

neuroblastomes (Langer et al., 2000), de cancers gastriques (Takahashi et al., 1996 ; Zhang et 

al., 2002), de carcinomes urothéliaux (Xia et al., 2006) et dans des cellules de carcinomes 

épidermoïdes du col de l’utérus (Nagy et al., 2011). Le VEGFR-2 est un récepteur pour le 

VEGF et les formes clivées du VEGF-C et du VEGF-D ainsi que pour la forme virale, le 

VEGF-E. Ce récepteur est considéré comme le principal médiateur des effets du VEGF-A 

puisqu’il est impliqué dans la prolifération, la migration, la perméabilisation et la survie des 
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cellules endothéliales (Shibuya et Claesson-Welsh, 2006). Il interviendrait aussi dans les 

processus de chimiotactisme et de lymphangiogenèse (Nagy et al., 2002). Une forme soluble 

du VEGFR-2 de 160 kDa a été détectée dans le plasma humain (Ebos et al., 2004). Les rôles 

de sVEGFR-2 ne sont pas totalement élucidés ; cependant, cette forme capterait et diminuerait 

l’effet des molécules capables de bloquer l’activité du récepteur transmembranaire VEGFR-2. 

4.2.3. Le VEGFR-3 

Le VEGFR-3 ou flt4 (195 kDa), est synthétisé sous la forme d’un précurseur qui subit un 

clivage protéolytique au niveau du 5ème domaine Ig-like de sa partie extracellulaire. Les 

fragments générés restent assemblés par un pont disulfure qui relie 2 chaînes : une de 125 kDa 

et une de 75 kDa (Cebe-Suarez et al., 2006). Le VEGFR-3 est un récepteur de haute affinité 

pour le VEGF-C et le VEGF-D ; c’est le principal récepteur impliqué dans la 

lymphangiogenèse. Chez l’adulte, le VEGFR-3 est exprimé par les vaisseaux lymphatiques où 

il est impliqué dans la prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales 

lymphatiques (Kaipainen et al., 1995 ; Makinen et al., 2001). 

4.2.4. Les neuropilines 

Deux autres récepteurs sont inclus dans la famille des récepteurs du VEGF : ce sont les 

neuropilines (NRP). NRP-1 et NRP-2 sont des glycoprotéines transmembranaires qui 

possèdent une partie extracellulaire et une courte queue cytoplasmique comportant un 

domaine PDZ (post synaptic density protein) (Pellet-Many et al., 2008). Ces récepteurs ne 

possèdent pas d’activité tyrosine kinase mais agissent comme des corécepteurs du VEGF. 

NRP-1 peut lier le VEGF-A, -B et le PIGF-2 alors que NRP-2 peut lier les VEGF-A, -C et -D. 

NRP-1 peut se complexer avec le VEGFR-2, augmentant l’efficacité de liaison du VEGF-A 

sur son récepteur VEGFR-2. D’ailleurs, le VEGF165 a plus d’affinité pour la NRP-1 que le 

VEGF121, ce qui pourrait expliquer pourquoi le VEGF165 a une activité angiogénique plus 

élevée que celle du VEGF121 (Soker et al., 1998). Les neuropilines, plus particulièrement 

NRP-1, sont présentes à la surface des cellules endothéliales et neuronales. Elles sont aussi 

exprimées à la surface des cellules endothéliales et participent à la formation du réseau 

vasculaire qui irrigue la tumeur, comme cela a été décrit dans le cas des neuroblastomes 

(Fakhari et al., 2002) et du cancer du sein (Stephenson et al., 2002). Elles sont aussi 

exprimées à la surface des cellules tumorales de poumon (Kawakami et al., 2002). 
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Vraisemblablement, les NRP ont un rôle déterminant au cours du développement 

embryonnaire et sur le maintien des systèmes nerveux et cardiovasculaire durant la vie adulte. 

De plus, ces récepteurs sont impliqués dans la mise en place de l’angiogenèse tumorale et la 

formation de métastases. 

 

Figure 11 : Structure de NRP-1 et formation du complexe VEGFR-2/NRP-1. D’après 
Pellet-Many et al., 2008. 

 

4.2.5. Les héparanes sulfates 

Les héparanes sulfates sont des glycosaminoglycanes présents dans la MEC et lorsqu’ils 

sont liés à des protéines, sont situés à la surface de la plupart des cellules.  Les héparanes 
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physiologiques et pathologiques. Leur fonction biologique leur donne un rôle important dans 
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fait, diminue sa liaison sur le VEGFR-1. De plus, les héparines permettent la séquestration 

NRP-1

VEGFR-2

VEGF-A165

7
8

8
7

Domaine de 
liaison au VEGF

Domaine de 
dimérisation



- 61 - 

 
 

des isoformes du VEGF possédant des sites de fixation à l’héparine, ce qui permettra à la 

MEC d’être un réservoir de facteurs de croissance (Houck et al., 1992). 

4.3.   Rôles du VEGF 

La fixation du VEGF, au niveau de la partie extracellulaire du récepteur, va conduire à 

l’activation de différentes voies de signalisation intracellulaire, contrôlant les fonctions 

biologiques suivantes : migration, prolifération, différenciation, survie et perméabilité 

vasculaire (Cross et al., 2003 ; Holmes et al., 2007).  

Selon les données de la littérature, le VEGFR-2 est capable, à lui seul, d’induire tous les 

effets biologiques du VEGF-A (Ferrara et al., 2003). D’ailleurs, le VEGFR-2 est 

indispensable à la vasculogenèse lors du développement embryonnaire puisque les embryons 

chez lesquels le gène vegfr-2 a été invalidé meurent dès les premiers jours de la vie fœtale 

suite au développement d’un réseau vasculaire anormal (Carmeliet et al., 1996 ; Ferrara et al., 

1996 ; Shalaby et al., 1995). 

Néanmoins, le récepteur VEGFR-1 a aussi un rôle très important à jouer dans 

l’organisation du réseau vasculaire au cours de l’embryogenèse puisque l’invalidation du gène 

codant le VEGFR-1 entraine une mortalité précoce chez les embryons vegfr-1-/- (Fong et al., 

1995). Cependant, les souris où seule la partie du gène codant le domaine tyrosine kinase du 

récepteur a été invalidée, se développent normalement. Ces résultats suggèrent que le 

récepteur VEGFR-1, séquestre le VEGF-A, l’empêchant de se lier au VEGFR-2, limitant 

ainsi la fonction biologique du VEGFR-2 (Hiratsuka et al., 1998). D’autre part, le VEGFR-1 a 

une affinité 10 fois plus importante pour le VEGF que celle du VEGFR-2. Pourtant, son 

activité tyrosine kinase est 10 fois moins efficace que celle du récepteur VEGFR-2 

(Takahashi et Shibuya, 2005). Chez l’adulte, l’activation du VEGFR-1 par le VEGF induit la 

prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales et des péricytes (Kanno et al., 

2000). 

Le VEGFR-1 semble être un corécepteur favorisant l’action du VEGF-A ; il 

potentialiserait l’action du VEGF-A sur la perméabilité vasculaire. Il a aussi un rôle important 

à jouer dans l’endothélium pathologique, lors de l’angiogenèse tumorale (Carmeliet et al., 

2001 ; Ferrara et al., 2003). De plus, le VEGFR-1 est fortement exprimé à la surface des 

cellules progénitrices hématopoïtiques de la moelle osseuse, cellules qui sont recrutées sur les 
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sites métastatiques. Ainsi, l’expression du récepteur VEGFR-1 à la surface de ces cellules va 

favoriser la dissémination métastatique en créant un environnement propice à la stabilisation 

des cellules cancéreuses (Kaplan et al., 2005). 

Le VEGFR-3 est situé principalement à la surface des cellules endothéliales qui constituent 

le réseau vasculaire lymphatique, et joue un rôle fondamental dans le développement 

embryonnaire puisque l’invalidation de son gène conduit à la mort précoce des embryons, car 

il intervient dans le développement cardiovasculaire des embryons (Dumont et al., 1998). 

4.3.1. Perméabilité 

A l’origine, le VEGF a été le premier facteur de croissance identifié comme un régulateur 

clef de la perméabilité vasculaire (Senger et al., 1983). L’induction de la perméabilité 

vasculaire nécessite l’activation de la eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) afin de 

produire du NO (monoxyde d’azote), inducteur de la perméabilité vasculaire. L’activation de 

la NOS est due à l’activité de la PLCγ ou à sa phosphorylation par la voie PI3K/Akt/PKB 

(PhosphoInositide 3 Kinase/Akt/protéine kinase B) (Dimmeler et al., 1999 ; Fulton et al., 

1999). L’IP3 (inositol 1,4,5 triphosphate) formé va se lier à des récepteurs spécifiques à la 

surface du réticulum endoplasmique favorisant la libération de Ca2+ permettant la production 

de NO. Les membres de la famille Scr semblent être impliqués dans l’augmentation de la 

perméabilité vasculaire induite par le VEGF mais leur rôle n’est pas encore clairement établi 

(Eliceiri et al., 1999). Par ailleurs, une étude suggère que le processus de perméabilité 

vasculaire nécessite la coopération entre le VEGFR-2 et la NRP-1 (Becker et al., 2005). 

L’augmentation de la perméabilité vasculaire provoque l’extravasation de protéines 

plasmatiques, protéines qui vont intervenir dans la formation de substrats favorisant la 

prolifération endothéliale. 

4.3.2. Prolifération 

Les voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la prolifération des cellules 

endothéliales font intervenir des MAPK et des ERK1/2. La fixation du VEGF à ses récepteurs 

permet la phosphorylation de la tyrosine 1175 du récepteur qui conduira à la phosphorylation 

de la PLCγ et à sa fixation au VEGFR-2 via ses 2 domaines SH2 (Src homology-2). La PLCγ, 

ainsi activée, hydrolysera le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) en IP3 et DAG 

(diacylglycérol). L’IP3 entrainera une augmentation de calcium intracellulaire et le DAG 
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activera la PKC qui, à son tour, activera une cascade de signalisation impliquant les protéines 

raf, les kinases MEK1 et MEK2 et les protéines kinases ERK1/2, afin de contrôler 

l’expression de gènes impliqués dans la prolifération (Takahashi et al., 1999 ; Takahashi et 

al., 2001). D’autre part, l’activation du récepteur au VEGF conduit aussi à l’activation de Ras 

qui va initier une cascade de phosphorylations contrôlant la migration cellulaire (Meadows et 

al., 2001). La voie PI3K/Akt intervient également dans le contrôle de la prolifération des 

cellules endothéliales (Vinals et al., 1999). 

4.3.3. Survie 

Le VEGF joue un rôle important dans le contrôle de la survie des cellules endothéliales 

(Alon et al., 1995). In vitro, le VEGF protège les cellules endothéliales de l’apoptose induite 

par le TNFα (Spyridopoulos et al., 1997) ou les radiations ionisantes (Katoh et al., 1995). En 

effet, les cellules endothéliales des vaisseaux immatures requièrent des signaux de survie sans 

quoi une mort cellulaire par apoptose est induite (Frisch, 1997). L’activation du VEGFR-2 

conduit à l’activation de l’enzyme PI3K qui phosphoryle le PIP2 pour donner du PIP3. Le 

PIP3 déclenchera la phosphorylation de Akt/PKB, ce qui va bloquer l’activité des protéines 

pro-apoptotiques BAD (Bcl-2 associated death promotor) et caspase 9, et augmenter 

l’expression de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ou la 

survivine, capable d’inhiber l’activité des caspases 3 et 7 (Gerber et al., 1998). Le processus 

conditionnant la survie des cellules endothéliales serait contrôlé par un autre mécanisme 

faisant intervenir la protéine kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) (Levkau et al., 1998 ; 

Zachary et Gliki, 2001). En effet, le recrutement et la phosphorylation de FAK, qui est une 

protéine cytoplasmique retrouvée au sein du complexe d’adhérence, va favoriser l’ancrage des 

cellules endothéliales à la MEC donc leur survie. 

4.3.4. Migration 

L’activation du VEGFR-2 favorise la polymérisation de l’actine, la formation de 

lamellipodes et la contraction des fibres de myosine conduisant à la migration cellulaire selon 

deux voies de signalisation.  D’une part, la phosphorylation de la tyrosine 1175 du VEGFR-2 

permet le recrutement de la protéine adaptatrice shb qui conduit à l’activation des voies de 

signalisation impliquant les protéines FAK  et PI3K, toutes deux impliquées dans la migration 

cellulaire (Holmqvist et al., 2004). D’autre part, la phosphorylation de la tyrosine 1214 du 



- 64 - 

 
 

récepteur VEGFR-2 permet l’activation de la p38 MAPK impliquée dans la réorganisation de 

l’actine via la phosphorylation de la MK2 et de la HSP27 (Heat-Shock-Protein 27) (Rousseau 

et al., 1997). La migration cellulaire est un mécanisme essentiel rendu possible suite à des 

modifications des systèmes impliqués dans l’adhérence cellulaire. 

 

Figure 12 : Voies de signalisation intracellulaires activées par le VEGF et fonctions 
physiologiques du VEGF. D’après Holmes et al., 2007. 
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4.4.1. Régulation transcriptionnelle du VEGF  

Le promoteur du vegf s’étend sur environ 2,3 kb. Le site d’initiation principal de la 

transcription est situé à 1038 pb en amont du site d’initiation de la traduction ATG. Un 

promoteur alternatif serait situé à + 632 pb en aval du site majeur d’initiation de la 

transcription et a été décrit à l’origine dans la région 5’UTR du vegf (Akiri et al., 1998). 

L’activation de ce promoteur permettrait la synthèse d’un transcrit court, dont la région 

5’UTR est raccourcie comparativement au transcrit issu du promoteur classiquement décrit. 

De plus, pour faciliter la traduction,  cette région possède des structures IRES (Internal 

Ribosome Entry Site), éléments qui vont faciliter la fixation du ribosome. 

La séquence promotrice ne contient pas de boite TATA mais de nombreux éléments de 

réponse tels que HRE, ERE, PRE et des sites régulateurs fonctionnels tels que Sp1, AP1/2, 

STAT3 suggérant une régulation par de nombreux facteurs de transcription (Krejsgaard et al., 

2006 ; Pages et Pouyssegur, 2005).  

 

 

Figure 13 : Représentation schématique des sites de fixation de facteurs de transcription 
sur le promoteur du vegf. D’après Pages et Pouyssegur, 2005 ; Peeters et al., 2005. 

 

La régulation du VEGF dans des conditions d’hypoxie implique le facteur de transcription 

HIF (Hypoxia Inducing Factor). Celui-ci est composé de 2 sous-unités HIF-1α et HIF-1β. En 

condition normoxique, les taux de HIF-1α sont faibles. Par contre, en condition hypoxique, il 

y a accumulation de la protéine HIF-1α qui va se déplacer vers le noyau afin de s’associer 
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avec HIF-1β. L’hétérodimère HIF-1 formé va se fixer sur une séquence cible HRE (HIF-

responsive element) localisée dans le promoteur du gène vegf et ainsi augmenter sa 

transcription (Wang et al., 1995).  

L’angiogenèse étant un processus indispensable au bon fonctionnement des appareils 

reproducteurs mâle et femelle, l’effet des hormones stéroïdes a évidemment été étudié sur 

l’expression du VEGF. Les estrogènes augmentent la transcription du VEGF via un élément 

de réponse aux estrogènes (ERE) situé en position -1520 pb en amont du site d’initiation de la 

transcription. Cet ERE lie les récepteurs aux estrogènes ERα et ERβ (Hyder et al., 2000). 

Dans des cellules dérivées du cancer du sein, le récepteur ERα est séquestré par BRCA1, 

empêchant de ce fait l’activation de la transcription du VEGF. En présence d’estrogènes, ce 

complexe va se dissocier, et ERα peut alors se fixer sur sa séquence ERE et activer la 

transcription du gène vegf (Kawai et al., 2002). De plus, ERα peut interagir directement avec 

les sites Sp1 et Sp3 et augmenter la transcription du VEGF et ce, sans que le récepteur se fixe 

sur son élément de réponse ERE (Stoner et al., 2004). L’expression du VEGF est régulée par 

les estrogènes, mais aussi par les androgènes. En effet, à partir d’une lignée cellulaire dérivée 

de cancer du sein, il a été montré que les estrogènes et les androgènes contrôlent le taux 

d’ARNm du VEGF (Ruohola et al., 1999). De plus, lorsqu’une castration du rat mâle est 

pratiquée, une régression du réseau vasculaire de la prostate est observée, suggérant que la 

vascularisation est aussi sous le contrôle des androgènes (Haggstrom et al., 1999). 

Le promoteur du VEGF comprend également plusieurs PRE (Progesterone Responsive 

Element) permettant une régulation du VEGF par la progestérone via les récepteurs à la 

progestérone A et B (Wu et al., 2004). 

Les récepteurs nucléaires LXR (Liver X Receptor) interviennent aussi dans le contrôle de 

la transcription du VEGF. En effet, un élément de réponse au LXR, LXRRE, a été identifié 

dans le promoteur humain du VEGF (Walczak et al., 2004). 

Selon les données de la littérature, de nombreux facteurs de croissance tels que l’EGF, le 

FGF, le HGF et le TGF-β régulent l’expression du VEGF. D’ailleurs, la plupart de ces 

facteurs ont un taux d’expression très élevé dans de nombreux cancers. Par exemple, le FGF-4 

peut contrôler l’angiogenèse soit en agissant directement sur les cellules endothéliales via ses 

récepteurs, augmentant la prolifération des cellules endothéliales, soit indirectement en 

régulant la transcription du VEGF (Deroanne et al., 1997). Ces facteurs de croissance vont 

activer deux voies de signalisation intracellulaires, la voie Ras/Raf/MEK/Erk et la voie PI3K/ 
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Akt, impliquées dans l’activation de facteurs de transcription requis pour l’augmentation de la 

transcription du VEGF via des éléments régulateurs sp1 ou sp3, AP-2 et Egr-1. Par exemple, 

le TGF-β augmente la transcription du VEGF en favorisant la liaison du complexe Sp1 sur 

son site localisé dans le promoteur du VEGF dans des lignées issues de carcinome hépatique 

(Benckert et al., 2003 ; Sugano et al., 2003). 

Les cytokines interviennent aussi dans la régulation de la transcription du VEGF. En effet, 

l’interleukine-1β (IL-1β) et l’IL-6 sont des molécules angiogéniques car elles contrôlent le 

taux de VEGF dans des cellules de cancers gastriques ou des cellules de gliomes (Cohen et 

al., 1996 ; Huang et al., 2004 ; Kawaguchi et al., 2004). Nous pouvons aussi citer le TNF-α 

qui, dans des cellules dérivées de gliomes, contrôle la transcription du VEGF via les sites Sp1 

(Ryuto et al., 1996). 

Etant donné le rôle important que jouent les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeur 

dans les processus menant à la cancérisation, ces derniers ont aussi un rôle crucial à jouer 

dans le processus angiogénique. En effet, l’activation d’oncogènes tels que ras est associée à 

une augmentation de l’expression du VEGF alors que le rôle des protéines suppresseurs de 

tumeurs est associé à une inhibition de l’expression du VEGF. Dans des cellules tumorales 

issues de sarcomes, lorsque la forme sauvage de la protéine suppressive de tumeur p53 n’est 

pas exprimée, des taux élevés de VEGF sont observés. Par contre, lorsque l’expression de p53 

est restaurée, le taux de VEGF est fortement diminué. Cette régulation de la transcription se 

fait par l’intermédiaire des sites Sp1 et AP-2 (Zhang et al., 2000). Dans des lignées cellulaires 

dérivées de cancers du col de l’utérus, l’oncoprotéine virale E6 augmente la transcription du 

VEGF par l’intermédiaire de sites proches des sites de régulation utilisés par p53 pour 

contrôler le VEGF. Cependant, l’effet de E6 sur la transcription du VEGF ne fait pas 

intervenir la protéine p53 (Lopez-Ocejo et al., 2000). 

4.4.2. Régulation de la stabilisation des messagers du VEGF  

La régulation de la stabilité des ARNm permet une régulation rapide des ARNm et 

détermine la période pendant laquelle ces ARNm seront disponibles pour la traduction, 

permettant d’ajuster rapidement leur niveau d’expression en protéines. 

Le contrôle de la stabilisation des messagers du vegf est un processus faisant intervenir 

d’une part, une séquence ARE, riche en adénines et uridines et située dans la région non 
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traduite 3’UTR et d’autre part, des protéines de stabilisation ou de déstabilisation. Cette 

région consensus riche en A-U a été initialement identifiée dans les régions 3’UTR des 

ARNm du TNF chez l’Homme (Caput et al., 1986). Depuis, des séquences ARE ont été 

identifiés et localisées dans les régions 3’UTR d’un grand nombre d’ARNm à demi-vie courte 

tels que des ARNm codant des cytokines, des proto-oncogènes, des médiateurs de 

l’inflammation ou des facteurs de croissance (Eberhardt et al., 2007). Ces séquences riches en 

A-U sont longues de 50 à 150 nucléotides (Chen et Shyu, 1995).  

La région 3’UTR de l’ARNm codant le VEGF contient 2 séquences consensus de type 

UUAUUUA(A/U)(A/U) ainsi que 5 motifs pentamériques AUUUA (Levy et al., 1996). Les 

séquences ARE sont des sites de liaison pour des protéines appelées ARE-Binding protein 

(ARE-BP). Ces protéines influencent la stabilisation ou la déstabilisation des messagers. 

Plusieurs protéines participant à la régulation de la stabilité des ARNm du VEGF ont été 

identifiées parmi lesquelles une famille de protéines stabilisatrices, ELAV (Embryonic Lethal 

Abnormal Vision) (Levy et al., 1998) et une famille de protéines déstabilisatrices, TIS11 

(Tetra-decanoyl phorbol acetate-induced sequence) dont la TTP (Tristetraproline) (Essafi-

Benkhadir et al., 2007) et la TIS11b (Ciais et al., 2004). En effet, la stabilisation ou la 

dégradation des messagers du VEGF dépendent de la présence, de la quantité et de l’activité 

des différentes ARE-BP impliquées car il existe une compétition de liaison entre les protéines 

stabilisatrices et les protéines de dégradation des ARNm. De plus, la liaison des ARE-BP à 

ses sites est dépendante de la structure secondaire de la région 3’UTR des ARNm. En effet, 

sur l’ARNm du VEGF, 2 séquences ARE nécessaires au recrutement des ARE-BP ont été 

identifiées. Ces séquences sont adjacentes et sont localisées dans une région formant une 

structure très stable en épingle à cheveux (Claffey et al., 1998). 

- Exemple de protéine de stabilisation des ARNm : HuR 

La protéine HuR appartient à la superfamille des protéines ELAV comprenant également 

HuB, HuC et HuD (Antic et Keene, 1997). C’est une protéine de 36 kDa exprimée de façon 

ubiquitaire. Elle possède 3 domaines de liaison à l’ARN : 2 motifs N-terminaux interviennent 

dans la liaison de la protéine à des séquences ARE et un motif C-terminal est impliqué dans la 

liaison à la queue poly(A). Les protéines HuR sont localisées dans le noyau des cellules ; 

cependant, c’est dans le cytoplasme que ces protéines stabilisent les ARNm auxquels elles 

sont liées. La translocation de la protéine HuR, du noyau vers le cytoplasme, serait le résultat 



- 69 - 

 
 

de l’activation de certaines protéines kinases telles que les MAPK, l’AMP-activated kinase ou 

la PKC (Doller et al., 2007 ; Lafarga et al., 2009). 

En effet, un certain nombre d’études ont montré que la voie de signalisation p38 MAPK 

était impliquée dans l’activité stabilisatrice de HuR (Farooq et al., 2009 ; Pages et al., 2000), 

et ferait intervenir la MK-2, cible de p38 MAPK (Dean et al., 2004 ; Subbaramaiah et al., 

2003 ; Tran et al., 2003). Cette voie de signalisation faisant intervenir des protéines kinases, 

participerait à la phosphorylation de HuR nécessaire à sa translocation, du noyau vers le 

cytoplasme (Lafarga et al., 2009). L’activité stabilisatrice de HuR est contrôlée par la 

quantité, la localisation et la liaison de la protéine aux ARNm cibles et est influencée par des 

modifications post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitinylation, méthylation et clivage 

de HuR) (Abdelmohsen et al., 2009 ; Li et al., 2002 ; Mazroui et al., 2008). 

La protéine HuR a un rôle important à jouer dans les processus cellulaires que sont la 

différenciation cellulaire, la réponse aux dommages cellulaires et la réponse inflammatoire. 

De plus, la protéine HuR serait impliquée dans la progression des cancers puisqu’elle régule 

l’expression de gènes impliqués dans les processus de carcinogenèse. En effet, HuR contrôle 

l’expression de protéines qui ont un effet dans la prolifération (cycline D1, E1, A2 et B1, p27, 

EGF et eIF4E), qui contrôlent la mort cellulaire (ProTα (prothymosin α), Bcl-2, Mcl-1 

(myeloid cell leukemia-1), SIRT1 (sirtuin), p21, Mdm-2 et c-Myc), ou qui favorisent le 

processus d’angiogenèse (HIF-1α, le VEGF, COX-2 et TSP1). Vraisemblablement, certaines 

études décrivent cette protéine comme un élément clef de l’invasion et de la formation de 

métastases (Abdelmohsen et Gorospe, 2010). D’ailleurs, il est bien admis aujourd’hui, qu’en 

condition hypoxique, la protéine HuR stabilise les ARNm du VEGF (Levy et al., 1998 ; Pages 

et al., 2000) en se liant à une séquence ARE située dans la région 3’UTR de 40 bp (1285-

1335) de l’ARNm du VEGF (Goldberg-Cohen et al., 2002).  

D’après les données de la littérature, le taux de HuR est plus élevé dans les tissus 

cancéreux comparativement aux tissus normaux correspondants. Dans les tissus tumoraux, 

HuR a une localisation cytoplasmique alors que dans les tissus normaux, HuR est localisée 

préférentiellement dans le noyau (Lopez de Silanes et al., 2003). HuR serait un facteur 

pronostique de l’évolution des cancers car comparativement au tissu sain, un taux élevé de la 

protéine HuR est retrouvé dans des cancers du sein (Heinonen et al., 2005), du colon (Denkert 

et al., 2006), des ovaires (Erkinheimo et al., 2003), de la prostate (Niesporek et al., 2008), du 

pancréas (Costantino et al., 2009), des cancer buccaux (Cho et al., 2007) et dans des tumeurs 
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du cerveau (Nabors et al., 2001). D’ailleurs, la surexpression de la protéine HuR est souvent 

associée à une surexpression du VEGF dans les glioblastomes (Ido et al., 2008), le cancer du 

rein (Basu et al., 2010), le cancer du sein (Gubin et al., 2010), et dans les cancers 

endométriaux (Kurosu et al., 2011).  

La capacité de HuR à stabiliser les ARNm dépend de sa capacité à empêcher sa 

dégradation. En effet, la protéine HuR peut bloquer la dégradation de certains ARNm car la 

fixation de HuR sur ses sites empêche les exonucléases de dégrader les ARNm (Ford et al., 

1999).  

Comme nous venons de le décrire, HuR joue rôle crucial dans la stabilisation des ARNm. 

Cependant, il semblerait que HuR puisse intervenir à d’autres niveaux. En effet, HuR 

cytoplasmique pourrait également intervenir au niveau de la traduction des ARNm. Certaines 

études suggèrent que HuR influence la traduction de certains ARNm en favorisant leur 

exportation du noyau vers le cytoplasme où ils seront traduits (Fan et Steitz, 1998). De plus, 

en réponse à un stress cellulaire, la liaison de HuR sur la région 3’UTR de certains ARNm va 

permettre la relocalisation de ces ARNm des P-bodies (granules cytoplasmiques permettant le 

stockage des ARNm) vers les polysomes où ils pourront être traduits (Bhattacharyya et al., 

2006). Par contre, HuR pourrait inhiber la traduction de certains ARNm en bloquant 

l’initiation de la traduction indépendante de la coiffe, au niveau des IRES (Kullmann et al., 

2002). 

Les rôles que pourrait jouer HuR nucléaire sont très peu décrits dans la littérature. 

Cependant, HuR interviendrait dans l’épissage de l’ARNm ; en effet, une étude a montré que 

la protéine nucléaire HuR peut réguler l’épissage alternatif de Fas (Izquierdo, 2008). 

- Exemple de protéine de déstabilisation des ARNm : TIS11b 

TIS11b (tetradecanoylphorbol acetate-inducible sequence 11b) ou ZFP36-L1, appartient à 

une famille de protéines à doigt de gant liant le de zinc (où l’atome de zinc lie 3 cystéines et 

une histidine) qui comprend aussi la TTP ou tristétraproline (Chinn et al., 2002). 

Majoritairement localisées dans le cytoplasme, ces protéines ont une activité de 

déstabilisation des ARNm cibles en favorisant leur dégradation. Dans des cellules 

corticosurrénales bovines en culture primaire, TIS11b participe à la déstabilisation des ARNm 

du VEGF (Ciais et al., 2004). De plus, dans des cellules COS7, la cotransfection par des 

plasmides d’expression TIS11b (pCMV-TIS11b) ou HuR (pCMV-HuR) avec un plasmide 
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contenant la région 3’UTR du VEGF placée en amont du gène luciférase, ont montré que les 

protéines HuR et TIS11b ont des effets opposés sur la stabilité de l’ARNm du VEGF. En 

effet, ces protéines se lient à des séquences ARE localisées dans la région 3’UTR des ARNm 

du VEGF (Cherradi et al., 2006), ces séquences sont localisées en des sites différents mais 

très proches (HuR :1285-1325 (Goldberg-Cohen et al., 2002) et TIS11b : 1161-1235 (Ciais et 

al., 2004)). TIS11b et HuR peuvent se lier aux ARNm du VEGF de façon simultanée ; 

cependant, lorsque le taux de la protéine TIS11b est supérieur à celui de HuR, la liaison de 

HuR à sa séquence cible est diminuée, ce qui conduit à la déstabilisation des ARNm du 

VEGF (Cherradi et al., 2006). 

Les protéines TTP sont des phosphoprotéines et l’activité de ces protéines semble 

contrôlée par phosphorylation. Les conséquences de la phosphorylation de TIS11b sont peu 

décrites dans la littérature. En revanche, la phosphorylation de TTP conduirait à une 

diminution de son activité qui aurait pour conséquence la stabilisation d’ARNm cibles comme 

COX-2 (Clement et al., 2011 ; Marchese et al., 2010). 

Vraisemblablement, la protéine TTP aurait un rôle de suppresseur de tumeur (Stoecklin et 

al., 2003). En effet, il a été montré que la surexpression de la protéine TTP conduirait à 

dégrader l’ARNm du VEGF, à inhiber la vascularisation des tumeurs et la prolifération de 

cellules tumorales (Essafi-Benkhadir et al., 2007). D’ailleurs, il a été mis en évidence que le 

taux des ARNm TTP est bien inférieur dans les tissus tumoraux comparativement aux tissus 

sains. C’est le cas dans les cancers suivants : thyroïde, poumon, ovaires, utérus et sein. Dans 

des lignées cellulaires dérivées de cancer du poumon (A549) ou dérivées de cancer du col de 

l’utérus (HeLa), la TTP est très faiblement exprimée. En revanche, lorsque l’expression de la 

TTP est ré-induite dans les cellules HeLa, des modifications de la morphologie des cellules 

sont observées, les cellules vont moins proliférer, seront plus sensibles à l’apoptose et surtout, 

l’expression du VEGF va diminuer (Brennan et al., 2009). Dans des cellules dérivées de 

carcinome du rein, l’inhibition de l’expression de TIS11b est associée à une augmentation du 

taux des ARNm du VEGF (Sinha et al., 2009). D’ailleurs, dans un modèle de tumeur pré-

établi chez les souris, la surexpression de la TTP conduit à inhiber la croissance tumorale, à 

ré-induire la densité micro-vasculaire et à diminuer l’expression du VEGF (Planel et al., 

2010). 
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4.4.3. Régulation de la traduction du VEGF 

L’initiation de la traduction du VEGF peut se faire par un mécanisme alternatif 

indépendant de la coiffe, faisant intervenir des séquences particulières localisées dans la 

région 5’UTR des ARNm, les IRES. Une séquence IRES possède une structure secondaire en 

tige-boucle. Lors de l’initiation de la traduction via les IRES, la sous-unité ribosomique 40s 

n’intervient pas au niveau de la coiffe et n’effectue pas de balayage permettant de reconnaître 

le codon initiateur, mais se positionne directement sur le codon de l’extrémité 3’ des IRES. La 

traduction est donc initiée de manière indépendante du facteur eIF4E (eucaryotic Initiation 

Factor 4E). 

Les ARNm du VEGF possèdent une région 5’UTR de 1038 nucléotides qui comprend 2 

séquences IRES. Ces 2 séquences sont localisées en amont de 2 codons alternatifs d’initiation 

de la traduction. L’IRES-A (+ 745/+ 1038) est localisée juste en amont du codon initiateur 

AUG (Akiri  et al., 1998). L’initiation de la traduction au niveau de ce codon permet la 

synthèse du VEGF-A. L’IRES-B (+ 91/ + 483) est localisée en amont de l’IRES-A et permet 

l’initiation de la traduction au niveau d’un codon initiateur alternatif CUG. Ce codon 

alternatif est en phase avec le codon initiateur AUG et permet la synthèse d’un précurseur du 

VEGF, le L-VEGF, contenant une extension N-terminale de 26 acides aminés. Cette isoforme 

du VEGF sera ensuite clivée en VEGF et N-VEGF (partie amino-terminale de 206 aa) (Huez 

et al., 1998 ; Huez et al., 2001). Les fonctions biologiques des L-VEGF et N-VEGF restent à 

être élucidées. Par contre, l’épissage alternatif du VEGF semble être conditionné par 

l’utilisation de l’un ou l’autre des codons initiateurs. En effet, le VEGF121 est le résultat de 

l’initiation de la traduction à partir du codon CUG alors que pour générer les VEGF165 et 

189, l’initiation de la traduction peut se faire à partir de l’un ou l’autre des codons (Bornes et 

al., 2004).  

III.  Adhérence cellulaire 

1. Généralités 

La dernière étape de la progression tumorale est l’acquisition du potentiel métastatique par 

les tumeurs. Les métastases sont la principale cause d’échec des traitements et de décès des 

patients atteints de cancer. La dissémination métastatique est précédée de processus 
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fondamentaux par lesquels les cellules tumorales vont acquérir la capacité de métastaser en se 

dédifférenciant, à partir de cellules épithéliales en cellules à phénotype mésenchymateux : 

c’est la transition épithélio-mésenchymateuse ou TEM. Ainsi, les évènements qui conduisent 

à la TEM comprennent, entre autres, des modifications de l’adhérence cellule-cellule. 

Au sein de l’épithélium, la cohésion des cellules épithéliales entre elles est assurée grâce à 

la présence de jonctions intercellulaires. Il existe 3 types de jonctions intercellulaires : les 

jonctions serrées (zonula occludens), les jonctions adhérentes (zonula adherens) et les 

desmosomes. Ces jonctions présentent une organisation similaire, c'est-à-dire qu’elles sont 

constituées de molécules transmembranaires reliées au cytosquelette de la cellule. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes particulièrement intéressés à la régulation de 

l’expression de deux cadhérines, principales protéines impliquées dans les jonctions 

adhérentes. 

2. Les cadhérines  

2.1.   Généralités 

Les cellules épithéliales sont normalement polarisées, fermement liées les unes aux autres 

via les jonctions adhérentes, constituées principalement de la protéine transmembranaire 

cadhérine E liée au cytosquelette d’actine par l’intermédiaire des caténines. Les cellules 

épithéliales sont aussi liées à la membrane basale via d’autres molécules d’adhérence comme 

les intégrines. 

Les modifications d’adhérence, associées à l’acquisition des propriétés migratoires et/ou 

invasives des cellules épithéliales, sont généralement associées à la perte d’expression de la 

cadhérine E.  La cadhérine E est une glycoprotéine transmembranaire d’environ 120 kDa 

appartenant à la superfamille des cadhérines ; chaque membre nécessite la liaison du calcium 

et possède une distribution tissulaire particulière (Nollet et al., 2000). La cadhérine E peut 

être active et exprimée dans tous les tissus épithéliaux. La cadhérine P est restreinte aux 

cellules de la couche basale des épithélia pluristratifiés et la cadhérine N est exprimée 

principalement dans le tissu nerveux mais également par les cellules mésenchymateuses, les 

fibroblastes, les cellules musculaires et les cellules endothéliales.  
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2.2.   Structure 

Au niveau structural, les cadhérines sont composées d’un domaine extracellulaire, d’un 

domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique dont l’extrémité C-terminale est 

très conservée. 

- Une partie extracellulaire N-terminale 

Cette partie est constituée de 5 sous-unités répétées, les domaines CAD (cadherin amino-

terminal domain) d’environ 110 acides aminés, avec des motifs contenant des sites de fixation 

pour le calcium nécessaires à l’activité d’adhérence (Cavallaro et Christofori, 2004). La sous-

unité CAD N-terminale contient un motif HAV (Histidine-Alanine-Valine). La structure et la 

fonction des cadhérines dépendent de la concentration en calcium. En absence de calcium, la 

structure est désorganisée et la fonction d’adhérence est impossible. L’association du calcium 

structure le domaine extracellulaire des cadhérines les rendant résistantes à la protéolyse ; les 

interactions homotypiques entre 2 molécules de cadhérines deviennent alors possibles (Pertz 

et al., 1999). La formation des dimères entre cadhérines repose sur l’interaction entre les 

domaines CAD-HAV. Cependant, des interactions avec le  deuxième domaine CAD sont 

également possibles (Huber et al., 1999 ; Ozawa et Kemler 1998). L’adhérence intercellulaire 

est possible grâce aux interactions qui existent entre les cadhérines présentes sur les cellules 

permettant ainsi la liaison entre deux cellules épithéliales d’un même tissu. 

- Un domaine transmembranaire 

Ces cadhérines n’ont qu’un seul domaine transmembranaire qui est hydrophobe. 

- Une partie C-terminale cytoplasmique 

La fonction des cadhérines dépend de l’interaction de leur domaine cytoplasmique avec 

des partenaires cytosoliques, les caténines, qui établissent un contact avec les filaments 

d’actine. Les jonctions adhérentes sont formées par un complexe protéique selon le schéma 

suivant : 

- une interaction entre la partie cytoplasmique de la cadhérine et la caténine β ou γ 

- une interaction entre la caténine β ou γ et la caténine α 

- une interaction entre la caténine α et les filaments d’actine. 
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- la caténine p120 se lie à la région juxtamembranaire de la cadhérine. 

 

Figure 14 : Structure des cadhérines. D’après Cavallaro et Christofori, 2004. 

2.3.   Complexe d’adhérence cadhérine E / caténines 

La fonctionnalité des cadhérines est assurée grâce aux interactions homotypiques entre les 

deux domaines extracellulaires en présence de calcium mais aussi grâce à l’ancrage du 

domaine cytoplasmique à l’actine via les caténines (Ozawa et al., 1989). Les caténines sont 

des protéines de la famille Armadillon, et sont caractérisées par des répétitions de motifs 

armadillo qui favorisent les interactions protéines-protéines et la formation de larges 

complexes protéiques (McCrea et al., 1991).  

Le domaine cytoplasmique C-terminal de la cadhérine E se lie à la caténine β ou la 

caténine γ (ou plakoglobine) qui entre en compétition pour le même site de liaison. La liaison 

de la caténine β avec la partie carboxy-terminale de la cadhérine E est permise grâce aux 

répétitions de motifs armadillo. La caténine γ peut se lier à la cadhérine E, à la place de la 

caténine β sans diminuer l’adhérence cellulaire ; cependant, le rôle de la caténine γ dans 

l’adhérence n’est pas complètement élucidé (Butz et Kemler, 1994).  
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La caténine α se lie à la partie amino-terminale de la caténine β, et s’associe aux filaments 

d’actine du cytosquelette de manière directe ou via des intermédiaires tels que la vinculine 

(protéine homologue de la caténine α), l’α-actinine et ZO-1 (Imamura et al., 1999). 

L’adhérence cellulaire est influencée par la présence de la caténine p120. En effet, la 

caténine p120 se lie à la partie juxtamembranaire de la cadhérine E par l’intermédiaire de la 

répétition de ses motifs armadillo, ce qui a pour conséquence de stabiliser la cadhérine E à la 

membrane. La caténine p120 contrôle aussi la quantité de cadhérine E disponible (Davis et 

al., 2003). Une protéine entre en compétition avec la caténine p120 pour sa liaison avec la 

cadhérine E, il s’agit de la présenilline-1 (PS1). Cette interaction favorise la liaison cadhérine 

E/caténine permettant de stabiliser le complexe d’adhérence (Baki et al., 2001). 

2.4.   Fonctions de la cadhérine E 

La cadhérine E est essentielle à la qualité de la jonction adhérente établie entre les cellules. 

Cependant, elle est aussi impliquée dans la transduction du signal puisqu’elle est en relation 

avec de nombreuses voies de signalisation intracellulaires faisant intervenir des molécules 

cytoplasmiques ou membranaires.  

2.4.1. Régulation de la signalisation des récepteurs à activité tyrosine kinase 

Un certain nombre d’études suggèrent que les cadhérines, lorsqu’elles sont impliquées 

dans les jonctions adhérentes interviennent dans l’activité de récepteurs à activité tyrosine 

kinase (Wheelock et Johnson, 2003). La cadhérine E peut induire l’activation des récepteurs à 

EGF, et ce de façon indépendante de la présence du ligand, et déclencher une cascade de 

signalisation impliquant les voies MAPK (Pece et Gutkind, 2000). Selon une autre étude, dans 

des cellules où un taux important de cadhérine E est impliqué dans les jonctions cellulaires, 

l’affinité des récepteurs EGFR pour leur ligand est diminuée. En revanche, lorsque les 

jonctions cellulaires sont désorganisées, le taux de cadhérine E est diminué et les récepteurs 

EGFR sont activés et stimulent la voie des MAPK, favorisant la mobilité cellulaire (Qian et 

al., 2004). 
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2.4.2. Régulation de la voie de la caténine β 

La caténine β est une molécule qui a un rôle structural et transcriptionnel. En effet, elle a 

un rôle de lien dans les jonctions adhérentes, et, sous sa forme libre, elle agit comme un 

facteur de transcription de gènes impliqués dans le processus de TEM et dans les processus de 

progression métastatique. Ainsi, la caténine β est une protéine dont le rôle varie en fonction 

de sa localisation cellulaire. La caténine β et la caténine p120 sont toutes les deux impliquées 

dans la voie Wnt. En séquestrant ces deux caténines à la membrane cellulaire, la cadhérine E 

est donc un régulateur négatif de la voie Wnt. La voie Wnt ou voie de la caténine β est une 

voie de signalisation importante dans le développement des vertébrés et des invertébrés. Elle 

est impliquée dans l’embryogenèse et la morphogenèse et joue un rôle majeur dans la 

programmation cellulaire des cellules souches vers la différenciation ou la prolifération. 

La caténine β est un élément central de cette voie. Lorsqu’elle n’est pas impliquée dans 

l’adhérence intercellulaire via son interaction avec les cadhérines, et en l’absence de ligand 

Wnt, activateurs de la voie Wnt, la caténine β cytoplasmique est régulée par un complexe de 

destruction multiprotéique formé par l’axine et la protéine APC (Adenomatous Polyposis 

Coli). L’axine lie directement la caténine β et permet le recrutement des sérine/thréonine 

kinases GSK3β (Glycogène synthase kinase 3β) et CK1 (caséine kinase 1) favorisant la 

phosphorylation des résidus sérine du domaine N-terminal de la caténine β (Amit et al., 2002 

; Yost et al., 1996). Cette phosphorylation conduit à la poly-ubiquitinylation et à la 

destruction de la caténine β par le protéasome, contrôlant ainsi la quantité de caténine β 

cytoplasmique.  

En présence des ligands Wnt, le système de dégradation de la caténine β est inhibé. En 

effet, les ligands Wnt sont des glycoprotéines sécrétées capables de lier les récepteurs 

transmembranaires Frizzled (Fz) et LRP-5/6 (Lipoprotein Receptor-related Protein 5/6) (He et 

al., 2004). L’activation de ces récepteurs permet le recrutement et la phosphorylation de la 

protéine cytoplasmique Dishevelled (DSH) qui peut alors s’associer à la protéine Fz, et le 

complexe ainsi formé peut recruter l’axine à la membrane plasmique, ce qui conduit à la 

déstabilisation du complexe de destruction de la caténine β. Celle-ci n’étant donc plus 

dégradée, elle s’accumule dans le cytoplasme et pourra ensuite gagner le noyau et activer la 

transcription de gènes cibles, stimulée par le complexe TCF/Lef-1 (T Cell Factor/Lymphoid 

Enhancing Factor 1) (Brembeck et al., 2006). En absence de Wnt, le TCF agit comme une 

répresseur en se fixant sur les promoteurs des gènes cibles de cette voie. En formant un 
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complexe avec Groucho, des CtBP (C-terminal Binding Protein) et des HDAC, le TCF inhibe 

la transcription. Une fois dans le noyau, la caténine β interagit avec le TCF, dissocie le 

complexe de Groucho et permet le recrutement de co-activateurs possédant une activité 

histone acétylase.  

 

Figure 15 : Rôle de la caténine β dans la voie de signalisation Wnt. D’après Cavallaro et 
Christofori, 2004. 

Lors de la déstabilisation du complexe d’adhérence cadhérine E/caténine, à la suite de la 

transmission du signal initié par Wnt, la caténine p120 libérée rejoint le noyau.  Lorsque les 

cellules n’expriment plus la cadhérine E, des taux nucléaires importants de caténine p120 ont 

été observés.  Dans le noyau, la caténine p120 peut interagir avec la protéine Kaiso qui est un 

facteur de transcription ZF (zinc finger). Kaiso agit comme un répresseur en se fixant sur les 

promoteurs des gènes contenant des séquences méthylées CpG, ou des séquences spécifiques 

KBS (Kaiso Binding site). Vraisemblablement, Kaiso recrute des corépresseurs (NCoR ou 

Groucho) et peut aussi lier le facteur de transcription TCF/Lef-1, inhibant de ce fait son 

contrôle sur la transcription de nombreux gènes (Daniel et Reynolds, 1999 ; van Roy et 

McCrea, 2005). La caténine p120 nucléaire va capturer Kaiso, lever la répression et conduire 
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à l’augmentation de la transcription de nombreux gènes impliqués dans la TEM (van Roy et 

McCrea, 2005 ; Zhang et al., 2011). 

 

Figure 16 : Rôle de la caténine p120 cytosolique et nucléaire en absence de cadhérine E. 
D’après Anastasiadis et Reynolds, 2001 ; van Roy et McCrea, 2005. 

 

La perte d’expression de la cadhérine E favorise donc l’accumulation de la caténine β et de 

la caténine p120 dans le cytoplasme puis dans le noyau, ce qui va conduire à la transcription 

de gènes cibles du complexe TCF/Lef-1, qui sont impliqués dans les processus de TEM et 

d’invasion, et qui sont entre autres, des gènes codant des métalloprotéases matricielles 

(MMP), des composants de la MEC (fibronectine, laminine…), des protéines telles que la 

vimentine, la claudine, et d’autres gènes impliqués dans la prolifération et la migration (c-

myc, slug, cycline…). 

La cadhérine E est également en relation avec de nombreuses voies de signalisation 

impliquant des protéines cytosoliques (APC, Rho, GTPase…) et des protéines 
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transmembranaires telles que des récepteurs de facteurs de croissance à activité tyrosine 

kinase. 

2.4.3. Régulation de la signalisation des Rho GTPases 

La caténine p120 a également un rôle cytoplasmique puisqu’elle intervient dans 

l’organisation du cytosquelette d’actine via la régulation des protéines Rho GTPases. C’est 

pourquoi, lors de la perte d’expression de la cadhérine E, la caténine p120 s’accumule dans le 

cytoplasme où elle va séquestrer RhoA sous la forme non active (Anastasiadis et al., 2000). 

De plus, la caténine p120 peut interagir avec Vav2 (Rho GEF), permettant l’activation de 

Rac1 (Noren et al., 2000). L’inhibition de RhoA et/ou l’activation de Rac1 conduit à une 

réorganisation des filaments d’actine qui va faciliter la migration cellulaire conditionnant 

l’invasion tumorale (Anastasiadis et Reynolds 2001 ; Simpson et al., 2004).  

Ainsi, la cadhérine E, en séquestrant la caténine p120 tend à inhiber les capacités 

migratoires des cellules (Asnaghi et al., 2010). Cependant, selon la cadhérine mise en jeu, la 

capacité de migration des cellules est limitée. En effet, le complexe cadhérine E/caténine p120 

est beaucoup plus rigide, plus stable que ne l’est le complexe cadhérine N/caténine p120. De 

plus, dans les cellules mésenchymateuses qui expriment non pas la cadhérine E mais la 

cadhérine N, l’accumulation cytoplasmique de la caténine p120 est associée à une 

augmentation de la motilité cellulaire (Anastasiadis et Reynolds 2001 ; Soto et al., 2008). 

2.5. Fonctions de la cadhérine N 

La cadhérine N est exprimée principalement par le tissu nerveux mais aussi par les 

fibroblastes, les cellules musculaires et les cellules endothéliales. 

Elle est impliquée au cours de l’embryogenèse, dans la formation du mésoderme (Radice et 

al., 1997), dans le développement du système nerveux (Tanaka et al., 2000), dans 

l’ostéogenèse (Marie, 2002), dans la différenciation des muscles squelettiques (George-

Weinstein et al., 1997) et dans le développement cardiaque (Linask et al., 1997). Chez 

l’adulte, la fonction physiologique de la cadhérine N dans l’adhérence cellulaire est 

importante pour le maintien de l’architecture de certains tissus (Shapiro et al., 1995). Elle 

joue aussi un rôle dans la mise en place de synapses neuronales fonctionnelles et dans la 

formation de la paroi vasculaire, essentielle pour la stabilisation des vaisseaux. 



- 81 - 

 
 

Dans un contexte physiologique, la cadhérine N est nécessaire pour la survie des myocytes 

cardiaques (Radice et al., 1997) et par conséquent, pour le développement du cœur ; c’est un 

facteur critique pour la survie des entérocytes (Hermiston et Gordon, 1995), des ostéoblastes 

(Marie, 2002) et des cellules ovariennes (Peluso, 1997). La cadhérine N favorise aussi la 

survie de cellules cancéreuses, en particulier des cellules de mélanomes et de carcinomes de la 

prostate via l’activation de la voie PKB/Akt. L’activation d’Akt phosphoryle et inactive la 

protéine pro-apoptotique Bad et augmente ainsi l’expression de la protéine anti-apoptotique 

Bcl-2 (Li et al., 2001 ; Tran et al., 2002). La cadhérine N augmente la migration et l’invasion 

des cellules normales mais aussi cancéreuses en modulant l’activité des Rho GTPases. 

Cependant, les résultats obtenus dans la littérature concernant l’activation ou l’inhibition de 

RhoA et Rac1, suggèrent une signalisation via les Rho GTPases dépendante du type et de 

l’environnement cellulaires (Charrasse et al., 2002 ; Lambert et al., 2002). La cadhérine N 

augmente aussi l’invasion cellulaire en interagissant avec le FGFR dans un contexte 

physiologique ou dans des cellules cancéreuses (cas du cancer du sein par exemple) (Hazan et 

al., 2000).  

Le clivage protéolytique de la cadhérine N par la métalloprotéase ADAM-10 conduit à 2 

fragments biologiquement actifs : un fragment correspondant à la portion extracellulaire ou 

NTF (N-Terminal Fragment) de 95 kDa et un fragment lié à la membrane CTF1 (C-Terminal 

Fragment 1) de 40 kDa (Reiss et al., 2005). Ce dernier est, à son tour, clivé par le complexe 

préseniline/γ sécrétase, au niveau de l’interface membrane-cytosol, en un fragment 

cytoplasmique CTF2 de 35 kDa laissant un petit fragment transmembranaire à la surface 

cellulaire. Le clivage de la cadhérine N a plusieurs conséquences au niveau cellulaire : NTF1 

régule l’adhérence cellulaire, la migration et stimule la croissance des neurites (Paradies et 

Grunwald, 1993 ; Utton et al., 2001). Ce fragment soluble peut interagir avec le FGFR, 

activer sa voie de signalisation intracellulaire de manière indépendante de FGF et peut ainsi 

stimuler  la migration des cellules endothéliales (Derycke et al., 2006). 

CTF2 peut réguler la transcription selon différents mécanismes. CTF2 lie la CBP, 

provoquant sa dégradation par le protéasome. La diminution du taux de CBP dans le noyau 

réprime ainsi la transcription induite par CBP (Marambaud et al., 2003). Par ailleurs, la 

translocation de CTF2 dans le noyau réprime la transcription de la cadhérine N (Uemura et 

al., 2006) et favorise la transcription dépendante de la caténine β (Reiss et al., 2005 ; Uemura 

et al., 2006).  
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L’activité pro-angiogénique de NTF1 indique que la cadhérine N pourrait être impliquée 

dans l’angiogenèse par bourgeonnement (Gerhardt et al., 1999). Compte-tenu de son 

expression dans les cellules tumorales, de son rôle dans la survie cellulaire, la migration, 

l’invasion, de sa fonction dans la maturation des vaisseaux sanguins et probablement de son 

implication dans l’angiogenèse, la cadhérine N est une cible thérapeutique potentielle pour 

traiter le cancer. En effet, l’inhibition de la fonction de la cadhérine N pourrait bloquer ou 

atténuer l’invasion tumorale et l’angiogenèse tumorale. 

 

Figure 17 : Fonctions de la cadhérine N dans le cancer. D’après Mariotti et al., 2007. 

 

En 2000, un pentapeptide cyclique (ADH-1) mimant la séquence HAVD naturelle de la 

cadhérine N a été développé et il bloque spécifiquement la fonction de la cadhérine N 

(Williams et al., 2000). Le traitement à base d’ADH-1 s’adresse à des tumeurs exprimant 

fortement la cadhérine N. Des tests pré-cliniques ont été réalisés chez l’animal. Une 

diminution de la croissance tumorale a été observée en particulier dans des modèles de 

carcinomes du sein, de l’ovaire, du côlon et des poumons en accord avec une activité 

antivasculaire de ADH-1. En revanche, ADH-1 n’avait pas d’effet sur les vaisseaux matures 
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(Mariotti et al., 2007). Une étude a rapporté qu’ADH-1 permettait de sensibiliser des cellules 

de mélanomes aux effets anti-tumoraux du melphalan (agent alkylant) dans un modèle de 

xénogreffe chez le rat (Mariotti et al., 2007). ADH-1 ne semble pas présenter de signe majeur 

de toxicité chez l’animal et chez l’Homme. Il est en cours d’essais cliniques de phase II pour 

un certain nombre de cancers : œsophage, poumon non à petites cellules, rein, foie. 

3.  La transition épithélio-mésenchymateuse 

Au cours de la progression tumorale, suite à une perte de cohésion cellulaire, les cellules 

tumorales vont acquérir des capacités de migration : elles vont se détacher les unes des autres, 

migrer, traverser la membrane basale puis se déplacer dans la MEC pour rejoindre la 

circulation sanguine ou lymphatique (Takeichi, 1993).  

L’acquisition des propriétés migratoires et invasives des cellules épithéliales ou TEM, est 

conditionnée par la rupture des contacts qui lient les cellules les unes aux autres. C’est la perte 

d’expression de la cadhérine E qui est l’élément initiateur de la TEM. En effet, la cadhérine E 

est considérée comme un suppresseur de tumeur. D’ailleurs, la ré-expression de la cadhérine 

E inhibe les propriétés d’invasion de plusieurs types de cellules dérivées de cancer (Chen et 

Obrink, 1991 ; Christofori et Semb, 1999 ; Frixen et al., 1991 ; Mbalaviele et al., 1996 ; 

Navarro et al., 1991). 

Ainsi, la répression de l’expression de la cadhérine E, mais aussi la perte de fonction de 

cette protéine, sa dégradation, ou sa relocalisation vont conditionner la mise en place de la 

TEM qui est caractérisée par l’acquisition de marqueurs cellulaires spécifiques du phénotype 

mésenchymateux, tels que la cadhérine N, la vimentine, la ténascine C (Cavallaro et 

Christofori, 2004). La perte d’expression de la cadhérine E va aussi conditionner l’activation 

de la voie de signalisation de la caténine β, que nous avons décrite précédemment. 

L’activation de cette voie va permettre la transcription de gènes impliqués dans la TEM, tels 

que les gènes codant des MMP, des composants de la MEC, des protéines du cytosquelette 

comme la vimentine ainsi que le facteur angiogénique VEGF ou encore des protéines 

impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire comme la cycline D1 (Crawford et al., 1999 ; 

Easwaran et al., 2003 ; Gilles et al., 2003 ; Gradl et al., 1999 ; Shtutman et al., 1999). La 

transcription de ces gènes est aussi favorisée par l’activation de la voie de la caténine p120 

nucléaire (van Roy et McCrea, 2005 ; Zhang et al., 2011). D’autre part, la perte d’expression 

de la cadhérine E sera associée à l’activation de voies de signalisation impliquant soit, Wnt, 
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soit des protéines kinases cytosoliques ou des récepteurs membranaires à activité tyrosine 

kinase impliqués dans la perte de polarité des cellules épithéliales (Jeanes et al., 2008). 

La conversion phénotypique caractéristique de la TEM est aussi le résultat de l’action de la 

caténine p120 libre qui conduit à l’inactivation de Rho A et/ou à l’activation de Rac 1, 

protéines responsables de l’augmentation de la motilité cellulaire, donc de l’acquisition du 

potentiel invasif des cellules tumorales (Anastasiadis et Reynolds, 2001 ; Yilmaz et 

Christofori, 2009).  

L’acquisition du phénotype mésenchymateux, lors de la TEM, est associée à la perte 

d’expression de la cadhérine E et à l’expression de novo de cadhérines exprimées 

normalement par les fibroblastes ou les tissus conjonctifs normaux, telles que la cadhérine N : 

c’est le « switch » des cadhérines. 

En effet, la cadhérine N est associée à un caractère agressif de la tumeur, puisqu’elle est 

impliquée dans les processus de migration et d’invasion. Etant exprimée par les cellules 

fibroblastiques constituant le stroma proche de la tumeur, cette cadhérine N va permettre aux 

cellules tumorales d’interagir avec les cellules du stroma, et de faciliter leur migration dans la 

MEC (Hazan et al., 2000 ; Li et al., 2001 ; Tran et al., 1999).  

4. Régulation de la TEM 

La réussite de la transition épithélio-mésenchymateuse est vraisemblablement conditionnée 

par une perte d’expression ou de fonction de la cadhérine E.  

Le taux de synthèse de cette protéine est sous la dépendance de la régulation du promoteur 

du gène cdh1 (gène codant la cadhérine E) via des mécanismes complexes. Le gène cdh1 est 

localisé dans la région chromosomique 16q22.1 et peut être inactivé par mutation ou perte 

d’hétérozygotie. D’ailleurs, l’inactivation du gène par mutation semble être caractéristique de 

certains types de cancer, puisque les cancers gastriques diffus héréditaires et les cancers du 

sein lobulaires sont associés à la mutation du gène cdh1 qui va exprimer une cadhérine E 

anormale (Berx et al., 1998 ; Machado et al., 2001). La perte de fonction du gène cdh1 suite à 

la perte d’hétérozygotie dans la région 16q22.1 semble être fréquente et caractéristique de 

tumeurs à haut potentiel métastatique.  

L’inhibition de l’expression de la cadhérine E peut être le fait de l’hyperméthylation des 

îlots CpG présents dans le promoteur de la cadhérine E (Auerkari, 2006). L’hyperméthylation 
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du promoteur du gène de la cadhérine E est associée à la progression tumorale et la 

dissémination métastatique (Nass et al., 2000). Dans des lignées cellulaires de cancer du col 

de l’utérus, le promoteur du gène de la cadhérine E est méthylé à 60% (Chen et al., 2003).  

D’autre part, différents facteurs de transcription peuvent réguler l’expression de la protéine 

par une répression transcriptionnelle. En effet, Snail et Twist, qui sont des facteurs de 

trancription, sont capables de bloquer la transcription de la cadhérine E (Batlle et al., 2000 ; 

Cano et al., 2000). D’autres facteurs qui induisent une répression de la transcription de la 

cadhérine E ont été identifiés : il s’agit de Slug, SIP1 (Smad-Interacting Protein 1), δEF1 (δ-

cristallin Enhancer Factor 1) (Comijn et al., 2001 ; Hajra et al., 2002 ; Remacle et al., 1999).  

D’autres mécanismes contrôlent la TEM puisque la fonction de la protéine peut être 

inhibée par des modifications post-traductionnelles. En effet, la cadhérine E peut être clivée 

par des MMP. D’ailleurs, une forme clivée de 80 kDa a été identifiée avec des taux élevés 

dans le sérum et les urines de patients atteints de cancer (Banks et al., 1995 ; Griffiths et al., 

1996). D’autres formes clivées ont été identifiées, une forme de 97 kDa et de 100 kDa, qui 

sont des formes incapables de lier la caténine β (Rios-Doria et al., 2003 ; Vallorosi et al., 

2000). Il semble donc que les domaines issus du clivage de la cadhérine E participeraient au 

processus d’invasion tumorale.  

Les interactions de la caténine β avec ses différents partenaires sont aussi régulées par des 

processus de phosphorylation et de déphosphorylation. La phosphorylation de la caténine β 

provoque une dissociation des complexes cadhérine E/caténine β/caténine α, ce qui entraîne 

une diminution de la cohésion cellulaire et la mise en place des processus d’invasion tumorale 

(Behrens et al., 1993 ; Matsuyoshi et al., 1992). De plus, des récepteurs membranaires à 

activité tyrosine kinase, activés par leur ligand respectif, sont capables de s’associer au 

complexe cadhérine E/caténine β/caténine α et de phosphoryler la caténine β, ce qui aura pour 

conséquence de diminuer son affinité pour la cadhérine E et par la même de déstabiliser la 

cohésion cellulaire (Hoschuetzky et al., 1994). 

5. Valeur pronostique des cadhérines dans les cancers 

La dissémination métastatique est souvent synonyme de mauvais pronostic ; c’est 

pourquoi, il est si important d’identifier des marqueurs de progression tumorale. Un des 

premiers événements qui conduit au développement des métastases est la modification de 
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l’adhérence intercellulaire. De nombreuses études réalisées à partir d’échantillons tumoraux 

ont démontré que la perte d’expression de la cadhérine E est corrélée à l’augmentation de 

l’agressivité tumorale (Bailey et al., 1998 ; Bringuier et al., 1993 ; Carico et al., 2001 ; 

Conacci-Sorrell et al., 2002).  Dans des cancers transitionnels de vessie, plusieurs études ont 

montré une corrélation entre la diminution d’expression de la cadhérine E, un grade élevé et 

un stade avancé (Ross et al., 1995 ; Syrigos et al., 1995). La diminution d’expression de la 

cadhérine E a aussi été corrélée à une faible survie des patients et à un taux élevé de récidive 

de la maladie (Bringuier et al., 1993 ; Lipponen et Eskelinen, 1995). Ainsi, une perte 

d’expression de la cadhérine E et de la caténine β est un marqueur de mauvais pronostic pour 

les patients atteints de carcinomes de vessie (Garcia del Muro et al., 2000). Cette inhibition de 

l’expression de la cadhérine E est souvent associée à une augmentation du taux de facteurs de 

transcription tels que Snail et slug, à une expression nucléaire de la caténine β et aussi à une 

expression de novo de la cadhérine N consécutive au « switch » des cadhérines. L’expression 

de ces cadhérines a été étudiée dans des lignées cellulaires dérivées de cancer de vessie. 

L’expression de la cadhérine E est diminuée dans des lignées peu différenciées et invasives et 

la cadhérine N est présente dans les lignées très agressives (Mialhe et al., 2000). La cadhérine 

N semble donc liée au phénotype invasif des tumeurs. D’ailleurs, la transfection stable de la 

cadhérine N dans des cellules de carcinome de vessie qui exprimaient la cadhérine E, a 

conduit à une augmentation de la capacité invasive des cellules in vitro (Rieger-Christ et al., 

2004). Une autre étude réalisée à partir d’échantillons provenant de patients atteints de 

tumeurs urothéliales infiltrantes a révélé une diminution de l’expression de la cadhérine E et 

des caténines et une expression de novo de la cadhérine N en fonction du grade de la tumeur 

(Rieger-Christ et al., 2001). Ce « switch » des cadhérines a été décrit dans de nombreux 

cancers tels que les cancers cutanés, de la prostate, du sein (Cavallaro et al., 2002, Cavallaro 

et Christofori, 2004), du pancréas (Wheelock et al., 2008), de l’estomac, du rein (Tani et al., 

1995) et de la vessie (Bryan et Tselepis, 2010). D’ailleurs, des travaux précédents réalisés 

dans notre laboratoire ont montré, suite à une analyse par immunohistochimie à partir de 101 

échantillons de tumeurs de vessie, une diminution du marquage de la cadhérine E et une 

expression de novo de la cadhérine N en fonction du stade de la tumeur (Clairotte et al., 2006; 

Lascombe et al., 2006). Ces études ont permis d’identifier la cadhérine N mais aussi la 

caténine γ comme des marqueurs pronostiques de progression tumorale des tumeurs de vessie 

n’infiltrant pas le plan musculaire.  
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Les tumeurs épithéliales (ou carcinomes) sont les plus fréquentes et leur dissémination 

métastatique constitue la cause majeure de mortalité liée à ces cancers. Le développement 

d’un carcinome métastatique est un processus long et complexe. En effet, la progression 

tumorale comprend une cascade d’événements permettant, entre autres, la croissance de la 

tumeur primaire via l’angiogenèse tumorale et l’invasion des tissus normaux environnants 

suite à l’acquisition par les cellules épithéliales tumorales de capacités migratoires et 

invasives impliquant des changements phénotypiques regroupés sous le terme de transition 

épithélio – mésenchymateuse (TEM). 

Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la progression tumorale 

devrait permettre de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement du 

cancer et conduire à l’amélioration de la prise en charge des patients. L’identification de 

marqueurs moléculaires pronostiques de la progression tumorale des cancers épithéliaux est 

un enjeu capital dans le domaine de la cancérologie.  

 Dans le Groupe de Recherche en Urologie de l’EA3181, nous avons travaillé à partir 

de deux modèles de carcinomes :  

  Le cancer de la vessie, un modèle de carcinogenèse non viro – induite. 

  Le cancer de col de l’utérus, un modèle de carcinogenèse viro – induite.  

Les tumeurs urothéliales de la vessie représentent 95% des tumeurs vésicales et se répartissent 

en deux grands groupes : les tumeurs n’infiltrant pas le muscle vésical ou TVNIM (70%) et 

les tumeurs infiltrant le plan musculaire ou TVIM (30%). Les TVIM requièrent un traitement 

chirurgical radical par cystectomie et les TVNIM sont, pour la plupart, traitées par résection 

endoscopique associée ou non à des instillations endovésicales de Bacille Calmette-Guérin. 

L’évolution des TVNIM est capricieuse, dominée par les risques de récidive et de progression 

vers l’invasion musculaire : ces risques sont corrélés à la fois au stade et au grade. Les 

TVNIM de stade et grade élevés constituent un ensemble très hétérogène à haut risque : si 

certaines d’entre elles peuvent être contrôlées par un traitement conservateur, plus de 50% 

évoluent vers l’invasion du plan musculaire et nécessitent une cystectomie totale (Soloway et 

al., 2002) et 30% des patients décèdent de leur tumeur (Herr, 1997). Donc le problème posé 

par ces tumeurs est d’identifier celles qui deviendront infiltrantes et envahissantes.  

Des résultats antérieurs obtenus au laboratoire ont permis d’identifier des marqueurs 

pronostiques de progression tumorale des TVNIM de stade et grade élevés :  
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  Un facteur angiogénique, le VEGF 

- Le VEGF sérique (Bernardini et al., 2001) : en effet, un taux sérique de VEGF d’une 

valeur supérieure à 450 ng/ml a permis d’identifier des cancers vésicaux métastatiques.  

- Le VEGF tissulaire (Fauconnet et al., 2009) : ainsi, trois isoformes du VEGF (VEGF121, 

VEGF165, VEGF189) sont surexprimées dans les tumeurs infiltrantes comparativement aux 

tumeurs n’infiltrant pas le plan musculaire. 

  Une protéine impliquée dans l’adhérence cellulaire via les cadhérines 

- La cadhérine N : en effet, l’expression atypique de la cadhérine N dans les TVNIM de 

stade et grade élevés (Clairotte et al., 2006, Lascombe et al., 2006) est associée à une 

diminution de l’expression de la cadhérine E (Clairotte et al., 2006) reflétant ainsi un « 

cadherin switch » caractéristique d’une TEM. Les tumeurs urothéliales de mauvais 

pronostic expriment donc la cadhérine N.  

Après l’identification de marqueurs de progression tumorale des TVNIM de stade et grade 

élevés, il nous ait apparu intéressant de rechercher des molécules capables d’inhiber leur 

expression pour bloquer le développement tumoral.  

Notre intérêt s’est porté, dans un premier temps, sur la régulation de l’expression du VEGF 

par les récepteurs nucléaires PPAR et notamment par l’isotype β. PPARβ est un facteur de 

transcription inductible par des agonistes naturels (acides gras, prostacycline, …) et aussi 

synthétiques dont certains sont en cours d’évaluation clinique. Il est impliqué dans de 

nombreuses fonctions physiologiques telles que la différenciation, la prolifération cellulaire et 

la régulation du métabolisme lipidique. Quelques études ont montré que PPARβ pouvait être 

une cible thérapeutique intéressante pour le traitement du syndrome métabolique. Il est aussi 

impliqué dans la carcinogenèse et notamment dans l’angiogenèse où il aurait un rôle pro- ou 

anti-angiogénique. Dans une étude précédente réalisée au laboratoire (Fauconnet et al., 2002), 

notre équipe a montré, dans des lignées cellulaires dérivées de cancer de la vessie, une 

surexpression du VEGF par un agoniste de PPARβ, le L-165041. De plus, cette étude a 

démontré que : 

- L’effet du ligand de PPARβ sur l’expression du VEGF est dépendant de PPARβ.  

- La régulation de l’expression du VEGF se fait au niveau transcriptionnel.  

- La synthèse de novo d’une protéine intermédiaire est nécessaire à cette régulation.  
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- L’activation de la voie ERK1/2 est impliquée.  

Compte – tenu des résultats obtenus dans le modèle du cancer de la vessie, nous nous sommes 

interrogés sur l’effet de l’activation de PPARβ dans un modèle de carcinogenèse viro-induit 

tel que le cancer du col de l’utérus dans lequel l’agent étiologique est l’infection par certains 

types de papillomavirus humains ou HPV du genre α, et notamment les HPV16 et 18 à haut 

risque carcinogène. Il est maintenant établi qu’en plus de leur rôle dans l’immortalisation et la 

transformation des cellules hôtes, les oncoprotéines virales E6 et E7 sont capables d’induire 

une néovascularisation en modulant l’expression de facteurs pro- et anti-angiogéniques tels 

que le VEGF. De plus, E6 et E7 d’HPV18 peuvent interagir avec certains récepteurs 

nucléaires (ER, AR, TR) par des interactions protéines/protéines et ainsi réguler leur activité. 

Pourquoi ces protéines n’interagiraient-elles pas avec PPARβ ? 

Dans la première partie de ce travail de thèse, nous avons eu pour objectifs :  

  d’étudier l’effet de l’activation de PPARβ sur l’expression du VEGF (ARNm et 

protéine) dans des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. 

  de déterminer l’implication potentielle de l’oncoprotéine virale E6 et du statut de la 

protéine suppressive de tumeur p53 sur l’action de PPARβ.  

  d’élucider les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la régulation du VEGF 

(mécanisme dépendant ou indépendant de PPARβ, régulation au niveau 

transcriptionnel ou post-transcriptionnel, voies de signalisation intracellulaires 

impliquées).  

 La modulation de l’angiogenèse via la régulation de l’expression du VEGF devrait 

avoir un impact sur l’invasion tumorale. PPARβ régule l’expression du VEGF. Par ailleurs, 

une étude rapporte que le VEGF diminue l'adhérence homotypique de cellules de carcinomes 

hépatocellulaires en association avec une diminution de l'expression de la cadhérine E (Mao 

et al., 2001).  

C’est pourquoi, dans la deuxième partie de ce travail de thèse, nous avons cherché à répondre 

aux questions suivantes :  

  Dans les deux modèles de cancers épithéliaux étudiés, PPARβ a-t-il un rôle dans 

l’altération de l’adhérence cellulaire en contrôlant l’expression des cadhérines E et N ?  
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  Si oui, quels sont les mécanismes moléculaires mis en jeu (mécanisme dépendant ou 

indépendant de PPARβ, voies de signalisation impliquées) ? 

 PPARβ augmente l’expression du VEGF et le VEGF peut réguler l’initiation de la 

TEM. Existe-t-il un « cross – talk » entre le VEGF, PPARβ et l’expression des cadhérines 

E et N ? 
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I. Culture cellulaire 

1. Lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires ont été achetées auprès de l’American Type Culture Collection 

(ATCC). 

La lignée cellulaire C-33A (n° ATCC : HTB-31) est issue d’un carcinome épidermoïde du 

col de l’utérus. Elle n’abrite pas d’HPV mais exprime une p53 mutée. 

La lignée cellulaire CaSki (n° ATCC : CRL-1550) est dérivée d’un carcinome 

épidermoïde du col de l’utérus, métastase d’un cancer primitif du mésentère. Elle est infectée 

par un HPV16 et exprime une p53 sauvage. 

La lignée cellulaire HeLa (n° ATCC : CCL-2) est dérivée d’un adénocarcinome du col de 

l’utérus. Elle est infectée par un HPV18 et exprime une p53 sauvage. 

La lignée cellulaire RT4 (n° ATCC : HTB-2) est dérivée d’un carcinome urothélial 

papillaire récidivant de grade 1 dans lequel p53 et H-ras sont sauvages. 

La lignée cellulaire T24 (n° ATCC : HTB-4) est dérivée d’un carcinome urothélial 

indifférencié de grade 3 pour lequel p53 et H-ras sont mutés. 

2. Maintien des lignées cellulaires en culture 

Les cellules HeLa et CaSki sont cultivées dans du milieu DMEM, la lignée C-33A dans du 

milieu EMEM et les cellules T24 et RT4 dans du milieu McCoy’s 5A. Chaque milieu de 

culture est additionné de 15 mM d’Hépès et supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal 

décomplémenté (SVFd) (Invitrogen), 2 mM de glutamine, 1% (v/v) d’un mélange 

d’antibiotiques/antimycotiques (10 000 U/ml de pénicilline, 10 mg/ml de streptomycine et 25 

µg/ml d’amphotéricine B) (Sigma). Les cellules sont placées en atmosphère humide et 

contrôlée (5% CO2, 95% O2) dans une étuve à 37°C et des tests mycoplasmes sont réalisés 

tous les mois. 

Les cellules C-33A, CaSki, HeLa (3,2.103 cellules/cm2), RT4 (4,2.104 cellules/cm2) et T24 

(5,2.103 cellules/cm2) sont ensemencées en plaques de culture 6, 12 ou 24 puits dans les 

milieux précédemment décrits supplémentés de 5% (v/v) de SVFd pour les différentes 

expériences. 
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3. Traitements des cellules 

Les cellules sont stimulées par différents traitements dans un milieu dépourvu de sérum. 

Tableau I : Traitements et concentrations utilisés pour stimuler les cellules 

Traitement Concentration Durée Fournisseur 
WY14,643 Ligand de PPARα 50 µM 24 h Chemsyn Science 

Laboratories 
L-165041 Ligand de PPARβ 25 µM 24 h Calbiochem 
BRL49653 Ligand de PPARγ 10 µM 24 h Cayman Chemical 

Pifithrine-α (PFT-α) Inhibiteur de l’activité 
transcriptionnelle de p53 

20 µM 24 h Tebu-Bio 

LG10068 Ligand du RXR 1-10 µM 24 h Park Davis 
Acide 9 cis-rétinoïque Ligand du RXR 1-10 µM 24 h Sigma 

GW501516 Ligand de PPARβ 25 µM 24 h Cayman Chemical 
GSK0660 Inhibiteur spécifique de PPARβ 10 µM 24 h Santa Cruz 

Actinomycine D Inhibiteur de transcription 5 µg/ml 0 h à 6 h Sigma 
Staurosporine Inhibiteur des PKC 10-8 M 24 h Sigma 
Rapamycine Inhibiteur de la voie Akt/mTOR 10 µM 24 h Sigma 
Wortmannin Inhibiteur de la voie PI 3 kinase 10 µM 24 h Sigma 

PD98059 Inhibiteur de voie ERK MAPK 20 µM 24 h Calbiochem 
SB203580 Inhibiteur de la voie p38 MAPK 10 µM 24 h Calbiochem 

Cycloheximide (CHX) Inhibiteur de synthèse protéique 10 µg/ml 2 h Sigma 

 

II.  Etude par cytométrie de flux 

La distribution des cellules dans les phases du cycle cellulaire (G0/G1, S et G2/M) et e 

pourcentage des cellules en sub-G1 sont analysés par cytométrie de flux. La quantité d’ADN 

d’une cellule est déterminée par un marquage à l’iodure de propidium, agent intercalant de 

l’ADN et fluorescent (λ excitation : 488 nm, λ émission : 610 nm). Cette fluorescence est 

détectée à l’aide d’un cytomètre de flux (FC500). Après traitement, les cellules sont récoltées 

grâce à de la trypsine/EDTA (Lonza) puis centrifugées (300 g, 10 min, 4°C). Les culots 

cellulaires sont fixés dans de l’éthanol à 70% (v/v) glacé ajouté goutte à goutte. Après une 

nuit de fixation à 4°C, ils sont centrifugés (300 g, 10 min, 4°C) puis lavés 2 fois au PBS 1X. 

Les cellules sont ensuite marquées avec 1 mg/ml d’iodure de propidium dans 50 µl de PBS 

1X additionné de 1 mg/ml de RNAse A DNAse-free (Sigma) pendant 15 minutes à 

température ambiante et à l’obscurité. L’analyse du cycle cellulaire et du pic Sub-G1 est 

réalisée par le logiciel Multicycle Analysis (Beckman Coulter). 
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III.  Etude de l’expression des ARNm  

1. Extraction des ARN totaux 

Les cellules contenues dans chaque puits sont lavées avec du PBS 1X (Na2HPO4 8 mM ; 

KH2PO4 1,5 mM ; KCl 2,7 mM ; NaCl 0,137 mM ; pH 7,2) puis lysées avec 1 ml de réactif 

TRI-REAGENT® (Euromedex) par puits pendant 10 minutes. Le lysat cellulaire est transféré 

dans des tubes de 1,5 ml et 200 µl de chloroforme sont ajoutés. Les tubes sont agités 

vigoureusement, incubés 15 minutes à température ambiante puis centrifugés (12 000 g, 15 

min, 4°C). Les ARN contenus dans la phase aqueuse supérieure sont prélevés, transférés dans 

de nouveaux tubes et précipités par un volume équivalent d’isopropanol. Les tubes sont 

incubés 10 minutes à température ambiante puis centrifugés (12 000 g, 10 min, 4°C). Les 

culots d’ARN sont ensuite lavés à l’éthanol 75% (v/v), centrifugés (12 000 g, 5 min, 4°C), 

séchés puis resolubilisés dans de l’eau stérile. Les ARN sont quantifiés par 

spectrophotométrie d’absorption à 260 nm. La contamination protéique est évaluée par lecture 

de l’absorbance à 280 nm et la pureté jugée satisfaisante si le rapport des absorbances à 260 et 

280 nm est supérieur ou égal à 1,8. 

2. Traitement des ARN à la DNase I et transcription inverse 

Afin d’éviter une éventuelle contamination des ARN par de l’ADN génomique, un 

traitement à la DNase I (Desoxyribonucléase I, Amplification Grade) (Invitrogen) est réalisé 

selon le protocole décrit par le fournisseur. Trois µg d’ARN sont incubés 15 minutes à 

température ambiante dans du tampon 1X (200 mM Tris-HCl pH 8,4 ; 20 mM MgCl2 et 500 

mM KCl) (Invitrogen) en présence de 1 U d’enzyme. La DNase I est ensuite inactivée par 

incubation à 65°C pendant 10 minutes en présence de 2,5 mM d’EDTA. 

La transcription inverse permet la synthèse d’ADNc simple brin grâce à une transcriptase 

inverse qui réalise la transcription de tous les ARNm par élongation d’oligomères poly-dT 

préalablement hybridés sur la queue polyadénylée des ARNm. Les ARN sont ainsi incubés à 

65°C pendant 5 minutes avec 500 ng d’oligo(dT)12-18 (Invitrogen) et 0,5 mM de dNTPs 

(Invitrogen) afin de permettre l’hybridation des oligo(dT). Les échantillons sont traités par 10 

mM de DTT et 40 U de RNAse-OUT dans du First-Strand Buffer 1X (250 mM Tris-HCl pH 

8,3 ; 375 mM KCl ; 15 mM MgCl2) (Invitrogen) et incubés 2 minutes à 37°C. Enfin, 200 U de 
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MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Invitrogen) sont 

ajoutés. Après une incubation à 37°C pendant 50 minutes, la réaction est stoppée par 

chauffage à 70°C pendant 15 minutes. 

3. PCR (Polymerase Chain Reaction) PPARα, β et γ et GAPDH 

Les ADNc sont amplifiés par PCR à l’aide d’amorces oligonucléotidiques spécifiques. La 

réaction a lieu dans un mélange réactionnel de 20 µl contenant 2 µl d’ADNc, du tampon de 

PCR 1X (200 mM Tris-HCl pH 8,4 ; 500 mM KCl), du MgCl2 (1,5 mM pour les PCR PPAR 

et 4 mM pour la PCR GAPDH), 200 µM de dNTPs, 100 pmol d’amorces sens et antisens 

(Tableau II) et 5 U de Taq DNA polymérase. Les conditions de PCR sont indiquées dans le 

Tableau III. 

Tableau II: Séquences des amorces sens et antisens utilisées lors des PCR 

ARNm Amorce sens (5’→3’) Amorce antisens (5’→3’) Taille de l’amplifiat 
PPARα actctgccccctctcgccactc gccaaagcttccagaactatcctc 125 pb 
PPARβ gagcagccacaggaggaagcc gctgtggtcccccattgagct 100 pb 
PPARγ agagatgccattctggcccac gtggagtagaaatgctggaga 130 pb 
GAPDH catctctgccccctctgctga ggatgaccttgcccacagcct 304 pb 

 

Tableau III : Conditions de PCR 

PCR Dénaturation Amplification : 30 cycles Arrêt 
Dénaturation Hybridation Elongation 

PPARα, β et γ 94°C 5 min 94°C 30 sec 65°C 30 sec 72°C 20 sec 72°C 10 min 
GAPDH 94°C 5 min 94°C 30 sec 60°C 30 sec 72°C 1 min 72°C 10 min 

 

Les produits d’amplification et un marqueur de taille (100 pb DNA ladder, Invitrogen) sont 

séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose 2 % (p/v) dans du TBE 1X (Tris 0,1 M ; acide 

borique 0,09 M ; EDTA 1 mM), visualisés par coloration au bromure d’éthidium et analysés 

après lecture sur plaque UV (Gel Doc, Biorad). 

4. PCR en temps réel 

4.1. qPCR ciblant les transcrits des isoformes 121, 165 et 189 du VEGF 

Les PCR en temps réel sont réalisées dans un volume final de 20 µl contenant 5 µl 

d’ADNc dilué au 1/20ème, du tampon « Fast Start DNA Master Hybridation probe » 1X 
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(Roche Diagnostics) contenant la Taq polymérase, 7,5 mM de MgCl2, 100 nM de sonde 

Taqman et 0,25 µM d’amorces sens et antisens. La sonde utilisée est commune aux 3 

isoformes ainsi que l’amorce sens. L’amplification spécifique des transcrits des différentes 

isoformes est possible grâce à des amorces antisens ciblant la jonction de 2 exons spécifiques 

d’une isoforme (Figure 18).  

 

 

Figure 18 : Position des amorces et de la sonde Taqman pour la quantification spécifique des transcrits 
des isoformes du VEGF (VEGF 121, 165 et 189). 

 

Tableau IV : Séquences des amorces et de la sonde utilisées lors des qPCR 

PCR Amorce sens (5’→3’) Amorce antisens (5’→3’) Sonde (5’→3’) 
VEGF121 exon 3 

ccctgatgagatcgagtacatctt 
Jonction exon 5/8 

gcctcggcttgtcacatttt 
exon 3 

6-FAM-atcctgtgtgcccctgatgcgatgcggt-BHQ-1 
VEGF165  Jonction exon 5/7 

agcaaggcccacagggattt 
 

VEGF189  Exon 6 
aacgctccaggacttataccg 

 

 

Les PCR sont réalisées à l’aide du LightCycler 1.0 (Roche Diagnostics). Les conditions de 

PCR sont les suivantes : une étape permettant l’activation de la Taq polymérase (95°C, 10 

min), suivie de 50 cycles d’amplification comprenant une étape de dénaturation (95°C, 10 

sec) et une étape d’hybridation/élongation (70°C, 30 sec). Le gène atp5β est utilisé comme 

gène de référence. 

4.2. qPCR ciblant les transcrits e6 d’HPV18, de la cadhérine E et de la 

cadhérine N 

Ces PCR en temps réel sont réalisées dans un volume final de 25 µl contenant 5 µl 

d’ADNc dilué au 1/20ème, du Taqman Gene Expression Master Mix 1X (Applied Biosystems), 

la sonde Taqman et les amorces spécifiques.  

1 2 3 4 5 6a 6b 7 8a 8b

VEGF 121

VEGF 165

VEGF 189

VEGF total

Amorce sens Amorce antisenssonde
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Tableau V : Concentrations et séquences des amorces et des sondes utilisées lors des qPCR 

 Concentrations 
Amorce sens Amorce anti-sens sonde 

E6 HPV18 0,5 µM 0,5 µM 50 nM 
Cadhérine E 0,5 µM 0,5 µM 0,1 µM 
Cadhérine N 1 µM 1 µM 0,1 µM 
VEGF165b 0,5 µM 0,5 µM 0,1 µM 
A-FABP 0,9 µM 0,9 µM 0,2 µM 
ATP5β 0,5 µM 0,5 µM 0,3 µM 

 Séquences (5’→3’) 
 Amorce sens Amorce anti-sens Sonde 

E6 HPV18 ggcgcgctttgaggat ttcagttccgtgcacagatc JOE-caacacggcgaccctgcaagctacc-BHQ-1 
Cadhérine E aaatctgaaagcggctgatactg cggaaccgcttccttcatag 6-FAM-ccccacagccccgccttatga-BHQ-1 
Cadhérine N tgggaatccgacgaatgg gcagatcggaccggatactg 6-FAM-tgaaagacccatccacgctgagcc-BHQ-1 
VEGF165b aacacagactcgcgtgcaa tcctggtgagagatctgcaagtac  
A-FABP ctggtggtggaatgcgtcatga caacgtcccttggcttatgctctct 6-FAM-aggcgtcacttccacgagagttt-BHQ-1 
ATP5β tactgtcgcgtgccattgct cacgggcaacatcgtaatgc 6-FAM-atcccaacattgttggcagt-BHQ-1 

 
 

Nous avons utilisé la PCR en temps réel pour faire de la quantification relative selon les 

formules suivantes : 

Normalisation par rapport au gène de référence (atp5β) :  

∆Ct = Ct gène cible – Ct contrôle endogène 

Normalisation par rapport au standard (cellules non traitées) : 

∆∆Ct = ∆Ct échantillon – ∆Ct standard 

Facteur d’induction (FI) :  FI = 2-∆∆Ct 

Ces PCR sont réalisées à l’aide du thermocycleur Applied 7500 (Applied Biosystems). Les 

conditions de PCR sont les suivantes : une première étape (50°C, 2 min), une étape de 

dénaturation (95°C, 10 min), suivie de 40 cycles d’amplification comprenant une étape de 

dénaturation (95°C, 15 sec) et une étape d’hybridation/élongation (60°C, 60 sec). Le gène 

atp5β est utilisé comme gène de référence. 
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IV.  Etude de l’expression des protéines  

1. Extraction et quantification des protéines totales 

Après traitement par les différents agents, les cellules sont décollées dans du tampon RIPA 

(Tris-HCl 50 mM pH 7,4 ; NaCl 150 mM ; NP-40 1% (v/v) ; désoxycholate de sodium 

0,5% (p/v) ; EDTA 1 mM) contenant 30 µl/ml d’une solution d’inhibiteurs de protéases 

(Complete, Roche Diagnostics). Les lysats obtenus sont solubilisés par sonication et 

centrifugés (10 000 g, 10 min, 4°C). Les protéines contenues dans le surnageant sont 

quantifiées à l’aide du kit Protein Assay (Bio-Rad) par mesure de l’absorbance à 595 nm. 

2. Extraction des protéines cytosoliques et nucléaires 

Après traitement par les différents agents, les cellules sont lavées puis décollées dans du 

PBS 1X froid. Après centrifugation (1 000 g, 10 min, 4°C), les culots sont repris dans du 

Tampon A pH 7,4 (10 mM Hépès ; 1 mM EDTA ; 0,5 mM DTT ; 0,25 mM PMSF ; 50 mM 

NaF ; 2 mM Na métavanadate ; cocktail anti-protéases) puis homogénéisés à l’aide d’un 

Dounce. Après centrifugation (1 000 g, 10 min, 4°C), les surnageants correspondant aux 

extraits cytosoliques sont récupérés et les culots correspondant aux extraits nucléaires sont 

lavés 2 fois dans du tampon A contenant 250 mM de sucrose. Les culots sont ensuite repris 

dans du tampon A contenant du NaCl 0,5 mM puis incubés 1 h sur la glace. Après 

centrifugation (8 000 g, 30 min, 4°C), les surnageants correspondant aux extraits nucléaires 

sont récupérés. 

3. Western-blotting 

3.1. Migration et électrotransfert 

Les extraits protéiques sont dénaturés dans du tampon de Laemmli (Bio-Rad) supplémenté 

de 5% (v/v) de β-mercaptoéthanol (Bio-Rad) puis séparés par un gel d’électrophorèse 

dénaturant (SDS-PAGE) à l’aide du système Mini Protean Gel II® (Bio-Rad). Le gel est 

constitué d’un gel de concentration (25% (v/v) de Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 ; acrylamide/bis-

acrylamide 37,5/1 à 4% (v/v); SDS 0,1% (v/v); persulfate d’ammonium 0,1% (p/v) ; TEMED 
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0,08% (v/v)) et d’un gel de séparation (25% (v/v) de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 ; acrylamide/bis-

acrylamide 37,5/1 à 7,5-15% (v/v) ; SDS 0,1% (v/v) ; persulfate d’ammonium 0,1% (p/v) ; 

TEMED 0,08% (v/v)). Après le dépôt des extraits protéiques dans les puits, parallèlement à 

un marqueur de poids moléculaire (Bio-Rad), la migration s’effectue dans un tampon de 

migration (Tris-HCl 25 mM ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1% (v/v)) sous une tension de 120 V 

jusqu’à l’entrée des échantillons dans le gel de séparation puis de 180 V jusqu’à la sortie du 

front de migration. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF 

(Hybond®, Amersham) en présence de tampon de transfert (Tris 48 mM ; glycine 39 mM ; 

méthanol 10% (v/v)) sous une tension de 100 V pendant 1 h à l’aide du système Mini Trans 

Blot® (Bio-Rad). 

3.2. Hybridation et révélation 

Les sites aspécifiques de la membrane de PVDF sont saturés 1 h à température ambiante 

dans un tampon TBS-T (Tris-HCl 200 mM pH 7,4 ; NaCl 1,36 mM ; Tween 0,1% (v/v)) 

supplémenté de 5% (p/v) de lait. La membrane est ensuite mise en contact avec l’anticorps 

primaire approprié (Tableau) pendant 1 h à température ambiante. Après 3 lavages dans du 

TBS-T, la membrane est mise en contact pendant 1 h à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire spécifique conjugué à la peroxydase de Raifort (Tableau VI). Après 6 lavages de 5 

min, la présence des protéines d’intérêt est révélée en appliquant sur la membrane le réactif 

ECL (Enhanced ChemiLuminescence®, Amersham) selon les recommandations du 

fournisseur et la membrane est mise au contact d’un film photosensible (Hyperfilm ECL®, 

Amersham). 

Tableau VI : Anticorps utilisés en western-blotting 

Anticorps Clone Animal d’origine Dilution Fournisseur 
primaires     
PPARβ H-74 (polyclonal) lapin 1/500 Tebu-bio 

p53 DO-1 (monoclonal) souris 1/500 BD Pharmingen 
p21 6B6 (monoclonal) souris 1/1 000 BD Pharmingen 
p38 9212 (polyclonal) lapin 1/1 000 Cell Signaling 

p38-P (Thr 180/Tyr 182) sc-17852-R (polyclonal) lapin 1/200 Tebu-bio 
caspase 3 AAP-113 (polyclonal) lapin 1/1900 Stressgen 

PARP AC-15 (monoclonal) souris 1/1 000 BD Pharmingen 
HuR H-280 (polyclonal) lapin 1/200 Tebu-bio 

TIS11b Pab0195  (polyclonal) lapin 1/500 covalab 
Cadhérine E HECD-1 (monoclonal) souris 1/1 000 Invitrogen 
Cadhérine N 3B9 (monoclonal) souris 1/2 000 Invitrogen 

A-FABP AF1443 (polyclonal) chèvre 1/1 000 R&D Systems 
VEGFR-1 (flt-1) C-17 (sc-316) (polyclonal) lapin 1/200 Tebu-bio 
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VEGFR-2 (flk-1) A-3 (sc-6251) (monoclonal) souris 1/200 Tebu-bio 
β-actine AC-15 (monoclonal) souris 1/8000 Sigma 

secondaires     
Anti-IgG de lapin  

HRP conjugué 
Ref. 554021 chèvre 1/5 000 BD Pharmingen 

Anti-IgG de souris  
HRP conjugué 

Ref. 554002 chèvre 1/10 000 
1/40 000 

BD Pharmingen 

Anti-IgG de chèvre  
HRP conjugué 

Ref. AP106P Lapin 1/10 000 Chemicon 

 

4. Dosage du VEGF total par ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) 

Après stimulation ou non des cellules, les milieux conditionnés sont prélevés, centrifugés 

(7 500 g, 10 min, 4°C) et les surnageants sont récupérés. La protéine VEGF est dosée par une 

technique ELISA (kit Quantikine, R & D Systems) selon les recommandations du fournisseur. 

Les quantités de VEGF obtenues sont exprimées en pg/ml. 

 

V. Etude de l’activité luciférase 

1. Transfection transitoire 

Les cellules sont ensemencées dans le milieu approprié en présence de 5% (v/v) de SVFd 

dans des plaques 24 puits à raison de 100 000 cellules par puits, pour atteindre 70% de 

confluence 24 h après, au moment de la transfection. Chaque réaction de transfection contient 

0,5 µg de plasmide pRL-CMV (contrôle interne qui permet de normaliser l’expérience) et 1,5 

µg de vecteur rapporteur Cyp2XPal-Luc (contenant 2 copies de la séquence PPRE en amont 

du gène codant la luciférase) ou VEGF-1-Luc (contenant la région -2279 à +56 du promoteur 

du VEGF en amont du gène codant la luciférase). 

L’ADN est dilué dans un tube en polystyrène dans 50 µl d’une solution de NaCl 150 mM 

et mélangé à l’aide d’un vortex. Dans un autre tube en polystyrène, 2 µl de réactif de 

transfection jetPEITM (PolyPLUS Transfection) sont dilués dans 50 µl d’une solution de NaCl 

150 mM et mélangés à l’aide d’un vortex. Puis les 2 solutions sont mélangées et incubées 25 

minutes à température ambiante. Les 100 µl du mélange jetPEI/ADN sont ajoutés dans 
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chaque puits contenant le milieu de culture approprié en présence de 5% (v/v) de SVFd et les 

cellules sont incubées 16 h (37°C, 95% O2, 5% CO2). Le milieu est ensuite éliminé et les 

cellules sont stimulées 24 h par le ligand de PPARβ. 

2. Préparation des lysats cellulaires 

Après 24 h de stimulation et afin de doser les activités luciférase, les cellules sont lavées 

dans du PBS 1X puis lysées dans 100 µl/cupule de tampon de lyse PLB 1X (Passive Lysis 

Buffer). Les lysats sont alors incubés 15 minutes à température ambiante puis centrifugés 

(10 000 rpm, 30 sec, 4°C). Les surnageants sont récupérés pour l’analyse de l’activité 

luciférase. 

3. Détermination de l’activité luciférase 

L’activité luciférase de chacun des lysats est déterminée à l’aide de la trousse « Dual-

Luciferase Reporter Assay System » (Promega) à partir de 20 µl de lysat et 100 µl de réactif 

LAR II, selon les recommandations du fournisseur. La mesure de l’activité luciférase se fait à 

l’aide d’un luminomètre, pendant 10 sec toutes les 3 sec. Un signal luminescent est produit en 

oxydant la luciférine en oxyluciférine grâce à la luciférase en présence d’ATP et de Mg2+. 

L’activité luciférase est exprimée en unités relatives de luminescence (URL). 

 

VI.  Interférence à l’ARN 

 

Les siRNA utilisés pour cette étude sont des siRNA duplex contenant 2 nucléotides 

désoxythymidine non appariés aux extrémités 3’. Le siRNA ciblant e6 HPV18 (NC8001357) 

utilisé a été décrit dans une étude de Koivusalo et al. (brin sens : 5’-

cuaacacuggguuauacaadTdT-3’ ; brin antisens : 5’-uuguauaacccaguguuagdTdT-3’). Les 

siRNA PPARβ (sc-36305), p38 (sc-29433) et HuR (sc-35619) proviennent de chez Santa 

Cruz Biotechnology.   

Les cellules sont ensemencées dans du milieu DMEM en présence de 5% (v/v) de SVFd en 

plaque 24 puits à raison de 100 000 cellules par puits. Après 24 h, les cellules sont 
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transfectées par différentes concentrations de siRNA duplex à l’aide du réactif de transfection 

GeneEraser (Stratagene). Les complexes siRNA/GeneEraser se forment dans un milieu 

DMEM sans antibiotique et sans sérum selon le protocole du fournisseur. Le siRNA e6 

HPV18 (5 nM) est transfecté pendant 24 h, les siRNA PPARβ (25, 50, 70 ou 100 nM), p38 

(100 nM) et HuR (20 ou 100 nM) pendant 48 h. Après cette période, le milieu de culture 

contenant les siRNA est éliminé et les cellules sont stimulées ou non par le L-165041 pendant 

24 h. 
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Résultats 
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I. Effet du ligand de PPARβ sur l’expression du VEGF-A 

 

Dans une étude précédente, notre équipe a montré que l’activation du PPARβ augmente 

l’expression du VEGF (ARNm et protéine) dans deux lignées cellulaires dérivées de cancer 

de la vessie, la lignée RT4 (représentative d’une tumeur non agressive) et la lignée T24 

(représentative d’une tumeur à haut potentiel métastatique). Pour mettre en évidence la 

régulation de l’expression des ARNm du VEGF, les techniques de northern-blotting et de 

southern-blotting à partir d’ADNc ont été utilisées ; c’est pourquoi, récemment, une technique 

de quantification des transcrits par PCR en temps réel a été mise au point. En effet, en 

utilisant 3 couples d’amorces spécifiques des ARNm des VEGF121, 165 et 189 et une sonde 

Taqman commune, nous avons montré que l’activation du PPARβ augmente l’expression de 

ces 3 isoformes du VEGF dans les cellules RT4 mais aussi dans les cellules T24, confirmant 

de ce fait, les résultats précédemment publiés (Fauconnet et al., 2002). 

A l’heure d’aujourd’hui, les agonistes de PPARβ semblent être des molécules 

prometteuses pour le traitement de maladies associées à un syndrome métabolique et sont en 

cours d’évaluation clinique pour le traitement des dyslipidémies, du diabète de type II ou des 

maladies cardio-vasculaires. Pourtant, ce sont des molécules angiogéniques capables 

d’augmenter l’expression du VEGF dans des cellules dérivées de cancer de la vessie et ce 

quel que soit le phénotype des cellules.  

Le cancer de vessie est un modèle de carcinogenèse non viro-induite. Nous nous sommes 

alors posé la question suivante : qu’en est-il de l’effet des ligands de PPARβ sur l’expression 

du VEGF dans un modèle de carcinogenèse viro-induite tel que le cancer du col de l’utérus ? 

 

Les résultats de cette étude font l’objet d’une publication soumise à « Oncogene » 

présentée p119 et peuvent être résumés comme suit : 

Suite à l’analyse par RT-qPCR de l’expression des différentes isoformes du VEGF-A, nous 

montrons que le L-165041, ligand de PPARβ, augmente le taux des transcrits 121, 165 et 189 

du VEGF dans les cellules HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus, infectées par HPV18 

et exprimant une protéine p53 non mutée (publication, figure 1). 
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Dans ces cellules, le maximum d’expression des différents transcrits est observé avec un 

traitement de 24 h en présence de 25 µM de L-165041. De plus, l’augmentation des ARNm 

du VEGF est corrélée à une augmentation protéique de VEGF. Par contre, dans d’autres 

cellules dérivées de cancer du col de l’utérus telles que les cellules C-33A n’abritant pas 

d’HPV, le ligand n’a aucun effet sur l’expression du VEGF. 

Les cellules HeLa étant infectées par HPV18, nous nous sommes donc interrogés sur le 

rôle potentiel que pourrait jouer l’oncoprotéine virale E6 sur l’action du ligand sur 

l’expression du VEGF. Dans ces cellules, en surexprimant la protéine E6 d’HPV18, suite à la 

transfection d’un plasmide pCG-E6, ou en réprimant l’expression de l’ARNm E6 en utilisant 

une technique d’interférence à l’ARN (siRNA), l’effet du ligand sur l’expression du VEGF 

n’est pas modifié. De plus, lorsqu’on induit l’expression de la protéine E6 dans les C-33A 

(HPV-), suite à la transfection du plasmide pCG-E6, le ligand L-165041 ne modifie pas 

l’expression du VEGF (publication, figure 2). Selon nos résultats, l’oncoprotéine virale E6 

n’intervient pas dans l’effet du L-165041 sur la surexpression du VEGF. De plus, nous avons 

montré que le L-165041 ne modifie pas le taux d’expression des ARNm E6 d’HPV18 dans 

nos cellules. 

Une des différences caractéristiques entre ces 2 types cellulaires est pourtant la présence ou 

non de l’oncoprotéine virale E6. C’est pourquoi, nous nous sommes interrogés sur l’effet du 

ligand sur l’expression du VEGF dans un autre modèle cellulaire de cancer du col de l’utérus, 

la lignée CaSki abritant HPV16. Les résultats obtenus ne sont  pas présentés dans la 

publication mais décrits ci-après. 

Les cellules CaSki ont été stimulées dans les mêmes conditions, c’est-à-dire 25 µM de L-

165041 pendant 24 h. Nous montrons que le ligand ne modifie pas le taux des transcrits des 

isoformes 121, 165 et 189, ni le taux de protéine VEGF dans les milieux conditionnés (Figure 

19). 
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Figure 19 : Analyse, par RT-qPCR et dosage ELISA dans les milieux conditionnés, de l’effet du L-165041, 
ligand de PPARβ sur l’expression du VEGF dans les cellules CaSki. A) Les cellules CaSki ont été traitées 
pendant 24 h avec 25 µM de L-165041. Les ARN totaux ont été extraits puis 3 µg d’ARN ont été soumis à une 
analyse par RT-qPCR ciblant les transcrits des gènes vegf121, vegf165, vegf189 et atp5β (gène de référence). B) 
Les cellules CaSki ont été traitées pendant 24 h avec 25 µM de L-165041 puis les concentrations de VEGF total 
présent dans les milieux conditionnés ont été déterminées par dosage ELISA. Le taux de VEGF obtenu est 

exprimé en pg/ml. 

 

Ces résultats permettent de conclure que la présence de l’oncoprotéine E6 d’HPV18 ou E6 

d’HPV16 dans les cellules, n’intervient pas dans l’effet du L-165041 sur l’expression du 

VEGF.  

Bien évidemment, la présence et la fonctionnalité du récepteur PPARβ ont été vérifiées 

dans les lignées HeLa, CaSki et C-33A, prouvant que les cellules étaient bien sensibles au 

ligand. En effet, ces différentes lignées expriment le récepteur PPARβ et nous avons 

démontré qu’il était bien fonctionnel, suite à la transfection des cellules par un plasmide 

contenant 2 copies de la séquence consensus PPRE placées en amont du gène luciférase. Seul 

les résultats concernant les cellules CaSki sont présentés ci-après ; ceux concernant les 

cellules HeLa et C-33A sont présentés dans la publication (publication, figures 2 (C-33A) & 4 

(HeLa)). Les résultats de l’immunoblot présenté dans la Figure 20 montrent que les cellules 

CaSki expriment PPARβ (les cellules HeLa ont été utilisées comme témoin positif) et que la 

stimulation des cellules par le ligand de PPARβ augmente l’activité luciférase du plasmide 

rapporteur.  

Par conséquent, selon nos résultats, le récepteur PPARβ est bien fonctionnel dans les 3 

types cellulaires dérivés de cancer du col de l’utérus. 
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Figure 20 : Analyse de la présence du récepteur PPARβ par western-blotting et de sa fonctionnalité par 
mesure de l’activité luciférase dans les cellules CaSki. A) Une quantité de 40 µg de protéines provenant de 
cellules CaSki et HeLa et extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transferée sur 
une membrane de PVDF. Cette membrane est ensuite hybridée avec l’anticorps anti-PPARβ (1/200) et anti-β-
actine (1/8000). B) Les cellules CaSki ont été transfectées par un plasmique Cyp2XPal-Luc contenant 2 copie de 
PPRE consensus placées en amont du gène luciférase puis stimulées pendant 24 h par 25 µM de L-165041. Les 
cellules ont été lysées et 20 µl de lysat cellulaire ont été utilisés pour mesurer l’activité luciférase. Cette activité a 
été déterminée en divisant les valeurs arbitraires de luminescence obtenues avec le plasmide rapporteur par les 
valeurs arbitraires de luminescence obtenues avec le plasmide pRL-CMV pour chaque condition expérimentale. 
L’activité luciférase relative est exprimée en Unités Relatives de Luminescence (URL). 

 

Nous nous sommes donc posés la question suivante : pourquoi l’effet du ligand de PPARβ 

sur l’expression du VEGF n’est-il observé que dans les cellules HeLa ? 

Dans les lignées HeLa et C-33A, une des caractéristiques des cellules est que le statut de 

p53 diffère. En effet, les cellules HeLa abritent une protéine p53 sauvage alors que les cellules 

C-33A abritent une p53 mutée. De plus, selon les données de la littérature, p53 est capable de 

contrôler l’expression du VEGF selon le modèle cellulaire étudié. Nous avons donc vérifié 

l’implication potentielle du statut de p53 dans la surexpression du VEGF induite par le L-

165041 dans les cellules HeLa. Les résultats sont présentés dans la publication, figure 3. Par 

immunoblotting, nous avons observé que, dans les cellules HeLa, en plus d’augmenter 

l’expression du VEGF, le L-165041 augmente le taux de protéine p53 ainsi que celui de sa 

cible, la protéine p21. Par contre, lorsque l’activité transcriptionnelle de p53 dans ces cellules 

est inhibée, en utilisant un inhibiteur spécifique, la pifithrine-α, aucune modification de l’effet 

du L-165041 sur l’expression du VEGF n’est observée ; pourtant, p53 n’est plus 

transcriptionnellement active puisqu’elle ne contrôle plus le taux de p21. Ces différents 

résultats nous permettent de conclure que, dans les cellules HeLa, l’oncoprotéine E6 
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d’HPV18 ou la protéine p53 n’interviennent pas dans l’action du ligand de PPARβ sur 

l’expression du VEGF. 

Ce qui a particulièrement retenu notre attention, c’est que lorsque les cellules HeLa sont 

stimulées par le L-165041, nous observons une augmentation du taux de p53 et de p21 et un 

blocage des cellules en phase G0/G1, accompagné d’une diminution du pourcentage de 

cellules en phases S et G2/M (publication, figure 3). Par contre, le ligand n’est pas toxique car 

aucune mort cellulaire par apoptose n’est observée. D’autre part, nous avons montré que 

l’effet du ligand sur l’augmentation de p53 est bien dépendant de la présence du récepteur 

PPARβ, puisqu’en diminuant l’expression de ce dernier par l’utilisation d’un siRNA PPARβ, 

l’effet du L-165041 sur l’augmentation de p53 n’est plus observé.  

Dans ces cellules, le ligand L-165041 augmente l’expression de p53 via son récepteur.  

Par contre, l’effet du ligand sur la surexpression du VEGF ne semble pas faire intervenir le 

récepteur PPARβ (publication, figure 4). En effet, l’association du L-165041 avec des ligands 

du RXR (partenaire d’hétérodimérisation de PPARβ) tels que l’acide 9-cis rétinoïque ou le 

LG10068, ne potentialise aucunement l’effet du L-165041 sur l’induction du VEGF. De plus, 

l’utilisation d’un inhibiteur chimique de l’activité transcriptionnelle du récepteur (GSK0660) 

et de siRNA PPARβ, montre que l’effet du L-165041 sur l’expression du VEGF est 

indépendant de l’activité transcriptionnelle et de la présence du récepteur PPARβ. Ce résultat 

n’est pas spécifique du L-165041. En effet, un autre agoniste de PPARβ, le GW501516, 

augmente lui aussi l’expression des transcrits des 3 isoformes du VEGF et un traitement 

combinatoire associant l’antagoniste GSK0660 au GW501516 ne réprime pas l’effet du 

GW501516.  

Selon nos résultats, le ligand n’agit pas par l’intermédiaire de son récepteur ni par 

l’intermédiaire des récepteurs PPARα et γ (Figure 21). En effet, lorsque les cellules sont 

stimulées par le WY14,643 (ligand de PPARα) ou le BRL49653 (ligand de PPARγ), aucune 

augmentation de l’expression des différentes isoformes du VEGF est observée. D’autre part, 

suite à la transfection des cellules par un plasmide contenant 2 copies de la séquence 

consensus PPRE placées en amont du gène luciférase, la stimulation des cellules par les 

ligands des PPARα et γ n’augmente pas l’activité luciférase du plasmide rapporteur, 

suggérant que les récepteurs PPARα et γ ne sont pas fonctionnels dans les cellules HeLa. 
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Figure 21 : Analyse de l’effet des ligands de PPARα, β et γ sur l’expression du VEGF par RT-qPCR, et de 
sa fonctionnalité par mesure de l’activité luciférase dans les cellules HeLa. A) Les cellules HeLa ont été 
traitées pendant 24 h avec 50 µM de WY14,643, 25 µM de L-165041 et 10 µM de BRL49653, ligands des 
PPARα, β et γ respectivement. Les ARN totaux ont été extraits puis 3 µg d’ARN ont été soumis à une analyse 
par RT-qPCR ciblant les transcrits des gènes vegf121, vegf165, vegf189 et atp5β (gène de référence). B) Les 
cellules HeLa ont été transfectées par un plasmique Cyp2XPal-Luc contenant 2 copie de PPRE consensus 
placées en amont du gène luciférase puis stimulées pendant 24 h avec 50 µM de WY14,643, 25 µM de L-165041 
et 10 µM de BRL49653, ligands des PPARα, β et γ respectivement. Les cellules ont été lysées et 20 µl de lysat 
cellulaire ont été utilisés pour mesurer l’activité luciférase. Cette activité a été déterminée en divisant les valeurs 
arbitraires de luminescence obtenues avec le plasmide rapporteur par les valeurs arbitraires de luminescence 
obtenues avec le plasmide pRL-CMV pour chaque condition expérimentale. L’activité luciférase relative est 
exprimée en Unités Relatives de Luminescence (URL). 

 

Donc, dans les cellules HeLa, nous montrons d’une part, un effet du L-165041 dépendant 

de son récepteur (expression de la p53), et d’autre part, un effet indépendant du récepteur 

PPARβ (expression du VEGF). 

 

Ce qui est à noter, c’est que le ligand L-165041 augmente l’expression de p53, bloque les 

cellules en phase G0/G1 et augmente l’expression du VEGF. Pourtant, le VEGF est un facteur 

qui permet entre autres la prolifération des cellules endothéliales. De plus, selon les données 

de la littérature, le VEGF peut agir sur les cellules tumorales puisque ces dernières expriment 

les récepteurs au VEGF à leur surface. Le VEGF sécrété par les cellules HeLa pourrait donc 

avoir un effet autocrine sur ces cellules.  

Selon nos résultats, les cellules HeLa expriment à leur surface les récepteurs VEGFR-1 et 

VEGFR-2, et le ligand de PPARβ augmente le taux de VEGFR-1 (Figure 22). 
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Figure 22 : Analyse par western-blotting de l’expression des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Une 
quantité de 20 µg de protéines provenant de cellules HeLa, et extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à 
une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite hybridées avec les 

anticorps anti-VEGFR-1 (1/500), anti-VEGFR-2 (1/500) et anti-β-actine (1/8000). 

 

Nous pouvons donc supposer que le VEGF pourrait agir sur les cellules HeLa par une 

boucle autocrine, et au lieu d’induire une prolifération cellulaire, pourrait bloquer les cellules 

en phase G0/G1. 

En effet, il a été décrit que selon le contexte et l’environnement cellulaire, la surexpression 

du VEGF pourrait conduire les cellules à la mort par apoptose, expliquant ainsi ces résultats 

apparemment contradictoires. Cependant, pour conclure sur le rôle du VEGF dans l’arrêt de 

prolifération des cellules HeLa, d’autres expériences seront nécessaires. 

Dans la suite de notre travail, nous avons recherché par quel mécanisme moléculaire 

l’expression du VEGF pouvait être augmentée par le L-165041.  

Après des expériences de transfection des cellules HeLa par un plasmide contenant le 

promoteur du VEGF (- 2279 à + 56) placé en amont du gène luciférase, et par des expériences 

réalisées en présence d’actinomycine D, nous avons montré que le L-165041 n’active pas la 

transcription mais stabilise les messagers du VEGF (publication, figure 5). Dans les cellules 

HeLa, le temps de demi-vie des transcrits des 3 isoformes du VEGF est d’environ 3 h alors 

qu’en présence du ligand, les temps de demi-vie des transcrits des 3 isoformes sont 

augmentés. En effet, ils sont de 10 h pour le VEGF121 et 165 et de plus de 16 h pour le 

VEGF189. 

Selon les données de la littérature, le contrôle de la stabilité des messagers du VEGF est 

souvent le fait de l’activation de voies de signalisation impliquant des protéines kinases, telles 

que la p38 MAPK. D’ailleurs, dans les cellules HeLa, lorsque certaines voies de signalisation 

sont inhibées, en présence du L-165041, seule l’inhibition de la voie impliquant la p38 MAPK 
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diminue l’effet du ligand sur l’expression du VEGF. En effet, lorsque la phosphorylation de la 

protéine p38 est inhibée, l’effet du L-165041 sur la stabilisation des ARNm des différents 

isoformes du VEGF est significativement diminué (publication, figure 6). Nous avons 

confirmé que la protéine p38 était bien impliquée dans cet effet, puisqu’en bloquant son 

expression par la technique d’interférence à l’ARN (siRNA p38 MAPK), l’effet du L-165041 

sur l’augmentation du VEGF est diminué. De plus, lorsque la synthèse de novo de protéines 

est inhibée, par l’utilisation de cycloheximide, l’effet du L-165041 sur l’expression du VEGF 

est inhibé. L’inhibition de l’effet du L-165041 est très rapide puisque 5 minutes d’incubation 

des cellules avec la cycloheximide suffisent. Ces résultats suggèrent l’intervention d’une 

protéine intermédiaire de demi-vie très courte. Cette protéine n’est pas la protéine p38 

puisqu’elle est toujours exprimée alors que l’effet du L-165041 sur le VEGF est inhibé. Nous 

pouvons supposer qu’il s’agit peut-être de la MAPKK2, une protéine kinase nécessaire à la 

phosphorylation de la p38 MAPK. Cependant, d’autres expériences devront être réalisées 

pour confirmer cette hypothèse. 

Selon nos résultats, le L-165041 augmente la stabilité des messagers du VEGF-A, par 

l’intermédiaire de la phosphorylation de la protéine p38. Cette stabilité des transcrits du 

VEGF peut être sous le contrôle de protéines stabilisantes telles que HuR ou de protéines 

déstabilisantes telles que TIS11b. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés au rôle que 

pourrait jouer ces protéines dans l’effet du L-165041 sur l’expression du VEGF. 

Par western-blotting, TIS11b n’a pu être mise en évidence dans notre modèle. Cependant, 

nous avons montré que lorsque l’expression de HuR est inhibée (siRNA HuR), l’effet du 

ligand sur la surexpression du VEGF est significativement diminué (publication, figure 7). De 

plus, en présence du ligand, la protéine HuR s’accumule dans le cytoplasme et son taux 

diminue dans le noyau, et la translocation cytoplasmique de la protéine HuR est diminuée 

lorsque la voie p38 MAPK est inhibée. Ces résultats suggèrent que le L-165041 conduit à la 

phosphorylation de la p38 MAPK, qui facilite la translocation de HuR du noyau vers le 

cytoplasme, où elle pourra stabiliser les ARNm des VEGF121, 165 et 189.  

En résumé, nous avons montré, pour la première fois, que dans un modèle dérivé de cancer 

du col de l’utérus, un ligand de PPARβ augmente le taux de VEGF en augmentant le temps de 

½ vie des messagers du VEGF, et ce, sans l’intervention du récepteur PPARβ.  



- 117 - 

 
 

Selon les données de la littérature, l’acquisition d’un potentiel angiogénique conduit à 

l’acquisition d’un potentiel métastatique, caractérisé entre autre par une modification de 

l’expression de molécules d’adhérence (les cadhérines E et N). 

La question suivante s’est donc posée : puisque le ligand du PPARβ contrôle le taux d’un 

facteur clef de l’angiogenèse, peut-il contrôler l’invasion tumorale en régulant l’expression 

des cadhérines E et N ? Si oui, quel est le rôle du VEGF ? 
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II.  Effet du L-165041 sur l’expression des cadhérines 

1. Distribution des cadhérines E et N 

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence par RT-qPCR et par western-blotting, 

l’expression des cadhérines E et N dans les cellules dérivées de cancer du col de l’utérus (C-

33A, CaSki et HeLa) ou dérivées de cancer de la vessie (RT4 et T24). 

Pour quantifier les taux des différents transcrits des cadhérines E et N dans nos cellules, 

nous avons mis au point une technique de RT-PCR en temps réel, qui permet une analyse 

quantitative de l’expression des gènes, en utilisant la technologie Taqman ciblant les 

cadhérines E et N. Grâce à la détermination des conditions optimales de PCR (choix des 

couples d’amorces et de la sonde, concentrations des amorces et de la sonde, cycles de 

température, nombre de cycles de PCR…), nous avons développé une méthode de 

quantification relative des ARNm de la cadhérine E et de la cadhérine N, précise, 

reproductible et sensible.  

Suite à l’analyse par RT-qPCR, nous avons montré d’une part, que les cellules C-33A 

n’expriment aucun des transcrits des cadhérine E et N, que les cellules CaSki expriment 

l’ARNm de la cadhérine E et faiblement l’ARNm de la cadhérine N et que les cellules HeLa 

n’expriment pas l’ARNm de la cadhérine E mais l’ARNm de la cadhérine N. D’autre part, 

que les cellules RT4 expriment l’ARNm de la cadhérine E mais pas celui de la cadhérine N et 

à l’inverse, que les cellules T24 n’expriment pas l’ARNm de la cadhérine E mais celui de la 

cadhérine N (Figure 23). 
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Figure 23 : Analyse par RT-qPCR de l’expression de la cadhérine E et de la cadhérine N.  Les ARN totaux 
de cellules C-33A, CaSki et HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus et  de cellules RT4 et T24, dérivées de 
cancer de la vessie ont été extraits. Trois µg d’ARN ont été soumis à une RT-qPCR ciblant les transcrits des 

gènes cadhérine E, cadhérine N et atp5β (gène de référence). 

Par une technique de western-bloting, nous avons ensuite montré une corrélation entre la 

quantité des ARNm et celle des protéines cadhérines E et N (Figure 24).  

 

Figure 24 : Analyse par western-blotting de l’expression de la cadhérine E et de la cadhérine N. Une 
quantité de 10 µg de protéines de cellules C-33A, CaSki et HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus et de 
cellules RT4 et T24, dérivées de cancer de la vessie, extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une 
électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite hybridées avec les 
anticorps anti-cadhérine E (1/1000), anti-cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000).  

 

Nous nous sommes ensuite posés la question suivante : est-ce que le ligand de PPARβ (L-

165041) régule l’expression des cadhérines E et N dans nos différents modèles cellulaires ? 

2. Effet du L-165041 sur l’expression des cadhérines E et N 

Les différents modèles cellulaires ont été traités ou non pendant 24 h par 25 µM de L-

165041. Après extraction des ARN, nous avons quantifié les transcrits des cadhérines E et N 

par RT-qPCR. Les résultats sont présentés sous forme d’histogramme dans la Figure 25.   
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Figure 25 : Analyse par RT-qPCR de l’effet du L-165041 sur l’expression des transcrits de la cadhérine E 
et de la cadhérine N.  Les cellules C-33A, CaSki et HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus et RT4 et T24, 
dérivées de cancer de la vessie ont été traitées pendant 24 h par 25 µM de L-165041 puis les ARN totaux ont été 
extraits. Trois µg d’ARN ont été soumis à une analyse par RT-qPCR ciblant les transcrits des gènes cadhérine E, 

cadhérine N et atp5β (gène de référence). 

Pour les cellules C-33A, qui n’expriment aucune des 2 cadhérines, le traitement par le L-

165041 ne ré-induit pas l’expression des transcrits des cadhérines.  

Pour les cellules CaSki, qui expriment beaucoup plus de cadhérine E que de cadhérine N, 

le traitement par le L-165041 ne modifie pas la quantité d’ARNm des cadhérines. 

En ce qui concerne les cellules HeLa, qui expriment uniquement la cadhérine N, le taux 

des transcrits n’est pas modifié suite au traitement par le L-165041. 

Par contre, dans les cellules RT4, le traitement par le L-165041 augmente la quantité des 

transcrits de la cadhérine E.  

Et dans les cellules T24, suite au traitement par le L-165041, la quantité d’ARNm de la 

cadhérine N est diminuée.  

 

Les  résultats obtenus suite à l’analyse des ARNm des cadhérines ont été corrélés au 

niveau protéique par un western-blotting (Figure 26). En effet, aucune modification de la 

quantité des cadhérines n’est observée suite à la stimulation des cellules issues de cancer de 

col de l’utérus par le L-165041. Par contre, dans les cellules RT4, le taux de la cadhérine E est 

augmenté suite au traitement par le L-165041 et dans les cellules T24, le taux de cadhérine N 

est diminué. 
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Figure 26 : Analyse par western-blotting de l’effet du L-165041 sur l’expression de la cadhérine E et de la 
cadhérine N. Les cellules C-33A, CaSki et HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus et de cellules RT4 et 
T24, dérivées de cancer de la vessie ont été traitées pendant 24 h par 25 µM de L-165041. Une quantité de 10 µg 
de protéines, extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transférée sur des 
membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-cadhérine E (1/1000), anti-

cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000). 

 

Nous montrons que le ligand de PPARβ est capable de réguler la quantité de cadhérine N 

dans les cellules T24. Ce résultat est particulièrement intéressant. En effet, le comportement 

des cellules T24 peut mimer celui d’une tumeur de vessie agressive à haut potentiel 

métastasique. En effet, les cellules T24 ont la capacité de proliférer rapidement, la possibilité 

de migrer et sont résistantes à des inducteurs d’apoptose. De plus, les cellules T24 expriment 

la cadhérine N et des études antérieures dans notre laboratoire ont montré que la cadhérine N 

était un marqueur de progression des tumeurs de vessie. 

A l’heure d’aujourd’hui, il est bien établi que les ligands de PPARβ interviennent dans la 

différenciation cellulaire. C’est pourquoi, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle, il serait 

possible de bloquer la capacité invasive des cellules T24 en diminuant l’expression de la 

cadhérine N par un traitement avec le L-165041.  

D’ores et déjà, nous avons montré que le taux de cadhérine N dans ces cellules, peut être 

contrôlé par le ligand de PPARβ. Il nous semble donc nécessaire de mieux comprendre le 

mécanisme moléculaire mis en jeu dans la régulation de cette cadhérine. 

C’est pourquoi, les cellules T24 ont été stimulées pendant 24 h par des doses croissantes de 

L-165041 puis l’expression de la cadhérine N a été étudiée par western-blotting (Figure 27). 

Une diminution du taux de la cadhérine N n’est observée qu’à partir d’une concentration de 

25 µM de L-165041. 
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Figure 27 : Analyse par western-blotting de l’effet de concentrations croissantes de L-165041 sur 
l’expression de la cadhérine N. Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes 
de L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 µM). Une quantité de 10 µg de protéines, extraites à l’aide du tampon Ripa, est 
soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite 

hybridées avec les anticorps anti-cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000). 

 

La quantité de protéine cadhérine N est diminuée suite à un traitement par 25 µM de L-

165041 : qu’en est-il de la quantité des transcrits ? 

Les cellules T24 ont été stimulées ou non 24 h par 10 et 25 µM de L-165041. L’expression 

des transcrits de la cadhérine N a été analysée par RT-qPCR et le taux d’expression de ces 

transcrits a été représenté sous forme d’histogramme (Figure 28). Comparativement au 

témoin, une diminution d’environ 50 % du taux des transcrits de la cadhérine N est obtenue à 

partir d’une concentration de 25 µM de ligand.  

 

Figure 28 : Analyse par RT-qPCR de l’effet de différentes concentrations de L-165041 sur l’expression 
des transcrits de la cadhérine N. Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par deux concentrations de L-
165041 (10 et 25 µM) puis les ARN totaux ont été extraits. Trois µg d’ARN ont été soumis à une analyse par 

RT-qPCR ciblant les transcrits des gènes cadhérine E, cadhérine N et atp5β (gène de référence). 

 

Vraisemblablement, il est nécessaire d’utiliser une concentration de 25 µM de L-165041 

pour obtenir une diminution de la quantité d’ARNm et de protéine cadhérine N. Nous avons 

ensuite déterminé si des voies de signalisation intracellulaires impliquant des protéines 
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kinases intervenaient dans l’effet du L-165041 sur la régulation de l’expression de la 

cadhérine N. 

3. Voies de signalisation intracellulaires impliquées dans l’effet du L-165041 

sur l’expression de la cadhérine N 

Les cellules T24 ont donc été traitées 24 h par 25 µM de L-165041 seul ou en association 

avec des inhibiteurs de voies de signalisation intracellulaires tels que le SB203580 (inhibiteur 

de la voie p38 MAPK, 20 µM), le PD98059 (inhibiteur de la voie ERK1/2, 20 µM), la 

wortmannin (inhibiteur de la voie PI3K, 10 µM) et la rapamycine (inhibiteur de la voie 

Akt/mTOR, 10 µM). Le taux de cadhérine N a ensuite été analysé par western-blotting 

(Figure 29). 

 

Figure 29 : Analyse par western-blotting de l’effet d’inhibiteurs de voies de signalisation sur la diminution 
de l’expression de la cadhérine N induite par le L-165041. A) Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h 
par 25 µM de L-165041, seul ou en association avec 20 µM de SB203580 (inhibiteur de la voie p38 MAPK), ou 
20 µM de PD98059 (inhibiteur de la voie ERK1/2 MAPK). B) Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par 
25 µM de L-165041, seul ou en association avec 10 µM de wortmannin (inhibiteur de la voie PI3K), ou 10 µM 
de rapamycine (inhibiteur de la voie Akt/mTOR). A-B) Une quantité de 10 µg de protéines, extraites à l’aide du 
tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes 
sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000). 

 

L’association des inhibiteurs SB203580, PD98059 et wortmannin avec le L-165041, ne 

perturbe pas l’effet inhibiteur de l’agoniste de PPARβ sur le taux de cadhérine N. Par contre, 

en présence de rapamycine, le ligand de PPARβ ne diminue plus le taux de cadhérine N 
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comparativament au témoin rapamycine. Par contre, lorsque les cellules T24 sont mises en 

présence de rapamycine seule, nous observons un taux moins important de cadhérine N 

comparativement à celui obtenu lorsque les cellules sont incubées avec le solvant, ce qui 

laisse supposer que la rapamycine agit sur le taux basal de l’expression de la cadhérine N et 

que la rapamycine n’interviendrait pas sur l’effet du ligand L-165041 sur l’expression de la 

cadhérine N. Ces résultats suggèrent que seule la voie Akt/mTOR est impliquée dans le 

contrôle de l’expression de la cadhérine N et que l’effet du L-165041 sur la diminution de 

l’expression de la molécule d’adhérence ne fait pas intervenir les voies de signalisation 

ERK1/2, p38 MAPK et PI3K. 

 

 

4. L’effet du L-165041 est-il dépendant de l’activité du récepteur PPARβ ?  

Pour déterminer si l’effet du L-165041 est dépendant de l’activation transcriptionnelle du 

récepteur, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de PPARβ (GSK0660). 

Les cellules T24 ont été traitées par le L-165041, seul ou en association avec 10 µM de 

GSK0660, un antagoniste du récepteur PPARβ. L’expression de la cadhérine N a été analysée 

par western-blotting (Figure 30).  

 

Figure 30 : Analyse par western-blotting de l’effet d’un antagoniste de PPARβ sur la diminution de 
l’expression de la cadhérine N par le L-165041. Les cellules T24 ont été traitées ou non 24 h par 25 µM de L-
165041, seul ou en association avec 10 µM de GSK0660. Une quantité de 10 µg de protéines, extraites à l’aide 
du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes 

sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000). 

 

En présence de 25 µM de L-165041, la quantité de cadhérine N diminue comparativement 

à celle observée dans le témoin confirmant nos résultats précédents. Cependant, l’association 

de l’antagoniste de PPARβ avec le L-165041 ne perturbe par l’effet de L-165041 sur le taux 
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de protéine suggérant un effet de l’agoniste sur l’expression de la cadhérine N indépendant de 

l’activation transcriptionnelle du récepteur PPARβ.  

Bien évidemment, l’efficacité de l’antagoniste GSK0660 a été testée. Pour cela, dans les 

cellules T24, nous avons contrôlé l’efficacité du récepteur PPARβ sur le contrôle de 

l’expression de l’une de ces cibles, la A-FABP (Adipocyte-Fatty Acid Binding Protein). 

 

Les cellules T24 ont été traitées 24 h par différentes concentrations de ligand, et 

l’expression des transcrits et de la protéine A-FABP a été étudiée par RT-qPCR et par 

western-blotting (Figure 31). 

 

Figure 31 : Analyse de l’effet de concentrations croissantes de L-165041 sur l’expression de la A-FABP. 
Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes de L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 
µM). A) Une quantité de 15 µg de protéines, extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse 
puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-A-
FABP (1/1000) et anti-β-actine (1/8000). B) Trois µg d’ARN totaux extraits ont été soumis à une RT-qPCR 
ciblant les transcrits des gènes a-fabp et atp5β (gène de référence). 

 

Une augmentation du taux de la protéine mais aussi de la quantité d’ARNm A-FABP est 

observée quelle que soit la concentration de L-165041 utilisée (Figure 30). Cette protéine est 

bien régulée par le ligand agoniste de PPARβ, et cet effet est bien dépendant du récepteur 

PPARβ puisque l’association de l’antagoniste GSK0660 avec le ligand L-165041 bloque 

l’effet du ligand sur l’augmentation de l’expression de la A-FABP (Figure 32).  
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Figure 32 : Analyse par western-blotting de l’effet d’un antagoniste de PPARβ sur la surexpression de la 
A-FABP par le L-165041. Les cellules T24 ont été traitées ou non 24 h par 25 µM de L-165041, seul ou en 
association avec 10 µM de GSK0660. Une quantité de 15 µg de protéines, extraites à l’aide du tampon Ripa, est 
soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite 

hybridées avec les anticorps anti-A-FABP (1/1000) et anti-β-actine (1/8000). 

Cette expérience confirme l’efficacité de l’antagoniste, ce qui nous permet de conclure que 

l’effet du L-165041 sur l’expression de la cadhérine N est indépendant de l’activité 

transcriptionnelle du récepteur PPARβ. 

Afin de vérifier que la diminution du taux de cadhérine N, due à la stimulation par le 

ligand de PPARβ, n’est pas le résultat d’une toxicité du produit, nous avons analysé par 

cytométrie en flux le pourcentage de cellules en sub-G1. 

5. Analyse par cytométrie de flux de l’effet du L-165041 sur le cycle 

cellulaire des cellules T24 

Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h en absence ou en présence de concentrations 

croissantes de L-165041. Après un marquage à l’iodure de propidium, les cellules ont été 

analysées par cytométrie en flux (Figure 33).  

 

Figure 33 : Analyse par cytométrie de flux de l’effet de concentrations croissantes de L-165041 sur la mort 
cellulaire des cellules T24. Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes de 

L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 µM) et analysées par cytométrie de flux après un marquage à l’iodure de propidium. 
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Quelle que soit la concentration de L-165041 utilisée, aucune mort cellulaire n’est 

observée. En effet, il n’y a pas d’augmentation du pourcentage de cellules en sub-G1. En 

revanche, le traitement par des doses croissantes de L-165041 entraîne une augmentation du 

pourcentage de cellules en phase G0/G1 comparativement aux cellules témoins. Ce résultat 

est associé à une diminution du pourcentage de cellules en phase S attestant d’une diminution 

de la synthèse d’ADN (Figure 34). 

 

Figure 34 : Analyse par cytométrie de flux de l’effet de concentrations croissantes de L-165041 sur le cycle 
cellulaire des cellules T24. Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes de 

L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 µM) et analysées par cytométrie de flux après un marquage à l’iodure de propidium. 

 

Ces résultats suggèrent que le traitement par le L-165041 provoque l’arrêt des cellules T24 

en phase G0/G1 donc l’arrêt de leur prolifération mais n’induit pas la mort de ces cellules. Ce 

résultat est particulièrement intéressant. En effet, comme dans le cas des cellules HeLa, 

dérivées de cancer du col de l’utérus, le ligand L-165041 provoque un arrêt des cellules T24, 

dérivées de cancer de la vessie, en phase G0/G1 alors qu’il augmente l’expression du VEGF, 

mais à la différence des cellules HeLa, le ligand diminue l’expression de la cadhérine N. 

Etant donné que le VEGF peut réguler l’expression de certaines molécules d’adhérence et 

intervenir dans le processus de TEM, nous nous sommes posés la question suivante : la 

diminution de l’expression de la cadhérine N observée suite au traitement par le ligand est-

elle la conséquence de la surexpression du VEGF dans les milieux conditionnés ? 
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6. Rôle du VEGF dans l’effet du L-165041 sur l’expression des cadhérines E 

et N 

Dans un premier temps, nous avons déterminé si nos lignées dérivées de cancer de la vessie 

exprimaient les récepteurs au VEGF, condition pour que le VEGF agisse de façon autocrine 

sur les cellules. 

6.1.  Expression des récepteurs au VEGF dans les cellules RT4 et T24 

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées pendant 24 h par 25 µM de L-165041 puis 

l’expression des récepteurs au VEGF, le VEGF-R1 et le VEGF-R2, a été étudiée par western-

blotting (Figure 35). 

 

Figure 35 : Analyse par western-blotting de l’expression des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Une 
quantité de 20 µg de protéines de cellules RT4 et T24, dérivées de cancer de la vessie extraites à l’aide du 
tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes 
sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-VEGFR-1 (1/500), anti-VEGFR-2 (1/500) et anti-β-actine 

(1/8000). 

 

Vraisemblablement, selon nos résultats, les cellules T24 expriment les VEGFR-1 et 

VEGFR-2 alors que les cellules RT4 expriment uniquement le VEGFR-2. Ces résultats sont 

en faveur d’une boucle autocrine du VEGF. Par contre, la stimulation par le L-165041 ne 

modifie pas le taux des récepteurs au VEGF, contrairement à ce que nous avons observé pour 

les cellules HeLa. 

Selon un certain nombre d’études, le VEGF, par l’intermédiaire de l’activation de ces 

récepteurs contrôlerait l’expression de certaines molécules d’adhérence. C’est pourquoi, nous 

avons émis l’hypothèse selon laquelle le VEGF régulerait l’expression des cadhérines E et N 

dans nos modèles de cancer de la vessie. 
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6.2.  Effet du VEGF exogène sur l’expression des cadhérines E et N 

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées par différentes concentrations de VEGF exogène 

puis une analyse de l’expression des cadhérines E et N par RT-qPCR a été réalisée (Figure 

36). 

 

 

Figure 36 : Analyse par RT-qPCR de l’effet du VEGF sur l’expression des transcrits de la cadhérine E et 
de la cadhérine N. Les cellules RT4 et T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes de 
VEGF exogène puis les ARN totaux ont été extraits. Trois µg d’ARN ont été soumis à une analyse par RT-qPCR 

ciblant les transcrits des gènes cadhérine E, cadhérine N et atp5β (gène de référence).  

 

Lorsque les cellules RT4 et T24 ont été stimulées par différentes concentrations de VEGF 

exogène, aucune modification de l’expression des transcrits de la cadhérine E et de la 

cadhérine N n’a été observée. Par contre, lorsque l’expression des protéines a été étudiée par 

western-blotting, nous avons observé un effet du VEGF exogène sur l’expression des 

cadhérines E et N (Figure 37).  
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Figure 37 : Analyse par western-blotting de l’effet du VEGF sur l’expression de la cadhérine E et de la 
cadhérine N. Les cellules RT4 et T24 ont été traitées pendant 24 h par des concentrations croissantes de VEGF 
exogène. Une quantité de 10 µg de protéines, extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse 
puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-

cadhérine E (1/1000), anti-cadhérine N (1/2000) et anti-β-actine (1/8000). 

 

Dans les cellules RT4, l’expression de la cadhérine E diminue à partir d’une concentration 

de 50 ng/ml de VEGF. Par contre, dans les cellules T24, l’expression de la cadhérine N est 

augmentée à partir d’une concentration de 10 ng/ml de VEGF. L’expression de la cadhérine 

N, pour les cellules RT4, et de la cadhérine E, pour les cellules T24, n’est pas induite suite à 

la stimulation par le VEGF exogène. 

Finalement, le L-165041 a un effet opposé à celui du VEGF sur l’expression des 

cadhérines. Par exemple, dans les cellules T24, le L-165041 diminue l’expression de la 

cadhérine N alors que le VEGF exogène augmente son expression. C’est pourquoi, nous 

avons étudié l’effet de l’association de ces 2 molécules sur l’expression des cadhérines. 

6.3.  Effet de l’association du L-165041 et du VEGF sur l’expression des 

cadhérines E et N 

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées 24 h par 25 µM de L-165041, seul ou en 

association avec 100 ng/ml de VEGF exogène pour les cellules RT4 et 50 ng/ml pour les 

cellules T24. L’effet du co-traitement sur l’expression des cadhérine E et N a ensuite été 

étudié par western-blotting (Figure 38).  
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Figure 38 : Analyse par western-blotting de l’effet du co-traitement VEGF + L-165041 sur l’expression de 
la cadhérine E et de la cadhérine N. Les cellules RT4 ont été traitées pendant 24 h par 25 µM de L-165041, 
seul ou en association avec 100 ng/ml de VEGF exogène. Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h par 25 
µM de L-165041, seul ou en association avec 50 ng/ml de VEGF exogène. Une quantité de 10 µg de protéines, 
extraites à l’aide du tampon Ripa, est soumise à une électrophorèse puis transférée sur des membranes de PVDF. 
Ces membranes sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-cadhérine E (1/1000), anti-cadhérine N (1/2000) et 

anti-β-actine (1/8000). 

 

Dans les cellules RT4, la stimulation par le L-165041 augmente le taux de cadhérine E. 

Cependant, l’association du VEGF exogène avec le L-165041 bloque l’effet du L-165041 sur 

l’augmentation du taux de cadhérine E. De façon similaire, dans les cellules T24, le L-165041 

diminue le taux de cadhérine N. Cependant, l’association du VEGF exogène avec le L-

165041 bloque l’effet inhibiteur de l’agoniste de PPARβ sur l’expression de la cadhérine N.  

Selon nos résultats, l’effet du L-165041 sur la régulation du taux de cadhérine E ou N est 

inhibé par la présence d’une forte concentration de VEGF. Pourtant, le L-165041 augmente 

l’expression des isoformes VEGF121, 165 et 189 dans des cellules RT4 et T24 et régule 

toujours l’expression des cadhérines E dans les cellules RT4 et N dans les cellules T24. Nous 

pouvons supposer que le taux de VEGF sécrété suite à la stimulation par le L-165041 n’est 

pas suffisant pour contrecarrer l’effet du VEGF exogène sur l’expression des cadhérines. 

Nous pouvons aussi imaginer que, dans notre modèle, quelque chose empêche le VEGF 

sécrété sous l’action du L-165041, d’activer ses récepteurs. En effet, des formes anti-

angiogéniques VEGFxxxb ont été décrites ; elles pourraient empêcher l’action des formes 

VEGFxxx sur la régulation de l’expression des cadhérines et pourraient expliquer pourquoi le 

VEGF sécrété ne contrecarre pas l’effet du L-165041 sur l’expression des cadhérines. 

Cellules RT4

Cad N

Cad E

β-actine

Cellules T24

Témoin VEGF Témoin VEGF

+ L-165041

Témoin VEGF Témoin VEGF

+ L-165041



- 185 - 

 
 

C’est pourquoi, nous avons étudié si le L-165041 régulait l’expression d’isoformes anti-

angiogéniques VEGFxxxb. 

6.4. Effet du L-165041 sur l’expression du VEGF165b 

En effet, nous nous sommes intéressés à l’effet du L-165041 sur l’expression d’une 

isoforme anti-angiogénique, le VEGF165b. Pour ce faire, nous avons mis au point une 

technique de RT-PCR en temps réel spécifique de cette isoforme, en utilisant la technologie 

SybrGreen. Pour être discriminant entre le VEGF165 et VEGF165b, nous avons choisi une 

amorce anti-sens ciblant la jonction des exons 7/8a, pour la PCR spécifique du VEGF165 et 

ciblant la jonction 7/8b, pour la PCR spécifique du VEGF165b (Figure 39). 

 

Figure 39 : Position des amorces pour la quantification spécifique des transcrits des isoformes du 
VEGF165 et VEGF165b. 

 

Les conditions optimales (concentration d’amorces, conditions de PCR) ont été 

déterminées pour ces 2 PCR et la spécificité des amorces pour l’amplification de ces 2 

isoformes a été vérifiée par séquençage. Ces RT-qPCR ont ensuite été réalisées sur 3 µg 

d’ARN totaux extraits de cellules T24, stimulées ou non 24 h par 25 µM de L-165041 (Figure 

40).  
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Figure 40 : Analyse par RT-qPCR de l’effet du L-165041 sur l’expression des transcrits du VEGF165 et 
VEGF165b.  Les cellules T24, dérivées de cancer de la vessie ont été traitées pendant 24 h par 25 µM de L-
165041 puis les ARN totaux ont été extraits. Trois µg d’ARN ont été soumis à une analyse par RT-qPCR ciblant 

les transcrits des gènes vegf165, vegf165b et atp5β (gène de référence). 

 

Selon nos résultats, le L-165041 augmente d’un facteur 11 le transcrit de l’isoforme 

VEGF165 et d’un facteur 10 le transcrit de l’isoforme VEGF165b.  

Vraisemblablement, dans les cellules T24, le ligand contrôle aussi l’expression du transcrit 

du VEGF165b. Ce résultat est particulièrement intéressant lorsque l’on sait que cette isoforme 

à une action anti-angiogénique. Pour vérifier cette hypothèse selon laquelle les formes 

VEGFxxxb peuvent être synthétisées et sécrétées par les cellules T24, empêchant ainsi 

l’activité des VEGFxxx (Bates et al., 2002), d’autres expériences devront être réalisées et il 

sera particulièrement intéressant d’étudier les différents mécanismes moléculaires mis en jeu 

dans la régulation de cette isoforme par le ligand de PPARβ, afin de déterminer si le ligand 

régule l’expression de l’isoforme anti-angiogénique de la même façon que l’isoforme 

angiogénique. 
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Avec environ 357 000 nouveaux cas en France en 2010, le cancer est un véritable enjeu de 

santé publique. La principale cause de complications, d’échecs thérapeutiques et de décès est 

la formation de métastases. La dissémination des cellules cancéreuses repose entre autres sur 

la mise en place du processus angiogénique et l’acquisition par les cellules tumorales d’un 

phénotype invasif. C’est pourquoi, il est nécessaire d’identifier des marqueurs moléculaires de 

progression permettant de cartographier la tumeur afin d’adapter la thérapeutique 

précocément en fonction de chaque patient. Comme nous l’avons décrit précédemment, nous 

nous sommes intéressés à deux marqueurs biologiques, le VEGF, facteur clef de 

l’angiogenèse et les cadhérines E et N, qui sont des protéines impliquées dans l’adhérence 

cellulaire. 

D’ailleurs, des travaux antérieurs de notre équipe ont montré que le VEGF et la cadhérine 

N sont des marqueurs de progression des tumeurs urothéliales (Lascombe et al., 2006 ; 

Fauconnet et al., 2009). D’autre part, l’expression de ces marqueurs biologiques est dérégulée 

lors de l’acquisition du phénotype angiogénique et invasif de la tumeur. C’est pourquoi, au 

cours de ce travail de thèse, nous nous sommes attachés à mieux comprendre les mécanismes 

de régulation de ces marqueurs, et à déterminer si, des récepteurs nucléaires de la famille de 

PPAR, sont capables de contrôler leur expression. 

 

Les PPAR sont des facteurs de transcription ligand-dépendants impliqués dans de 

nombreuses fonctions physiologiques telles que le métabolisme lipidique et glucidique ainsi 

que dans certaines pathologies telles que le diabète, l’obésité ou le cancer. Parmi ces 

récepteur, c’est le PPARβ qui a retenu notre attention ; d’ailleurs, à l’heure d’aujourd’hui, des 

agonistes spécifiques de ce récepteur sont en cours d’évaluation clinique dans le traitement de 

pathologies associées à des désordres métaboliques.  

Cependant, d’après les données de la littérature, le rôle du PPARβ dans la carcinogenèse et 

dans l’angiogenèse n’est pas encore élucidé. En effet, soit PPARβ a une action protumorale 

(Park et al., 2001 ; Glinghammar et al., 2003 ; Pedchenko et al., 2008), soit il a une action 

antitumorale (Marin et al., 2006 ; Fukumoto et al., 2005, Bility et al., 2008).  

De plus, PPARβ favoriserait l’angiogenèse ou n’interviendrait pas dans le processus 

angiogénique (Abdollahi et al., 2007 ; Muller-brusselbach et al., 2007b). La surexpression du 

VEGF par l’activation de PPARβ a été montrée dans le cancer du côlon (wang et al., 2006a ; 
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Rohrl et al., 2011), dans le cancer du sein et de la prostate (Stephen et al., 2004). D’ailleurs, 

dans un travail antérieur, notre équipe a montré, à partir de cellules dérivées de cancer de la 

vessie, que le VEGF est contrôlé par les récepteurs PPAR, en particulier l’isotype PPARβ 

(Fauconnet et al., 2002). Par contre, à partir de cellules dérivées de cancer du côlon, HT29, 

HCT119 et LS174T, il a été montré que l’activation de PPARβ ne contrôlait aucunement 

l’expression du VEGF (Hollingshead et al., 2007a). 

A notre connaissance, aucune étude dans la littérature n’a décrit d’effet du PPARβ sur 

l’expression du VEGF dans des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. Dans ce travail, 

et ce pour la première fois dans des lignées dérivées du cancer du col de l’utérus, nous 

montrons que le ligand L-165041, agoniste de PPARβ, régule l’expression de 3 isoformes du 

VEGF, le VEGF121, 165 et 189, uniquement dans la lignée HeLa, infectée par un HPV18. Ce 

ligand n’a aucun effet sur la régulation du VEGF dans les lignées C-33A (HPV-) et CaSki 

(HPV16+). Le cancer du col de l’utérus est la conséquence de la persistance d’une infection 

par un HPV à haut risque (zur Hausen, 1999). Dans ces cellules, l’oncoprotéine virale E6 

contrôle la dégradation de p53 (Scheffner et al., 1993)  et cette protéine virale interfère aussi 

dans la régulation de l’expression de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF (Lopez-

Ocero et al., 2000 ; Clere et al., 2007). La protéine p53 a un rôle de gardien du génome mais 

pas seulement. En effet, cette protéine pourrait inhiber les fonctions des récepteurs nucléaires 

ER, AR et TR (Liu et al., 1999 ; Shenk et al., 2001 ; Bhat et al., 1997). De plus, la protéine 

E6 d’HPV18 est un corégulateur transcriptionnel de certains récepteurs nucléaires, mais 

contrairement à p53, elle serait un co-activateur de leur activité transcriptionnelle (Wang et 

al., 2003).  

Nous nous sommes posés la question suivante : les protéines E6 et p53 peuvent-elles 

intervenir dans l’effet du ligand de PPARβ sur l’expression du VEGF ? Dans notre étude, 

nous montrons sans ambiguïté que la protéine E6 et que l’activité transcriptionnelle de p53 

n’ont aucun rôle à jouer dans l’augmentation de l’expression du VEGF suite à la stimulation 

par l’agoniste de PPARβ.  

Dans les différentes lignées dérivées de cancer du col de l’utérus que nous avons utilisées, 

nous avons montré que le récepteur PPARβ était présent et bien fonctionnel. Par contre, la 

régulation de l’expression du VEGF par le L-165041 n’est pas dépendante de la 

transactivation du récepteur PPARβ. En effet, l’absence de potentialisation de l’action du 
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ligand de PPARβ par un ligand de RXR, nous a permis de supposer que le complexe 

RXR/PPARβ n’intervenait pas sur la régulation du VEGF. De plus, en utilisant d’autres 

techniques (inhibiteur de l’activité transcriptionnelle du PPARβ, et invalidation de 

l’expression de PPARβ), nous avons montré que l’effet du L-165041 sur l’expression du 

VEGF ne fait pas intervenir le récepteur PPARβ, ce qui revient à dire que l’agoniste de 

PPARβ augmente l’expression du VEGF par un mécanisme autre que l’activation du 

récepteur PPARβ. 

Quelques études ont montré que les ligands des récepteurs PPARα et γ agissent par un 

mécanisme indépendant de leur récepteur. Par exemple, un agoniste spécifique de PPARα 

induit l’expression de gènes dans des cellules qui, pourtant n’expriment pas le récepteur 

PPARα (Pauley et al., 2002). La ciglitazone et la troglitazone, deux ligands spécifiques de 

PPARγ, inhibent la croissance cellulaire des cellules PPARγ+/+ et des cellules PPARγ-/- 

(Palakurthi et al., 2001). Ces résultats suggèrent que dans ces cellules, les ligands ont une 

action biologique indépendante de la présence de leur récepteur. L’effet de ces ligands serait 

permis grâce à l’activation des voies de signalisation impliquant les protéines kinases ERK 

(extracellular signal regulated kinase), p38 MAPK, JNK (c-jun N-terminal kinase) et ERK-5 

(Gardner et al., 2005). Vraisemblablement, la phosphorylation des protéines kinases serait 

dûe à l’intervention de récepteurs membranaires tels que EGFR ou au calcium intracellulaire 

dont l’accumulation déclencherait l’activation de nombreuses protéines kinases. D’ailleurs, la 

ciglitazone et la troglitazone contrôlent le taux de calcium intracellulaire puisqu’elles 

permettent sa libération à partir du réticulum endoplasmique. L’augmentation de calcium dans 

le cytoplasme va initier un stress oxydatif qui va conduire à l’activation de protéines kinases 

dont la JNK ou la p38 MAPK (Palakurthi et al., 2001). 

Par contre, à notre connaissance, des effets du ligand de PPARβ indépendants du récepteur 

ont été peu décrits dans la littérature. Nous pouvons citer quelques exemples. Dans des 

cellules épithéliales dérivées de cancer du côlon, le GW501516, ligand de PPARβ, diminue 

significativement la prolifération de ces cellules alors que ces dernières ne possèdent pas de 

récepteur PPARβ (Matthiessen et al., 2005). De plus, l’extinction de l’expression de PPARβ 

dans des kératinocytes n’empêche pas l’effet du L-165041, sur la régulation de l’expression 

du VEGF (Schiefelbein et al., 2008). D’autres expériences seront nécessaires pour élucider le 

mécanisme moléculaire mis en jeu par le L-165041 pour contrôler l’expression du VEGF. 
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Cependant, nous pouvons, d’ores et déjà, affirmé que ce ligand n’utilise pas les récepteurs 

PPARα et γ puisque ces derniers ne sont pas fonctionnels dans les cellules HeLa. 

Dans le promoteur humain du VEGF à la position -443 bp, une séquence PPRE a été 

identifiée (Peeters et al., 2005). Pourtant, lors de nos expériences de transfection d’un 

plasmide contenant la totalité du promoteur du VEGF, aucun effet du L-165041 sur 

l’activation de ce promoteur n’a été observé, suggérant que l’effet du L-165041 n’intervient 

pas au niveau de la transcription du gène vegf. De plus, nous avons démontré qu’en présence 

de l’actinomycine D, le ligand stabilise les ARNm des différentes isoformes du VEGF. Un 

certain nombre de protéines ont été décrites comme intervenant dans la stabilisation des 

messagers du VEGF (Pages et al., 2000). D’ailleurs, dans notre modèle, nous avons montré 

que la voie de signalisation impliquant la p38 MAPK intervenait dans la stabilisation des 

ARNm du VEGF induite par le L-165041.  

 

Selon les données de la littérature, les protéines RBP (RNA binding protein) stabilisent des 

ARNm présentant des séquences riches en A et U dans la région 3’UTR des gènes (Levy et 

al., 1996). Parmi ces protéines, il y a les protéines HuR qui ont un rôle dans la stabilisation 

des ARNm (Levy et al., 1998) et les protéines TTP (Tristetraproline) qui ont un rôle dans la 

dégradation des ARNm  (Lai et al., 1999).  

Dans nos différentes lignées cellulaires, suite à une analyse par western-blotting, nous 

n’avons pas observé d’expression de TTP ; ce résultat peut s’expliquer par le fait que dans les 

cellules tumorales, l’expression de TTP est en règle générale inhibée (Sully et al., 2004). Par 

contre, dans les cellules HeLa, nous avons montré que le L-165041 augmente l’accumulation 

cytoplasmique de HuR. De plus, l’inhibition de l’expression de HuR dans ces cellules est 

associée à une diminution significative de l’effet du L-165041 sur l’expression du VEGF. Ces 

résultats suggèrent que ce ligand augmente la stabilité des messagers du VEGF par 

l’intermédiaire de l’activation de HuR. Vraisemblablement, c’est dans le cytoplasme que HuR 

stabilise les messagers. C’est pourquoi, pour exercer son action, il lui est nécessaire de quitter 

le noyau pour rejoindre le cytoplasme. D’ailleurs, il a été montré que dans des cellules 

tumorales soumises à des conditions d’hypoxie, le taux de VEGF est fortement augmenté et 

qu’il est associé à une accumulation cytoplasmique de HuR. De plus, empêcher la 

translocation de HuR du noyau vers le cytoplasme, entraîne une diminution de l’expression du 
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VEGF (Sakuma et al., 2008). L’implication de HuR dans la stabilisation des messagers du 

VEGF a été mise en évidence dans les cellules dérivées de glioblastomes, de cancer du rein et 

du sein, et dans des cellules endothéliales tumorales (Basu et al, 2010 ; Gubin et al., 2010 ; 

Ido et al., 2008 ; Kurosu et al., 2011). D’autre part, selon nos résultats, le traitement des 

cellules HeLa avec un inhibiteur de la phosphorylation de la p38 MAPK diminue l’effet du L-

165041 sur l’expression du VEGF et cela est associé à une diminution du taux de HuR dans le 

cytoplasme et une accumulation de HuR dans le noyau. Ces résultats indiquent que, dans nos 

cellules, la forme phosphorylée de la p38 MAPK intervient dans le mouvement de HuR du 

noyau vers le cytoplasme permettant à cette protéine d’exercer son action stabilisatrice des 

ARNm VEGF. D’autres études ont décrit l’intervention de la voie de signalisation impliquant 

la p38 MAPK dans l’activité de HuR (Farooq et al., 2009 ; Pages et al., 2000). D’ailleurs, 

dans certains cas, c’est la phosphorylation de la MK2, cible de la p38 MAPK, qui 

interviendrait dans l’activation de HuR (Dean et al., 2004 ; Subbaramaiah et al., 2003 ; Tran 

et al., 2003). Cette cascade de phosphorylation conduit à la phosphorylation de HuR, 

permettant son accumulation dans le cytoplasme, lieu où la protéine stabiliserait les ARNm 

cibles (Lafarga et al., 2009). 

D’ailleurs, selon l’étude de Lafarga et al. (2009), l’ARNm p21 serait une cible de HuR 

cytoplasmique. Ainsi, la stabilisation de l’ARNm de p21 conduirait à l’accumulation de la 

protéine p21 et à un arrêt des cellules en phase G1. De manière intéressante, nous montrons 

aussi que l’agoniste de PPARβ (L-165041) provoque un arrêt des cellules HeLa en phase 

G0/G1 qui est associé à un taux élevé de p53 et de sa cible p21. Selon nos résultats, le L-

165041 augmente le taux de la protéine p53, or nous savons que dans les cellules HeLa, 

l’expression de p53 est faible puisque l’oncoprotéine virale E6 conduit à la dégradation de 

p53. Cependant, l’accumulation de p53 dans les cellules n’est pas due à l’inhibition de 

l’expression de la protéine E6 puisque l’agoniste de PPARβ ne modifie pas le taux de E6. 

Nous pouvons supposer que le ligand via le promoteur, augmente la transcription de p53. A 

notre connaissance, un effet de l’agoniste de PPARβ sur la régulation de l’expression de p53 

n’a pas encore été décrit dans la littérature. Par contre, si nous nous référons à ce qui a été 

décrit pour la rosiglitazone, ligand de PPARγ, cette thiazolidinedione (TZD) augmente via 

son récepteur, la transcription de p53 dans les cellules MCF-7, et de ce fait, celle de p21 

(Bonofiglio et al., 2006). Dans notre étude, nous montrons aussi que l’agoniste de PPARβ 

augmente l’expression de p53 par un mécanisme dépendant de la présence de son récepteur 
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puisque lorsque PPARβ n’est plus exprimé, l’effet du L-165041 sur la surexpression de p53 

est inhibé.  

Dans notre étude, à partir d’un modèle de cellules HeLa, dérivées de cancer du col de 

l’utérus, nous avons mis en évidence un effet dépendant (p53) et indépendant de PPARβ 

(VEGF). 

Le VEGF est un facteur qui déclenche une cascade de signalisation via ses récepteurs 

localisés à la surface des cellules. Or, nous avons mis en évidence que les cellules HeLa 

expriment les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Ces résultats suggèrent que le VEGF 

pourrait, par une boucle autocrine, activer ses récepteurs et contrôler certains mécanismes 

biologiques des cellules HeLa. En règle générale, l’activation des récepteurs au VEGF 

augmente la prolifération, la survie, la migration des cellules endothéliales. De manière 

surprenante, dans notre modèle, le L-165041 augmente l’expression du VEGF et cet effet est 

associé à un arrêt de prolifération des cellules. D’après les données de la littérature, quelques 

articles sont en faveur d’un effet apoptotique du VEGF dans certaines cellules tumorales. De 

plus, il a été montré que dans un modèle animal dans lequel sont inoculées des cellules 

tumorales, inhiber l’expression du VEGF dans les cellules myéloïdes augmente la densité 

tumorale (Stockmann et al., 2008).  

Dans des cellules endothéliales, inhiber la cascade de signalisation initiée par le récepteur 

VEGFR activé par le VEGF, inhibe l’effet du TGF-β1 sur l’apoptose des cellules. En absence 

de TGF-β1, le VEGF, via son récepteur, active la voie de signalisation impliquant la p38 

MAPK et permet la survie des cellules endothéliales alors qu’en présence de TGF-β1, le 

VEGF, via son récepteur, conduit à l’apoptose des cellules. Ces données suggèrent que le 

VEGF peut, selon l’environnement cellulaire, être un facteur apoptotique (Ferrari et al., 

2006). Le celecoxib, un inhibiteur de la COX, provoque l’apoptose des cellules ; pourtant, 

cela est associé à un taux de VEGF élevé (Du et al., 2011). Dans des cellules dérivées de 

cancer du poumon, les thiazolidinediones, ligands de PPARγ, inhibent la prolifération de ces 

cellules pourtant ces molécules augmentent aussi l’expression du VEGF et de la neuropiline-

1. Ces études suggèrent que le VEGF interviendrait dans l’arrêt de prolifération de ces 

cellules (Yoshizaki et al., 2010). D’ailleurs, récemment, il a été montré que des cellules 

dérivées de cancer du sein subissant un stress oxydatif, associé à un taux de VEGF189 élevé 

vont mourir par apoptose. L’effet apoptotique du VEGF189 ne se révèlerait qu’en présence de 

la NRP-1 (Vintonenko et al., 2011). Selon nos résultats, en présence de L-165041, un arrêt 
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des cellules HeLa en phase G0/G1 est observé et cet arrêt de prolifération est associé à une 

augmentation de la stabilisation des ARNm VEGF ; d’ailleurs, la ½ vie du transcrit VEGF189 

est beaucoup plus augmentée que celle des autres isoformes. 

Nous pouvons donc émettre l’hypothèse selon laquelle le VEGF189 jouerait un rôle dans 

l’effet du L-165041 sur l’arrêt de prolifération des cellules HeLa. Cependant, un contexte de 

stress oxydant serait nécessaire pour que le VEGF induise un arrêt de cycle. Nous pouvons 

imaginer, que dans notre modèle, ce contexte de stress oxydant soit présent puisque nous 

avons montré que l’activation de p38 MAPK est nécessaire à l’effet du ligand sur le VEGF et 

qu’il a été décrit que dans les cellules souches embryonnaires de souris, le L-165041 

augmente la production d’espèces réactives de l’oxygène par le biais de la p38 MAPK (Jeong 

et al., 2009). 

Nous pouvons donc envisager que dans notre modèle de cellules HeLa, le L-165041 

induise un stress cellulaire, qui permet la libération d’espères réactives de l’oxygène, qui vont 

activer plusieurs protéines kinases dont la p38 MAPK, conduisant à l’augmentation de 

l’expression du VEGF associée à un arrêt de prolifération cellulaire. Cet environnement de 

stress oxydant serait propice à la conversion de l’activité anti-apoptotique/proliférative du 

VEGF en une activité antiproliférative. 

C’est pourquoi, dans la suite de ce travail, il sera intéressant de déterminer le rôle des 

différentes isoformes du VEGF sur la prolifération de nos lignées cellulaires, et de déterminer 

si les différents VEGF ont un rôle pro- ou antitumoral.  

 

En règle générale, la progression tumorale est favorisée par la mise en place d’une 

angiogenèse tumorale mais aussi par l’acquisition du phénotype métastatique où les cellules 

vont subir le processus de TEM ou transition épithélio-mésenchymateuse. La TEM est un 

processus caractérisé par la perte d’expression ou de fonction de marqueurs épithéliaux 

(cadhérine E) en faveur de l’acquisition de marqueurs mésenchymateux (cadhérine N) 

(Cavallaro et al., 2002 ; Cavallaro et Christofori, 2004). 

D’ailleurs, nous avons à notre disposition deux modèles de cellules dérivées de cancer de 

la vessie, de phénotype différent. En effet, d’après nos résultats, les cellules RT4, 

représentatives d’une tumeur de la vessie non agressive, expriment la cadhérine E et les 
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cellules T24, représentatives d’une tumeur de la vessie agressive à haut potentiel 

métastasique, expriment la cadhérine N. Ces résultats sont similaires à ceux qui ont été décrits 

dans d’autres études (Mialhe et al., 2000 ; Lascombe et al., 2006). Par contre, peu de choses 

sont connues quant à l’expression des cadhérines dans les cellules dérivées de cancer du col 

de l’utérus. Des études montrent que les lignées HT3, ME18, C41 et CaSki exprimeraient la 

cadhérine E et que cette protéine ne serait pas exprimée dans les lignées HeLa, SiHa et C-33A 

(Vessey et al., 1995). En revanche, les cellules HeLa exprimeraient la cadhérine N 

(Prozialeck et al., 2002). Nos résultats révèlent que les cellules CaSki (HPV16) expriment la 

cadhérine E et faiblement la cadhérine N, que les cellules HeLa (HPV18) expriment 

uniquement la cadhérine N et que les cellules C-33A (HPV-) n’expriment aucune de ces deux 

cadhérines. 

Compte-tenu du rôle de la cadhérine N dans la progression tumorale, empêcher 

l’expression de cette protéine serait une stratégie thérapeutique intéressante afin d’inhiber le 

développement tumoral. D’ailleurs, un inhibiteur pharmacologique ciblant la cadhérine N a 

été développé par Adherex, l’ADH1. C’est un pentapeptide cyclique, qui a une forte 

spécificité pour la cadhérine N (Mariotti et al., 2007) et qui est actuellement en essai clinique 

(Beasley et al., 2009) . 

Précédemment, nous avons montré dans nos modèles de culture que les ligands de PPARβ 

contrôlaient l’expression du VEGF. Or, l’acquisition du potentiel angiogénique est associée à 

l’acquisition du potentiel métastatique. Nous nous sommes donc posés la question  suivante : 

les ligands de PPARβ sont-ils capables de réguler l’expression des cadhérines ?  

PPARβ intervient dans le processus de cicatrisation en régulant la prolifération et la 

migration des kératinocytes (Tan et al., 2007). A notre connaissance, aucune étude n’a porté 

sur le rôle que peut jouer PPARβ dans la régulation de l’expression des cadhérines dans un 

modèle de cellules tumorales. Néanmoins, nous avons à notre disposition certaines données 

sur le rôle de PPARγ dans la régulation des molécules d’adhérence. Dans des cellules HepG2, 

dérivées de cancer du foie, un traitement par les TZD (rosiglitazone et troglitazone), ligands 

de PPARγ, augmente l’expression de la cadhérine E, ce qui a pour conséquence de diminuer 

la mobilité des cellules (Lee et al., 2009). De plus, dans des cellules NSCLC, dérivées de 

cancer du poumon, un traitement par la rosiglitazone diminue l’expression d’un répresseur 

transcriptionnel de la cadhérine E ; il s’en suivra, entre autres, une augmentation du taux de 
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cadhérine E (Choudhary et al., 2010). De plus, les TZD semblent empêcher l’effet du TGF-β1 

sur l’induction de la TEM. En effet, suite au traitement de cellules dérivées de cancer du 

poumon par les TZD, il y a ré-induction de la cadhérine E et les marqueurs mésenchymateux 

(vimentine, cadhérine N, fibronectine) ne sont plus exprimés (Reka et al., 2010). Les TZD 

semblent agir sur l’expression des cadhérines selon deux mécanismes distincts. En effet, la 

régulation de l’expression de la cadhérine E serait dépendante du récepteur PPARγ alors que 

celle de la cadhérine N serait indépendante du récepteur (Tan et al., 2010). Dans notre étude, 

le L-165041 ne modifie pas le taux des cadhérines E et N dans les cellules dérivées de cancer 

du col de l’utérus, mais a un effet dans les cellules dérivées de cancer de vessie. Dans les 

cellules RT4, le L-165041 augmente l’expression de la cadhérine E et dans les cellules T24, le 

L-165041 diminue l’expression de la cadhérine N. Cependant, inhiber l’activité 

transcriptionnelle de PPARβ par un antagoniste n’inhibe pas l’effet du L-165041 sur 

l’expression de la cadhérine N. Ces résultats suggèrent que l’effet du ligand serait 

indépendant de l’activité de son récepteur ; bien évidemment, d’autres expériences seront 

nécessaires pour confirmer ces résultats. 

Par contre, nous avons montré que le ligand de PPARβ inhibe l’expression de la cadhérine 

N par l’intermédiaire d’une voie de signalisation impliquant Akt/mTOR. Cette voie de 

signalisation est souvent activée dans les cancers, notamment dans les carcinomes 

urothéliaux, et est généralement associée à une augmentation de l’agressivité de la tumeur 

(Hansel et al., 2010), à une augmentation de la migration des cellules et à une diminution de 

l’expression de la cadhérine E (Wang et al., 2011). Vraisemblablement, le L-165041 

diminuerait le pouvoir de migration des cellules T24 puisqu’il diminue l’expression de la 

cadhérine N. Cependant, d’autres expériences devront être réalisées pour mieux comprendre 

le rôle du ligand de PPARβ sur la migration et l’invasion des cellules T24. 

D’ores et déjà, nous avons montré que le ligand n’est pas toxique pour les cellules 

puisqu’il n’induit  pas l’apoptose. Par contre, il provoque un arrêt des cellules T24 en phase 

G0/G1 avec une diminution du nombre de cellules en phase S. Apparemment, le L-165041 

semble bloquer la prolifération des cellules T24, dérivées de cancer de vessie et celle des 

cellules HeLa, dérivées de cancer du col de l’utérus. En effet, le L-165041 arrête les cellules 

T24 et les cellules HeLa en G0/G1. Ces études particulièrement intéressantes, devront être 

reprises et développées afin d’élucider les différents mécanismes moléculaires mis en jeu, et 
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déterminer si l’effet du L-165014 est dépendant ou non de la présence ou de l’activité 

transcriptionnelle du PPARβ. 

Comme dans le cas des cellules HeLa, dans les cellules RT4 et T24, le L-165041 augmente 

l’expression des isoformes 121, 165 et 189 du VEGF. Selon les données de la littérature, nous 

savons que le VEGF contrôle la migration cellulaire des cellules tumorales via ses récepteurs. 

Ces données suggèrent que dans notre modèle, le VEGF sécrété sous l’effet du L-165041, 

pourrait agir sur les cellules selon une boucle autocrine, à condition que les cellules expriment 

des récepteurs au VEGF à leur surface. En effet, nous avons montré que les cellules RT4 

expriment les récepteurs VEGFR-2, alors que les cellules T24 expriment les récepteurs 

VEGFR-1 et VEGFR-2. De plus, nous avons montré que dans des cellules stimulées en 

présence de VEGF exogène, le taux des cadhérines E et N est modifié. En effet, dans les 

cellules RT4, exprimant normalement la cadhérine E, le traitement par du VEGF diminue 

l’expression de la cadhérine E. Dans les cellules T24, le traitement par du VEGF augmente 

l’expression de la cadhérine N. A notre connaissance, très peu d’études ont décrit un rôle du 

VEGF dans l’acquisition, par les cellules tumorales, du potentiel métastatique. Une étude a 

montré que, dans des cellules dérivées de cancer du pancréas, l’activation des récepteurs 

VEGFR-1 par le VEGF-A ou le VEGF-B conduit à des changements cellulaires 

caractéristiques de la TEM. Ces modifications de la morphologie cellulaire sont associées à 

une diminution du taux des marqueurs épithéliaux (cadhérine E et plakoglobine), et à une 

augmentation du taux de marqueurs mésenchymateux (cadhérine N et vimentine). De plus, les 

facteurs de transcription snail, twist et slug qui sont impliqués dans la TEM, voient leur taux 

augmenter (Yang et al., 2006). 

Vraisemblablement, le VEGF favorise la TEM puisque cela a été confirmé à partir d’un 

modèle in vivo de souris xénogreffées par des cellules dérivées de cancer de la prostate. En 

effet, dans les tumeurs, une augmentation de la prolifération cellulaire est observée et la 

présence des récepteurs au VEGF à la surface des cellules tumorales suggèrent un effet 

autocrine du VEGF. L’acquisition du phénotype invasif par les cellules est associée à une 

perte de l’expression de la cadhérine E et une augmentation du taux de la vimentine et de la 

cadhérine N (Gonzalez-Moreno et al., 2010). De plus, l’augmentation de la concentration en 

VEGF est associée à l’activation de la voie de signalisation contrôlée par le TGF-β1 qui est un 

inducteur de TEM (Xu et al., 2009). Dans notre étude, seul le taux des protéines est modifié 
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suite à la stimulation des cellules par le L-165041, ce qui suggère une régulation 

traductionnelle ou post-traductionnelle. 

D’après nos résultats, dans les cellules dérivées du cancer de la vessie, le L-165041 et le 

VEGF exogène ont des effets contraires sur l’expression des cadhérines. De plus, lorsque ces 

deux molécules sont associées, c’est l’effet du VEGF exogène sur la régulation des cadhérines 

qui est observé. Pourtant, dans ces cellules, le L-165041 augmente l’expression des isoformes 

du VEGF. Ces résultats suggèrent d’une part, que le VEGF sécrété par les cellules n’aurait 

pas le même effet que le VEGF exogène, et d’autre part, que la concentration du VEGF 

sécrété est insuffisante pour activer les récepteurs au VEGF. Nous pouvons aussi imaginer 

que les cellules stimulées par le L-165041 sécrètent des isoformes du VEGF, ayant un rôle 

différent ou opposé à celui des VEGF121, 165 et 189. En effet, nous avons montré que dans 

les cellules T24, le L-165041 augmente l’expression de l’isoforme anti-angiogénique 

VEGF165b dans les mêmes proportions que le VEGF165. Or, cette isoforme est un inhibiteur 

de l’effet du VEGF165 (Bates et al., 2002). Il est possible que dans notre modèle, les autres 

isoformes VEGFxxxb soient également exprimées. C’est pourquoi, nous pouvons supposer 

que l’effet des isoformes VEGF121, 165 et 189 induites par le L-165041 est inhibé en 

présence des VEGFxxxb, que ces isoformes anti-angiogéniques bloquent les récepteurs 

VEGFR-1 et VEGFR-2, empêchant l’effet des VEGF121, 165 et 189 sur l’expression des 

cadhérines. 

Ces différents résultats posent de nombreuses questions quant au rôle du ligand de PPARβ 

sur l’expression de nos différents marqueurs de progression. En effet, d’autres expériences 

seront nécessaires pour déterminer, si le L-165041 agit par l’intermédiaire de son récepteur, 

quels sont les rôles des isoformes des VEGFxxx et VEGFxxxb sur la prolifération et la 

migration de nos cellules, et si PPARβ a un rôle pro- ou antitumoral dans nos modèles 

cellulaires. Nos résultats suggèrent que le L-165041 via PPARβ aurait un rôle antitumoral 

puisqu’il conduit les cellules en arrêt de cycle, bien qu’il permette d’augmenter le taux de 

VEGF. Vraisemblablement, ce VEGF n’aurait peut-être pas le rôle qu’on lui assigne 

habituellement.  
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