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RESUME

L'évolution des tumeurs est dominée par les risqleeprogression vers l'invasion musculaire. Le
potentiel invasif et métastatique d'une tumeurcestrélé par I'angiogenessaa le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et par les altératiors dystemes impliqués dans l'adhérence cellulaire
via les cadhérines. En effet, la progression tumaalenanifeste par une diminution voire une perte
de I'expression de la cadhérine E (marqueur égthédoncomitante a une expressida novode la
cadhérine N (marqueur mésenchymateux).

Dans ce travail, a partir d'un modeéle de cellularcgéreuses, nous avons étudié I'effet du récepteur
nucléaire PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) sar dynthese du VEGF et
I'expression des cadhérines E et N.

PPARB est un facteur de transcription ligand-dépendamtrégule I'expression de nombreux genes
impliqués dans le métabolisme lipidique et gluaidiqgCe récepteur est impliqué dans la prolifération
cellulaire, la mort cellulaire, intervient dansddférenciation épithéliale et est aussi impliqusnsl la
carcinogenese. Les activateurs de ce récepteur demtacides gras a longues chaines, leurs
métabolites ou des molécules synthétiques d’'undgratérét pharmacologique puisqu’ils sont en
cours d’évaluation clinique pour le traitement dgslipidémies, du diabéte de type Il ou des matadie
cardiovasculaires.

Des résultats obtenus précédemment dans notre ggrd@precherche ont montré que PPBAESt
impligué dans I'angiogenese, puisque dans un matileellules dérivées de cancer de la vessie, un
agoniste (L-165041) augmente la transcription chegeégt

En revanche, dans des cellules Hela dérivées deercalu col de I'utérus, cancer dont le
facteur étiologique est un papillomavirus, le L-08% augmente I'expression du VEGF par un
mécanisme différent de celui observé dans leslesllirothéliales malignes. En effet, dans les leslu
Hela, le ligand contrdle I'expression du VEGF noaspen augmentant sa transcription mais en
stabilisant ses messagers. La stabilisation desmPARIEGF n’est pas dépendante de la présence de
I'oncoprotéine virale E6 d’HPV18, ni de I'augmeriat de I'expression de la protéine p53, mais est la
conséquence de l'activation de la voie p38 MAPKnsAi la phosphorylation de la protéine p38
conduit, seule ou suite a une cascade de phospliond, a I'activation de la protéine HuR. En effet
apres un traitement par I'agoniste de PBARUR se déplace du noyau vers le cytoplasme, leu el
stabiliserait ’TARNm duvegf conduisant ainsi a 'augmentation de son exprasdfar ['utilisation
d’un inhibiteur chimique de I'activité transcriptioelle du récepteur et de siRNA PPARous
montrons, et ce pour la premiére fois, que I'effietigand stabilise ’ARNm dwegfindépendamment
de l'activation transcriptionnelle du récepteusettout indépendamment de la présence cellulaire du
récepteur PPAR

De plus, les agonistes de PPARNt un rdle a jouer dans le contréle de I'expasges
cadhérines E et N, puisque le ligand (L-165041)imdim I'expression de la cadhérine N dans des
cellules cancéreuses de vessie représentatives tlinreur trés agressive.

Cependant, I'effet de ces ligands sur I'expressies cadhérines n'est observé que dans des
cellules dérivées de cancer de la vessie et nosmdiEsicellules dérivées de cancer du col de I'sitéru

Ainsi, les ligands de PPARsont des molécules angiogéniques puisqu’elles anogmt I'expression
du VEGF, et interviennent dans la TEM « transigégithélio-mésenchymeateuse » puisqu'ils régulent
I'expression des cadhérines E et N.

Mots clés: PPAR3, VEGF, cadhérine, cancer de la vessie, canceoldded’utérus.






ABSTRACT

Survival and proliferation of cancer cells dependangiogenesis. Tumors secrete various pro-
angiogenic factors such as VEGF (Vascular Enda@h@&rowth Factor) which is a key mediator of
angiogenesis. Moreover, adaptation and selectiorcasfcer cells during tumor progression is
accompanied by the emergence of the epithelial gsemchymal (EMT) transitions in human solid
tumors characterized by a convergent loss of dmthmarkers such as E-cadherin, and gain of
mesenchymal markers such as N-cadherin.

In this work, we studied the nuclear receptor PBAReroxisome Proliferator-Activated
ReceptorB) effect on both VEGF synthesis and E- and N-cadbezxpression in cells derived from
epithelial cancers, the cervical cancer (Human IapaVirus-inducible) and the bladder cancer (non
HPV-inducible).

PPAR3 is a ligand-inducible transcription factor actedtby both natural (fatty acids and
derivatives) and high affinity synthetic agonisthieh present a pharmacological interest since they
are clinically evaluated for the treatment of giklemiae, type Il diabetes and cardiovascular disga
It regulates the expression of genes involved pidé and glucose metabolism. This receptor is
involved in cell proliferation, cell death, epitraldifferentiation and also in carcinogenesis. RBAs
thought to play a role in angiogenesis developraedt VEGF regulation but its contribution remains
unclear.

In a previous work performed in bladder cancelscele reported a PPARmMediated
transcriptional up-regulation of VEGF expressiothaut mRNA stabilization process and involving
the MAPK/ERK1/2 signaling pathway. Until now, PPARgonism effect on VEGF expression in
cervical cancer cells was unknown. This led tointerest in assessing the effect of PBARtivation
on the regulation of different VEGF isoforms mRN»¥peession and the impact of E6 oncoprotein and
its target p53 on this regulation in cervical canoells. Here, we showed that the PHBA&gonist L-
165041 induces VEGE, VEGFs and VEGHgy expression in HPV positive cells but not in HPV
negative cells. The underlying mechanisms did w&oheither E6 oncoprotein nor p53. We
highlighted a novel mode of PPARigand action different from that we have previgudescribed in
bladder cancer cells including a post-transcrigiaegulation of VEGF mRNA expression through
the p38 MAPK signaling pathway and the activatiérihe mRNA-stabilizing factor HUR. But most
importantly, we clearly demonstrated that L-165@41s independently of PPARsince its effect was
not reversed by a chemical inhibition with a speaitagonist and the siRNA-mediated knockdown
of the nuclear receptor. As VEGF is crucial for @andevelopment, the impact of PPARyands on
VEGF production is of high importance. Otherwisegliminary results showed that L-165041
decreased the N-cadherin expression independentheaeceptor only in high grade bladder cancer
cells and VEGF increased it.

To conclude, PPARIigand increased VEGF expression (in both cervécal bladder cancer
cells) but decreased N-cadherin and VEGF incred¢eddherin. These apparently contradictory
results need further investigations. More esp@gidlwould be interesting to explore the biologica
effect of the different VEGF isoforms. The molecutaechanism of PPARIligand action has to be
elucidated and as a result, PHA&gonists currently in clinical trials should beefally monitored.

Keywords : PPAR3, VEGF, N-cadherin, bladder cancer, cervical cancer
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Introduction







A ce jour, en France, le cancer est 'une des gramicauses de mortalité chez I'homme et
la deuxiéme chez la femme avec 357 500 nouveaurrc&9)10 (203 000 chez 'homme et
154 500 chez la femme). Un cancer est une malaaliaci€risée par une prolifération
cellulaire incontrélée au sein d’'un tissu normatesa la transformation par mutation d’'une
cellule initialement normale. Pour devenir cancéegla cellule va subir un nombre important
d’altérations génétiques conduisant a la perteahiréle du cycle cellulaire permettant a la
cellule d’échapper a la mort, d’acquérir une résise a des signaux inhibiteurs de la
prolifération et d’avoir un potentiel réplicatififhité. La progression tumorale comprend une
série d’événements complexes permettant a la tudeege développer grace a I'angiogenése
tumorale et d’envahir les tissus environnants saitéacquisition de propriétés invasives.
Certaines cellules vont ainsi réaliser une tramsigpithélio-mésenchymateuse ou TEM et
exprimer un phénotype mésenchymateux ; en effete sa la modification de leur
cytosquelette, les cellules vont exprimer certaimescules d’adhérence qui leur permettront
d’acquérir un phénotype invasif et vont synthétides enzymes protéolytiques capables de

dégrader la matrice extracellulaire.

La premiére phase de la carcinogenése est appetédian. Durant cette phase, des
cellules épithéliales normales subissent des &lhésagénétiques. Par exemple, la cellule va
étre exposée a des facteurs cancérogenes teleguaybnnements, des substances chimiques
ou un virus (le papillomavirus humain dans le casahcer du col de I'utérus). Ces mutations
aboutissent a la perte de points de contréle dileayellulaire, a I'activation d’'oncogenes
et/ou a l'inactivation de génes suppresseurs dedurbhes oncogenes sont impliqués dans le
contrdle du cycle cellulaire car ce sont des atgiwa de la prolifération (c-myc) ou des
inhibiteurs de la mort cellulaire (BCL-2 ou BCL-XLjandis que les genes suppresseurs de
tumeur sont impliqués dans l'arrét de la prolifénatcar ce sont des inducteurs d’apoptose ou
des régulateurs du cycle cellulaire (p53, pRB, APCCes mutations vont donc permettre a
la cellule tumorale d’acquérir un potentiel de féohtion incontrdlée, associé a une
résistance a la mort par apoptose. De plus, I'inatdon de genes qui assurent la réparation
des anomalies de I’ADN conduit a I'accumulationrienalies génétiques. La chronologie de
ces événements est le plus souvent caractéristignetype de cancer. Par exemple, dans le
cancer du célon, la suite d'événements compremaadfivation du géne suppresseur de

tumeur APC, la mutation de I'oncogene K-Ras puisattivation du gene suppresseur de
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tumeur p53. L'altération du géne APC est spécifiqlie cancer du colon alors que
I'inactivation du géne p53 est retrouvée dans Ugp@it des cancers.

La transformation des cellules est définie par d&apes, I'initiation et la promotion de la
cancérogenese, et cette étape est caractériséamnpaortalisation des cellules. En effet, les
cellules sont maintenant incapables d'initier lguopre mort. Les cellules transformées

forment alors une tumeur primaire.

Au stade initial, la tumeur est avasculaire. Loesta tumeur atteint 2 minles cellules
intra-tumorales sont en hypoxie. Cet état hypoxigaengendrer une cascade d’événements
pro-angiogéniques tels que la sécrétion de factemgogéniques (VEGF ou Vascular
Endothelial Growth Factor), l'inhibition de la siéise d’inhibiteurs de I'angiogenese et la
synthese d’enzymes protéolytiques. Cette cascal@méments va conduire a la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaéexistants : c'est l'angiogenéese

tumorale.

Dans les conditions physiologiques, il existe uruildore entre les facteurs pro-
angiogéniques et les facteurs anti-angiogéniquassécrétion de facteurs angiogéniques par
la cellule tumorale rompt cet équilibre en favees dacteurs pro-angiogéniques : c’est le
processus de « switch » angiogénique, qui va déoten’angiogenése tumorale avec pour
conséquence la croissance tumorale et la disséomnnatétastatique, puisque l'apport en
nutriments et en oxygene est indispensable a Meset au développement de la tumeur.
L’acquisition du potentiel angiogéniqgue va conditier l'acquisition du potentiel
métastatique de la tumeur. En effet, les cellulesorales vont perdre leur phénotype

épithélial en faveur d’un phénotype mésenchymateux.

Les cellules épithéliales forment une couche calieldue au fait qu’elles sont étroitement
juxtaposées et associees les unes aux autres pgoraions intercellulaires telles que les
jonctions serrées, les jonctions adhérentes ouldéssnosomes. Ces cellules adoptent une
structure apico-basale, suite a une polarisatienfitlBments d’actine, et des faces latérales
jointives grace a la présence de molécules d’adbérécadhérines et intégrines), et sont

séparées du tissu conjonctif par une membranediasal

L’invasion tumorale sera permise grace a la dégiauale la membrane basale et de la

matrice extracellulaire (MEC), mais, auparavantges8itera la perte d’expression ou de
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fonctionnalité de molécules responsables de I'afiea cellulaire. Ces molécules sont
notamment la cadhérine E, protéine impliquée daes jonctions adhérentes. Bien

évidemment, ce processus implique la perte de ifomwdlité d’autres acteurs de I'adhérence
cellulaire, que sont les protéines occludine etdil@es qui sont des molécules des jonctions
serrées. Les cellules vont ensuite perdre leurprigtés épithéliales pour acquérir certaines
propriétés des cellules mésenchymateuses, c'@&Na

Les cellules tumorales vont alors exprimer cerinaractéristiques de cellules
mésenchymateuses, ce qui va se traduire par la plertla polarisation apico-basale, la
diminution des contacts serrés avec les autresleglice qui conduira a la désorganisation de
la couche cellulaire. Les cellules vont ensuiteugciy des propriétés migratoires et seront
capables de synthétiser et de sécréter des enzymagolytiques que sont les
métalloprotéinases matricielles (MMPs) qui vont rdélgr la membrane basale, ce qui
permettra a la cellule d’envahir le tissu enviramnaLa désorganisation de la couche
cellulaire est souvent le résultat de la perte pfegsion d’'une protéine épithéliale, la
cadhérine E, associée a I'acquisition d’une cadieémnésenchymateuse, la cadhérine N : c’est
le « cadherin switch ». La cadhérine N va permeittre cellules tumorales d’interagir avec le
stroma environnant, et faciliter leur migrationwégs vaisseaux sanguins ou lymphatiques, ce

qui va générer la formation a distance de métastase

Les cellules vont pénétrer les vaisseaux par iagalon puis seront transportées de
maniere passive par le systeme circulatoire veaatrBs organes. Seules 0,01 % des cellules
tumorales circulantes vont conduire a la formatde métastases car elles vont étre
confrontées au systéme immunitaire. En effet, édlsiles cancéreuses sont en contact avec les
cellules circulantes du systeme de défense (NaKiliar, lymphocytes T cytotoxiques) qui
vont lyser et détruire une grande partie d’entleselLes cellules cancéreuses non lysées vont
traverser I'endothélium vasculaire par extravasafuis envahir un nouvel organe afin

d’établir des tumeurs a distance du foyer initial.
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Figure 1: Les étapes de la progression tumoral®’aprés Geiger et Peeper, 2009.

L’acquisition du potentiel métastatique d’'une tumelonc la formation de métastases, fait

du cancer une maladie difficile a traiter.

Comprendre les différents mécanismes contrélargrégression tumorale engendrerait

sans aucun doute des progrés cliniques dans tenwemt des cancers. C’est d’ailleurs I'un

des objectifs de notre équipe de recherche. Ent, efieentification de marqueurs

moléculaires prédictifs et pronostiques de progoessles cancers épithéliaux, permettrait

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

des cancers du col de l'utérus et de la vessieaifaurs, la modulation de I'expression de ces

marqueurs moléculaires devrait permettre de blodaemprogression tumorale et par

conséguent le développement de métastases.
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|. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor beta (PRR)

Les PPAR appartiennent a la superfamille des réoeptnucléaires hormonaux. Trois
isotypes ont été clonés et identifies, PBARNR1C1), PPAR/6 (NR1C2) et PPAR
(NR1C3) (Nuclear Receptor Nomenclature Committe@99) (Dreyeret al., 1992). Ces
récepteurs se distinguent par leur distributiosuleire et la nature de leurs ligands.

Ce sont des facteurs de transcription qui inteneéamt dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. En effet, les ptaags PPAR contrélent le métabolisme
lipidique et glucidique et interviennent dans lesgessus de prolifération, de différenciation
et d’apoptose (Kerstert al., 2000). De par leur effet sur ces différents méraes
moléculaires, ils sont impliqués dans un certaiminee de pathologies comme le diabéte,
'obésité, l'inflammation, I'athérosclérose et lancer. Augmenter ou diminuer I'activité
biologique de ces récepteurs a suscité un gragdéinpharmacologique au regard des effets

bénéfiques gu'ils induisent dans plusieurs pathekg

1. Isotypes de PPAR

La découverte du premier PPAR (PRARhez les rongeurs date de 1990 (Issemann and
Green, 1990) ; peu de temps apres, les 3 isotyRRARy, B ety) ont été identifiés chez le
xénope (Dreyert al, 1992) et ensuite dans différentes especes dosbluris, le rat, le
hamster et 'Homme (Shet al.,1993).

Bien que les 3 isotypes de PPAR soient codés pmmgderes distincts localisés sur des
chromosomes différents, leurs protéines montremtagebreuses homologies de séquence en
acides aminés, en particulier dans le domaine asoh a I'’'ADN et dans le domaine de
liaison du ligand. La structure générale des 3 ge&ondant les PPAR montre une organisation
génomique conservée de 6 exons, quel que soit telm@tudié (xénope, souris, Homme).

Ceci indique que ces genes dérivent probablementgkne ancestral commun.

Dans ce document, nous nous sommes plus partenl@t intéressés a l'un de ces
isotypes, PPAR. Chez I'Homme, le gene codant PPRABSt localisé sur le chromosome 6 a
la position 6p21.1-p21.2 (Yoshikawet al., 1996) et présente 90% d’identité de séquence

nucléotidique avec le gengpard des rongeurs, mais présente aussi des homologies d
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séquence avec le PPBRIu xénope et du poulet (Takadtaal., 2000). PPAR a aussi été
identifié chez le poisson et il semblerait quedesaines C et E de ce récepteur présentent
plus de 70% d’homologie de séquence en acides amietr les domaines C et E de la

protéine humaine (Leavet al.,2005).

La protéine PPAR, constituée de 441 acides aminés, est organit@e see structure en
5 domaine fonctionnels, A/B, C, D et E (Schoonjanal.,1996 ; Feigeet al.,2006). Un exon
code le domaine A/B N-terminal, 2 exons codentdendine de fixation a 'ADN (un exon
pour chaque motif en doigt de zinc), un exon c@le2gion charniere D, 2 exons codent le

domaine de liaison au ligand (Desvergne et WaBBb9).

2. Distribution tissulaire de PPARB/6

De facon générale, les PPAR sont exprimés dans lesu®rganes ou le catabolisme
lipidique est éleve, tels que le foie, le cceur, lems, le tissu adipeux ou le muscle
squelettique. Leur expression tissulaire semblecdosfléter leur fonction biologique
(Braissantet al., 1996). Chez le xénope, PPBR une expression ubiquitaire avec un taux
relativement élevé dans le cerveau (Dreseanl., 1993). Chez le rat, PPARest fortement
exprimé dans les premiers jours de la vie du jeammal puis son expression diminue chez
I'adulte. Cependant, lorsque son taux d’expressisncomparé a celui des autres PPAR,
PPAR3 est plus exprimé que PPARt PPAR dans des tissus comme le systéme nerveux
central, les reins, l'intestin et le colon (Braissat al, 1996). PPAR est aussi exprimé dans
I'endomeétre ou il semble jouer un réle importanslde la nidation du blastocyste puisqu’un
taux élevé de ce récepteur a été détecté dansotledlidim endométrial au moment de
I'implantation de I'embryor(Lim et al., 1999). Chez la souris, l'invalidation du gépears
(pparB”) n'est pas létale mais modifie considérablememthiénotype de la souris. En effet,
cette derniere sera de plus petite taille, avec dimenution de la masse adipeuse et des
défauts dans la croissance, le développement dfiflf@renciation de nombreux types
cellulaires (Baralet al., 2002 ; Michaliket al.,2001 ; Peteret al.,2000). Chez 'homme,
PPARB est ubiquitaire avec un taux d’expression selantilgsus testés, équivalent a celui
déterminé chez les rongeurs (Auboaifal., 1997 ; Loviscachet al., 2000). A I'heure
d’aujourd’hui, peu d’études ont été réalisées auddtection et la quantification du PPRAR
dans les tissus normaux et tumoraux de la vessiez Chomme, PPAR est exprimé par

I'urothélium normal (Chopreet al., 2008 ; Guanet al., 1997 ; Guan, 2002) mais aussi
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pathologique car dans des échantillons tumorawside 170 patients atteints de cancer de la
vessie, sa présence a été révélée (Yoshietuah, 2003). D’autre part, PPARest exprimé
par des cellules dérivées de cancer de vessie €RT44) (Fauconnedt al.,2002 ; Chopraet
al., 2009). A notre connaissance, aucune étude n’& gartI'expression du PPAR]ans les
tissus normaux ou cancéreux du col de l'utérus.e@eant, au vu de nos résultats, nous
pouvons supposer que celui-ci est exprimé dansidess cervicaux pathologiques issus de
patientes atteintes de cancer de col de l'utérusgpla partir d’'un modelen vitro, nous
avons montré que PPARest exprimé dans les cellules HelLa, CaSki et C;33ules

dérivées de cancer du col de 'utérus.

3. Structure du récepteur PPARB

Le récepteur PPARposséde plusieurs domaines fonctionnels qui satépendants les

uns des autres.

- Dans la région N-terminale siege le domaine AMBest une zone variable dont la
séquence en acides aminés est peu conservée esitdifferents isotypes de PPAR. Ce
domaine possede une fonction impliquée dans l'atitia de la transcription en absence de
ligand (AF-1, Activation Function-1) et présentagieurs sites de phosphorylation (Werman
et al.,1997).

- Le domaine C constitue le domaine de fixatiolA®N. Il contient 66 acides aminés qui
permettent au récepteur de reconnaitre une séquamagfique d'ADN appelée PPRE
(Peroxisome Proliferator Response Element). Le doen@ est stabilisé par deux structures
en doigt de gant comprenant chacune un atome deli@ém 4 résidus cystéine (Luisi al.,
1991). Les parties C-terminales des 2 doigts dé &atome de zinc présentent une structure
en héliceo. Le domaine C est fortement conservé au sein degar-famille des récepteurs
nucléaires en particulier au niveau de 2 régionzel@es boite P et boite D. La boite P
(proximale) (CEGCKG) se situe dans la partie C-teate du £" doigt a atome de zinc et elle
est directement impliquée dans la spécificité deomaaissance d'un motif hexamérique
localisé sur TADN (AGGTCA). La boite D (distalejegion localisée entre les 2 premiers
résidus cystéine du®® doigt & atome de zinc, est impliquée dans lesrfates de
dimérisation des récepteurs et dans la reconnassdm 'espacement entre les 2 demi-sites
de I'élément de réponse (Evans, 1988).
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A/B: AF-1 domaine de transactivation
C: Domaine de liaison a 'ADN (DBD)
Site de dimérisation

D: Région chariere

C. /C% N D{ C. ,c8 E: Domainede liaison auligand (LBD)
AN~ Boite PBmte 4 Site de dimérisation

Q%: :dp OQ?OQ Domaine de liaison a des hsp
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Boite P :région impliquée directement dansla reconnaissdatélément de réponse sur 'ADN.
Boite D : permet la reconnaissance de lespacement entdelesdemi-sites de 'élément de réponse.

Figure 2: Organisation structurale de PPARS. D’'aprés Escher et Wahli, 2000.

- Le domaine D est une région charniére flexiblereefes domaines C et E. Ce domaine
permet au récepteur d’adopter des conformations/opi faciliter les interactions mises en
place par les domaines C et E et abrite un sigadbdalisation nucléaire (NLS, Nuclear
Localization Signal), qui permet la translocatiamckéaire du récepteur cytoplasmique. Ce
domaine aurait un réle a jouer dans les liaisons lgurécepteur va établir avec les co-

activateurs et les corépresseurs.

- Le domaine carboxy-terminal (E) est le domainelidsson du ligand (LBD, Ligand
Binding Domain). C’est un domaine multifonctionnéa séquence est structurée en 12
hélicesa et 4 feuilletsp qui créent une cavité hydrophobe particuliéremarge pouvant
recevoir le ligand (Nolteet al., 1998 ; Xuet al., 1999 ; Xuet al.,2001).La largeur de la
poche laisse supposer que ces récepteurs sordsapay de nombreuses molécules lipophiles
(naturelles et synthétiques) (Fyfé al.,2006). Cependant, le domaine E du PBARmMble
étre plus petit que celui des récepteurs P®ARy, ce qui conditionnerait la spécificité du
récepteur PPAR vis-a-vis de ses ligandsXu et al, 2001). Le domaine E posséde une
fonction de transactivation dépendante de la lrado ligand (AF-2, Activation Function-2)
(Blanguartet al.,2003), une surface qui est impliquée dans la dgaton du récepteur ainsi
gu'une surface impliquée dans les liaisons avec mteséines régulatrices de l'activité
transcriptionnelle du récepteur. La liaison du tigastabilise le LBD en une structure
relativement rigide qui conduit a un changementbglode conformation du récepteur

permettant le recrutement des co-activateurs. ceutement des co-activateurs est permis
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grace a l'interaction qui existe entre les acidesas 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 différent&R®PBnt des séquences en acides aminés
suffisamment différentes pour conditionner la s@lé@é des ligands. De facon générale, les
PPAR sont activés par des acides gras polyinsaducésine longue, leurs métabolites, et des

molécules a grand intérét pharmacologique (ligaydshétiques).

4.1. Ligands naturels

A I'heure d’aujourd’hui, parmi les ligands naturéentifiés présentant une forte (nM) ou
une faible affinité (uUM) pour le récepteur PPRARN distingue différents acides gras insaturés
a longue chaine comme l'acide linoléique ou l'acatachidonique. Ces molécules sont
capables de lier et d’activer PPARnais également PPARety (Formanet al., 1997). Les
ligands du récepteur PPARsont aussi des métabolites des acides gras notanuaeains
eicosanoides tels que les prostaglandines desss&rid, E2, 12 et J. Par exemple, la
prostaglandine 12 ou prostacycline, est un ligaedRIPARB mais peut également lier et
activer PPAR (Guptaet al.,2000). Par contre, I'acide rétinoique all-trangi, @st un ligand
du RAR (Récepteur a I'Acide Rétinoique), se liesitctiverait le récepteur PPARce qui
aurait pour conséquence d’augmenter la prolifénadies cellules COS-7 (Shaat al.,2003).
Cependant, dans des cellules humaines de kératasogiHaCaT), l'acide rétinoique ne
contrdlerait pas la transcription des genes cidesPPAR mais celle des génes cibles de
RXR, suggérant que l'acide rétinoique ne se lie glag’active pas le récepteur PPRAR
(Borlandet al.,2008).
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Figure 3: Ligands naturels de PPARS.

4.2. Ligands synthétique:

Compte-tenu du rélénportant que peut avoir PPARJans le rétabolisme lipidique ¢
glucidique, des molécules synthétiques capablestida ce récepteur ont été développr
Dailleurs, certaines d’entre elles sont a I'’hediaujourd’hui en essais cliniques pour tra

cetains symptémes du syndrome métaboli(Beduet al.,2005 ;Billin, 2008).

Actuellement, peu de ligansynthétiques de PPARont été synthétisés. En effeselon
les données de la littératule L-165041 est le premier ligand synthéti, de haute affinité
pour le récepteur PPAR(Ki = 6 nM), a avoir étédéveloppé par les laboratoires Me
(Bergeret al.,1999) Par la suite, les molécules GW501516 50 = 1,1 nM) et GW042 ont
été synthétisées avec une sélectivité améliorée PBAFS (Sznaidma et al., 2003). Le
GW501516est la premiere moléct a avoir été&estée dans un modele anima primates
obesesDans ce modéle, I'absorption de cette molécuteles animau;conduit a un profil
lipidique sériquefavorable a la diminution des maladies cardiovasms. En effe le
transport inverse du cholesté est favorisé et le taux plasmatique de triglydes est diminué
(Oliver et al.,2001).Une étude récente montre c’administration de GW50116 pendant 2
semaines chedes hommes présentant certains critéres du syndr@tabolique, permet ul
amélioration de leur profil lipidigu sérigue, améliorationprobablement due éune
augmentation dedxydation des acides gras d le muscle squelettiqgu®iseru: et al.,2008).
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D’autres composeés, ligands de PF3, ont été décrits dans la littérature. Nous pouv
citer le composé F quiwne haute affinil pour PPAR mais aussi pour PPA! (EGso = 2 nM
pour PPAR et EGo = 400 nM pour PPAIR (Vosperet al.,2001),la prostaglandine car-
prostacyclin, ligand et activateur de PHARctiveégalement PPA&R (Formanet al, 1997).
La méthode CARLA (coactivat-dependent receptor ligand assay) a permis de nmaqie
le bezafibrateun composé hypolipidémique, a une haute affinitarp@PAF3 sans étre

spécifique de ce récepteldrey et al.,1997).

Néanmoins, pour comprendre le réle biologique etriplaceutique du récepteur PFj,
des molécules antagonistes ont été développées edmGSKO0660 Sheare et al.,2008), le
GSK3787 (Sheareat al.,201() et le SR13904 (Zaveet al.,2009).
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Figure 4 : Ligands synthétiques de PPAIB.

5. Mécanismesd’action

Les PPAR interviennent et contrleun certain nombre dinctions biologiques selc

différents mécanismes.
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5.1. Hétérodimérisation

Ce qu’il y a de commun avec tous les récepteurkaires, c’est que la fixation du ligand
est un événement capital dans la fonction de régolae I'activité transcriptionnelle des
PPAR. En effet, une fois activés par un ligand redt(acide gras par exemple) ou exogene
(molécule pharmaceutique), les PPAR forment degrbéimeres avec les récepteurs de
I'acide 9-cis rétinoique (RXR), puis cet hétéroctemp active la transcription en se fixant sur
des séquences conservées de 'ADN (PPRE, peroxigoolderator response element),
localisées en 5’ des génes cibles (Kliewkal.,1992). Différentes isoformes de RX& f et
y) existent et sont capables de s’hétérodimérisec &RPAR. Dailleurs, l'affinité des
hétérocomplexes pour leur élément de réponse seatlitionnée par la nature des
hétérodimeres formeés (Juge-Aulatyal.,1997).

De plus, selon certaines études, la formation lietérodimere RXR/PPARpeut s’établir
en absence du ligand (Feig¢ al., 2005). Pourtant, la liaison du ligand a son rémapt
PPAR3 potentialise la formation d'un complexe entre PBA& son partenaire RXR
(Matsusueet al., 2006). Par contre, certains ligands synthétiquesiaturels (I'acide 9-cis
rétinoique) spécifiques de RXR, activent les coxgde PPAR/RXRao pour controler la
transcription de genes cibles de PBAR’est pourquoi, I'ajout concomitante du ligand de
RXR a celui de PPAR potentialise la transcription du géne cible d&ARP (Ferre, 2004 ;
Mukherjeeet al.,1997).

Cependant, dans la cellule, en plus de former dd8rdcomplexes avec PPBRIe
récepteur RXR peut aussi former des hétérodimares RAR (Retinoic Acid Receptor) ; la
présence de RXR va donc générer des compétitidnes lenrécepteur PPARet le récepteur
RAR pour former I'hétérodimere RXR/PPRARLa liaison des ligands spécifiques sur PBAR
et sur RXR favorise la formation de I'hétérodim&BAR/RXR et le recrutement de co-
activateurs. Par contre, la formation de I'hétémoelie RAR/RXR laisse PPARassocié a des
corépresseurs (DiRenst al.,1997).

5.2. Liaison a I'ADN

Lorsque le complexe PPARXR est forme, il se fixe au niveau de la séquetise
régulatrice (PPRE) localisée dans la région proic®tdu gene cible afin de permettre sa

transcription. Généralement, une a plusieurs cogedPRE existent dans le promoteur.
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L’élément de réponse est formé par la répétitioreak du motif hexamérique de
reconnaissance des récepteurs nucléaires (DR euat[Repeat) espacée d’'un nucléotide (DR-
1) (AGGTCANAGGTCA). Cette structure permet la fiomt des 2 partenaires de
I'hétérodimere qui reconnaissent chacun un motfaheérique : PPAR se fixe sur le motif
en 5’ et RXR sur le motif en 3’ (IJpenbesgal., 1997 ; IIpenbergt al.,2004).

PPAR3 existe dans la cellule, non libre mais complexdes protéines auxiliaires et des
corépresseurs et a vraisemblablement une localmsaticléaire. Les protéines complexées au
PPARB possedent une activité déacétylase des histori28CH ce qui permet de maintenir
la structure chromatinienne sous forme compact@egehant ainsi toute transcription. Suite
a la liaison de son ligand, PPARhange de conformation, ce qui conditionne laréibén
des protéines auxiliaires et des corépresseuts,retrutement des co-activateurs présentant
une activité aceétylase. L’acétylation des histormsduit a une réorganisation du nucléosome

permettant le recrutement de I'ARN polymérase ladtanscription des géenes cibles.

5.3. Cofacteurs

Les cofacteurs sont des protéines qui réprimentréfresseurs) ou stimulent

(coactivateurs) I'activité transcriptionnelle désepteurs nucléaires.

En absence de leur ligand, les hétérodiméres PPAIR/Bont liés aux corépresseurs
NCoR (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Sihgniediator of Retinoid and Thyroid
hormone receptor). NCoR et SMRT interagissent thraent avec le répresseur
transcriptionnel Sin 3 pour former un complexe ipuoittéique, conditionnant le recrutement
des HDAC (Nagyet al.,1997). La compaction de la chromatine suite apdacétylation des
histones permet de bloquer [Iactivité transcriptieie des PPAR. De nombreux
corépresseurs ont été identifiés, comme RIP14@gtec-interating protein 140), qui recrute
des HDAC, et qui est un corépresseur fort de PPQRiyata et al., 1998) mais aussi de
PPARB (Lim et al.,2004).

En présence de ligand, la fixation de ce dernisorarécepteur provoque un changement
conformationnel du récepteur, il s’en suivra l#hation des corépresseurs qui seront ensuite
dégradés par le protéasome, et le recrutementodastivateurs. Ce mécanisme d’échange est
favorisé par des facteurs d’échange TBL1 (transdiiike 1) et TBLR1 (transducifi-like 1

related protein). Ces facteurs sont associés apleamrécepteurs nucléaires/corépresseurs et
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servent d’'adaptateurs pour recruter les protéinesngitant l'ubiquitinylation puis la
dégradation des corépresseurs (Peetkal.,2004). Lorsque les corépresseurs sont libérés, les
co-activateurs se fixent et induisent l'acétylatioles histones, le recrutement et la
stabilisation du complexe transcriptionnel qui essocié a I’ARN polymérase Il puis
I'initiation de la transcription du gene cible. Ipdupart des co-activateurs possédent un ou
plusieurs motifs LxxLL (L = leucine ; x = autre deiaminé). En présence du ligand, les co-
activateurs a motif LxxLL vont interagir avec lerdaine de liaison au ligand (AF-2) du
récepteur afin d’étre recrutés par I'’hétérodimeRARB/RXR (Roeder, 2005). Grace a leur
activité histone acétyltransférase (HAT) et métlayisférase, les co-activateurs vont générer
un changement de conformation de la chromatine @gamt le recrutement d’'un autre
complexe protéique (p160/SRC). Ce complexe posaasgs une activité HAT, une fonction
d’activation du domaine AF-2 du récepteur et lasgmbté de se complexer avec d’autres co-
activateurs que sont CBP (cyclic-AMP responsivenelet binding protein) et p300, protéines
qui possedent aussi des activités HAT (Spemtal., 1997; Viswakarmeet al., 2010). Le
complexe protéique va ensuite former un complexerimédiaire, qui va recruter des co-
activateurs sans activité enzymatique, mais qut Yaciliter I'interaction du complexe avec
les acteurs de la transcription et 'ARN polymérdiséPar exemple, le co-activateur PBP
(PPAR binding protein) appartient & un complexe iatédr constitué de multiples sous-
unités, comme TRAP (thyroid hormone receptor-asgedi protein) ou DRIP (vitamine D
receptor interacting protein) (Zhat al.,1997 ; Limet al, 2004). Ces protéines ne possedent
pas d’activité enzymatique connue, pourtant, eflest nécessaires au recrutement de la

machinerie transcriptionnelle (Malét al.,2004).
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Figure 5: Mécanismes de transactivation de la trargsiption de genes cibles de PPAR

D’aprés Peterst al.,2008 ; Viswakarmat al, 2010.

A I'heure d’aujourd’hui, beaucoup de co-activateons été identifiés. Sans étre exhaustif,
nous pouvons citer quelques protéines impliqguées das complexes, possédant soit des
activités enzymatiques telles que CARM1 (méthykfarase), PRIC285 (PPAReceptor
interacting cofactor) (hélicase) et le complexe @30 (ATP dependent chromatin
remodeling properties) (Viswakarmat al, 2010), soit ne présentant pas d'activité
enzymatique tel que PGGrl(PPARy coactivator) (Wanget al., 2003). PGC-1 interagit
également avec le domaine AF-2 du récepteur HPA&Ssa séquence LxxLL. Ne possédant

pas d'activité enzymatique, PGC-1 permet le recnete de co-activateurs possédant une

activité HAT.
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5.4. Reépression en absence de ligand

En regle générale, c'est la présence du ligand paisliaison a son récepteur qui
conditionne l'activité transcriptionnelle des PPARependant, un certain nombre d’études
laissent & penser que les PPAR pourraient exezgeraktivité transcriptionnelle en absence
de leur ligand respectif. En effet, en absence afeligand, PPAR peut étre complexé a
RXR, étre associé aux corépresseurs, étre lieé aREPMnhteragir avec la machinerie
transcriptionnelle et bloquer la transcription dengs. Selon ce schéma, PHARhiberait
I'activité transcriptionnelle de PPARet y (Shi et al., 2002). Cependant, c’est le tissu qui
conditionnerait I'effet de PPARsur I'activité de PPAR. En effet, dans un modele animal de
souris invalidées pour le gempars, dans le foie, le tissu adipeux et l'intestin, t@bles
exprimées suite a I'activation du récepteur PBABNt identiques a celles exprimées dans les
mémes tissus mais a partir de souris exprimant PP@Rterset al., 2003). Par contre, la
méme équipe, quelques années plus tard, a morerédels sourippard”, que I'activation du
PPARy. dans le célon, contrdle I'expression de génesiblors que chez des souynmrs™”,
dans le célon, l'activation de PP&Rie contréle pas I'expression de ces genes ciMasirg
et al.,2006).

Récemment, un effet du PPARbien que son ligand ne soit pas présent, a é&éemi
évidence. En effet, chez des souris dont le ginses a été invalidédpars”), et chez des
souris sauvages (dont le g&uEarg n'a pas été invalidgpars '), I'inflammation du célon a
été induite et les souris ont ensuite été traibdeson avec le GW0742, ligand de PHARes
auteurs ont constaté une augmentation de I'exjpresie protéines inflammatoires chez les

+/+

sourispparg’ etpparg*”*, que les souris aient été traitées ou non avkgded. Ces résultats
suggerent un effet de PPAMdépendant de la présence de son ligand (Holiraget al.,

2007D).

HDAC
NCoR SMRT

Répression

! constitutive

Figure 6: Mécanismes de répression de la transcriin de genes cibles de PPARen
absence de ligandD’apres Peterst al, 2008.
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Contrairement a ce qui est communément admis, BR®Rrrait contréler la transcription
de génes en absence de son ligand. C'est ce mqdeleermettrait d’expliquer l'activité
transcriptionnelle basale du récepteur PBAERN effet, PPAR interagirait non plus avec ses
corépresseurs mais avec ses co-activateurs pouirgnid transcription de ces genes cibles
(Molnar et al.,2005).

5.5.  Action non génomique

Le schéma classique d’activation des PPAR complemdhétérodimérisation avec leur
partenaire et leur fixation sur des sites spéaifsqd’ADN pour contrdler la transcription des
genes. Cependant, ces récepteurs contrbleraientratescription de génes alors que
I'hétérocomplexe n’est pas fixé sur 'ADN (Feigeal., 2006).

- En effet, I'nétérodimere PPAR/RXR, en séquestamtfacteur de transcription, peut
I'empécher de se fixer sur son site spécifiqudreti anhiber I'activité transcriptionnelle de ce
facteur. C'est le phénomeéne de « Tethering ». Ceaniéme d’action a été décrit pour les
récepteurs PPAdRety. En effet, PPAR, en interagissant avec les sous-unités p65/RelA de
NF-kB (nuclear factokB) ou avec c-jun de AP-1, bloque l'activité trangtionnelle de ces
complexes protéiques (Delerie¢ al.,1999). D’autre part, PPARen présence de son ligand,
va séquestrer STAT3 phosphorylé (signal transdandractivator of transcription 3), qui ne
pourra plus se lier a I'ADN, ce qui aura pour cansgnce d’inhiber la transcription d’IL-6
(Wanget al.,2004a). Il en serait de méme pour PBABe qui pourrait expliquer I'effet anti-
inflammatoire de ce récepteur (Kimb al.,2007). De plus, PPARpeut interagir avec la voie
NF-xB, puisque le récepteur PPARmMpéche la translocation de la sous-unité p65FieBy
du cytoplasme vers le noyau, inhibant ainsi I'eflfet NFxB sur la transcription de génes

impliqués dans la réponse inflammatoire (Rieahl.,2002).

- D’autre part, I'hétérodimére PPAR/RXR peut ségraéesun ou plusieurs cofacteurs
nécessaires a l'activité transcriptionnelle de aest facteurs, c’est le « squelching ». Par
exemple, PPAR bloque I'action du facteur de transcription C/BBECAAT box/enhancer-
binding proteinp) sur la transcription ddibrinogéne, en séquestrant les co-activateurs
GRIP1/TIF-2 (glucocorticoid receptor-interactingfin 1/transcriptional intermediary factor
2) nécessaires a l'action de C/HBfervoiset al.,2001). En présence de son ligand, PPAR

recrute le co-activateur CBP (CAMP Response ElerBerding Protein) et interfére avec les
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voies NF«B, AP-1 et STAT1, empéchant ainsi la transactivatieiNOS (Li et al.,2000b ;
Ricoteet al.,1998).

Bien que ces deux mécanismes aient été surtouitsd@our PPAR et y, un certain
nombre d’études montre un effet non génomique dARPP En effet, Lee et ses
collaborateurs ont proposé en 2003 le mécanisme sdgielching » suivant : en absence de
son ligand, PPAR séquestre le répresseur transcritionnel BCL-6 €Bldymphoma 6) et
'empéche d’agir sur la transcription de genes ipflammatoires tels que MCP-1
(macrophage chemoattractant protein En présence de I'agoniste GW501516, ce dermpier s
lie au récepteur PPARet 'empéche de séquestrer BCL-6, ce qui aura poaséquence la
libération de BCL-6 et cette protéine pourra emsuithiber la transcription de génes
impliqués dans l'inflammation (Leet al.,2003).

Tethering Squelching

. NF«B
STAT3

CoA

CoA

Régulation de \é Régulation de
IR p°' 9 | génes cibles

JARN pol W |_> genescibles —

PPARB PPARp
activé activé

Inhibition activité . Inhibition activité

%\%\: transcriptionnelle _\\%\\_ transcriptionnelle
A /

Figure 7 : Mécanismes d’action non génomique de PAB. D’apres Feigeet al., 2006.
FT : facteur de transcription, CoA : co-activatediRNpol 1l : ARN polymérase II.

De plus, récemment, il a été montré un effet norogéque de PPAR puisqu’un effet du
récepteur a été décrit dans les plaquettes alaisiyua pas d’ADN. Le GW501516, une fois
lié & son récepteur, va favoriser I'associationPtRAR3 a la PK@ (protéine kinase C), et
ainsi, inhiber l'activité de cette kinase, 'empénh de jouer son rdle dans les propriétés
‘d'adhérence des plaquettes (Atial.,2009). Par ailleurs, PPARen se complexant a ERK5
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(extracellular-signal-regulated kinase 5), empéthe@hosphorylation de ERKS5, bloquant
ainsi I'action de NFReB sur la transcription de cytokines inflammatoifésoo et al.,2006).

D’autre part, dans le processus de vasculogenaseesy la formation de vaisseaux
sanguins a partir de la différenciation de cellldesches embryonnaires, précurseurs de la
cellule endothéliale, un effet non génomique de RPA été observé. En effet, dans des
modélesin vivo et in vitro, il a été montré que les ligands de PBARW501516 ou L-
165041) vont permettre 'augmentation de la prodifi®n et de la migration des précurseurs
des cellules endothéliales mais aussi conduird@maation de tubes vasculaires. Cependant,
les résultats de ces études ne décrivent pas tivééatranscriptionnelle de PPAR mais
plutét une interaction du récepteur avec la solguwégulatrice p8od de la PI3K qui conduit

a la phosphorylation de la protéine Akt et a ldiféation cellulaire (Haret al.,2008).

6. Reégulation par modifications post-traductionnelles

L’activité transcriptionnelle des PPAR est contedfgar la liaison du ligand mais aussi par
des mécanismes post-traductionnels tels que lappbogation, l'ubiquitinylation et la

sumoylation.

6.1. Phosphorylation

Comme tous les récepteurs nucléaires, la fixatiotighnd est 'événement qui contréle
I'activité transcriptionnelle du récepteur. Cepeamtg@ette activité peut aussi étre régulée par
phosphorylation de ce dernier en réponse a un ktgyprovenant de la membrane plasmique.
Les PPAR sont des phosphoprotéines phosphoryléedapaocie des MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) activées par des cytakietedes facteurs de croissance, la voie des
PKC (protéine kinase calcium dépendante) ou la d@e PKA (protéine kinase AMPc
dépendante). Selon l'isotype de PPAR, le résiduiféode stimulus, la protéine kinase mise
en jeu, le type cellulaire et le promoteur étudi, phosphorylation va conditionner
'augmentation ou la diminution de I'activité duwepteur. Cependant, selon les données de la
littérature, il semblerait que c’est la voie densilisation intracellulaire empruntée pour
phosphoryler les récepteurs nucléaires (IGF ouliméike growth factor, EGF...) qui va
conditionner le sens dans lequel le récepteur wia Bgr exemple, la phosphorylation peut

modifier I'affinité qu’a le récepteur pour son ligh En effet, dans des cellules 3T3-L1, la
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phosphorylation du domaine A/B de PPABonduit & diminuer I'affinité qu'a ce récepteur
pour son ligand BRL49653 donc diminue la liaisagahd-PPAR (Shaoet al., 1998). De
plus, la phosphorylation du récepteur peut modikkecapacité du récepteur a former des
hétérodimeres. En effet, dans des cellules CO&-fthbsphorylation par la PKC des résidus
thréonine T129 et sérine S179 de PRAdRmMInue la formation du complexe PPARXR
(Grayet al.,2005). La phosphorylation du récepteur peut amsslifier les interactions gu'il
forme avec ses cofacteurs. Par exemple, en réponse stress cellulaire, la p38 MAPK
activée phosphoryle des résidus sérine situés ldatismaine A/B de PPARce qui a pour
conséquence de favoriser son interaction avec Jactteateur PCG-1 et d’augmenter son

activité transcriptionnelle (Barget al.,2001).

A I'heure d’aujourd’hui, nous connaissons peu desels sur les modifications de l'activité
transcriptionnelle du récepteur PPRRuite a sa phosphorylation. Pourtant, les proéine
kinases (PKA et AMPc) sont capables de phospholyletcepteur PPAR en absence ou en
présence du ligand afin d’augmenter son activigndcriptionnelle. Plusieurs sites de
phosphorylation ont été décrits : 2 dans le domaiti 2 sites dans le domaine de liaison a
I’ADN et 2 dans le domaine E. Le domaine de liaisdiADN semble étre la cible principale
du processus de phosphorylation. En effet, dangpdsdipocytes 3T3-L1, en présence du
ligand de PPAR (L-165041), 'AMPc favorise Il'activité transcrigthnelle du récepteur
puisque la fixation du récepteur sur son PPRE w@gghantée (Hansest al.,2001 ; Lazennec
et al.,2000). La potentialisation de I'action du réceptear 'AMPc est inhibée en présence

d’un taux important de corépresseurs NCoR et SMRdgsdamet al.,2002).

De plus, dans des cellules de myotubes squelettiquanaires humains (C2C12),
I'inhibition de la voie p38 MAPK diminue I'effet dRPARB sur le transport intracellulaire du
glucose, ce qui suggere que 'augmentation deiViéettranscriptionnelle de PPARest le
résultat de la phosphorylation du récepteur mettamt jeu la voie de signalisation
intracellulaire p38 MAPK (Burns et Vanden Heuvdl0Z ; Krametet al.,2005).

Cependant, ce qui est particulierement intéressaa#t, que I'activité transcriptionnelle des
PPAR peut étre contrélée non pas en agissant guptaine PPAR, mais en phosphorylant
son partenaire, le RXR, afin de diminuer la formatidu complexe PPARRXR (Solomonret
al., 1999), ou en phosphorylant les cofacteurs du téoepPar exemple, les protéines PBP et
SRC-1, lorsqu’elles sont phosphorylées, potenéati$activité de transcription du récepteur

(Misra et al.,2002 ; Rowaret al.,2000).De plus, la phosphorylation du corépresseur SMRT
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entraine sa dissociation du complexe protéiqueathsdription, ce qui aura pour conséguence
d’augmenter I'activité transcriptionnelle du réaapt (Jonas et Privalsky, 2004).

Par ailleurs, la phosphorylation des récepteursfPpéut étre un signal de dégradation du

récepteur par le systéme ubiquitine-protéasome.

6.2.  Ubiquitinylation

Le systeme de dégradation Ubiquitine-Protéasomauleédjactivité des récepteurs
nucléaires puisque leur dégradation conduit de e& & bloquer leur activité

transcriptionnelle.

Les protéines dégradées par cette voie sont d’aiadifiées de maniére covalente par
fixation de polypeptides de 8 kDa appelés ubigeitih’ubiquitinylation des protéines
s'effectue sur des résidus lysine et demande fKietgion d'une cascade enzymatique
impliqguant 3 types d'enzymes appelées E1 (enzynmetidation), E2 (enzyme de
conjugaison), et E3 (ubiquitine ligase). Dans uruxittme temps, les protéines poly-
ubiquitinylées sont dégradées par le protéasome Qéfendant, pour inhiber la dégradation
du récepteur, il faut que l'activité des ubiquisniggases soit bloquée, ou que l'activité des
enzymes de dé-ubiquitinylation (enzymes qui enléves ubiquitines avant qu’il n'y ait
dégradation par protéolyse) soit augmentée (Geni@latapano, 2007). La liaison de ligands
sur le récepteur PPARcontrdle d’une part I'activité transcriptionnete récepteur et d’autre
part sa dégradation. En effet, le corépresseur &KIPdne fois lié au PPAR va protéger le
récepteur de la dégradation. Par contre, pour RPARst la fixation du ligand qui protege le
récepteur de la dégradation (Haustal.,2000 ; Blanquarét al.,2002). En ce qui concerne
PPAR3/3, le processus d’ubiquitinylation qui conduit adgggradation est encore peu étudié.
Cependant, il a été montré qu’en absence de sandjde récepteur PPARest sujet a une
dégradation rapide par le protéasome 26S, pernektamaintenir un faible taux de récepteur
dans les cellules, et qu’en présence de son ligan@cepteur n’est plus dégradé. Le ligand
stabiliserait le récepteur lorsque celui-ci estdid’ADN. En effet, le domaine DBD est
nécessaire a la stabilisation du récepteur. Pdregaime autre étude a établi que si le taux de
PPARB est faible, il n'y a plus de dégradation du réeapiméme en présence du ligand ; a
I'inverse, lorsque le taux de PPARugmente, sa dégradation est alors favoriséeRieal.,
2007).

-35 -



6.3. Sumoylation

La sumoylation est un processus qui permet I'attant covalent et réversible d’'une ou
plusieurs petite(s) protéine(s) SUMO de 12 kBadll ubiquitin-like modifigra la protéine
cible. La liaison se fait entre une glycine dedgion C-terminale de la protéine SUMO et un
résidu lysine localisé dans une séquence consepgaffique de sumoylatiop-K-X-E/D (y
représente un résidu hydrophobe de la protéinee)cithla sumoylation met en jeu un
processus enzymatique conduisant a la dégradatioécgpteur, donc ce mécanisme contréle
la stabilité des protéines, la translocation nucdéat la transcription de genes, puisqu’elle
contréle l'activité transcriptionnelle des PPAR.sDgites de sumoylation dans le domaine
AF1 de la partie N-terminale du PPARNt été décrits. Lorsque ce récepteur est sumsgte,
activité transcriptionnelle est diminuée (Shimetual.,2006). Par contre, lorsque PPARSt
sumoylé par la protéine SUMO-1 sur le résidu lysiBe de la région charniere, son activité

transcriptionnelle serait conservée (Poustedl.,2010).

A notre connaissance, la sumoylation de PRAR pas été rapportée dans la littérature.
Par contre, PPAR semble controler la sumoylation de la protéine BL{Krippel-like
transcription factor 5), protéine impliquée dansmembreux processus physiologiques et
pathologiques. Normalement, KLF5 sumoylée est asoa un complexe comprenant
PPAR3 et des corépresseurs ; ce complexe bloque lectiptisn des génes cibles de KLFb5.
Par contre, lorsqu’'un agoniste lie et active PBARLF5 est désumoylée, conduisant a la
dissociation de KLF5 au complexe répresseur etassnciation a un complexe activateur de
la transcription contenant PPARé a son ligand et le co-activateur CBP. Il s&rivra une
augmentation de I'expression des genes cibles d&KOishiet al.,2008).

7. Roles

La mise au point d'un modéle animal ou le ggmeard est invalivé, mais aussi
I'identification et la synthése de ligands spéciég du PPAR ont permis de faire évoluer
nos connaissances sur les différentes fonctiorte décepteur. Cependant, I'établissement du
modéle de souripparg” a posé de nombreuses difficultés puisque la pluges embryons
ppar’ n'étaient pas viables (Petees al, 2000). Ceci peut s’expliquer par le fait que le
récepteur PPARjoue un réle dans I'implantation du blastocyses effet, chez les souris, les
ligands de PPAR prostacycline ou L-165041, favorisent I'implamntatdu blastocyste (Lim
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et Dey, 2000). Chez ces souris, lorsque le gepa’ est muté, le développement du
placenta est affecté, ce qui conduit a la moradd@upart des embryons (Nadriaal.,2006).

7.1.  Métabolisme lipidique

Le récepteur PPARjoue un réle tres important dans le métabolisipieliiue, ce qui en
fait une cible dans le traitement de pathologiepeiges a un désordre métabolique. PPAR
est impliqué dans I'oxydation des acides gras dansertain nombre de tissus tels que le
cblon, le tissu adipeux, mais aussi dans le musgplielettique, puisqu’il favorise I'oxydation
des acides gras dans ces cellules, liée a I'aetphiysique (Baristet al., 2006). En effet,
PPAR3 est fortement exprimé dans le muscle squelettiguBadministration de GW501516
active le récepteur et augmente I'expression degygnpliqués dans le flux de cholestérol, la
B-oxydation des acides gras et le découplage derbyam (Dresseét al.,2003). Que ce soit a
partir de souris transgéniques, chez lesquelle®hebre de récepteurs PPARSt augmente,
et ou le récepteur est constitutivement actif dansuscle squelettique, ou a partir de souris
sauvages, auxquelles est administré du GW5015nre de fibres oxydatives augmente
ainsi que I'expression de genes impliqués dansafesport des acides gras. De plus, chez ces
souris, la masse grasse est diminuée ainsi quellia des cellules adipeuses (Luqeetal.,
2003 ; Wanget al., 2004b). Chez des souris prédisposées a 'obd'sitdivation ciblée de
PPAR3 dans les tissus adipeux induit spécifiquementpfegsion de genes impliqués dans
'oxydation des acides gras. Les souris pour leéepiele récepteur PPAR est
constitutivement actif dans les tissus adipeux dlanbrun, vont présenter un faible taux
d’acides gras libres et de triglycérides plasmatsg{WWanget al, 2003). Ces animaux soumis
a un régime riche en graisses sont d’ailleurs meirsceptibles de développer une obésité.
D’autre part, I'administration de GW501516 a desrsodb/db qui présentent un défaut dans
le génedb codant la lectine, qui se caractérisent par ue®xie graisse, et qui sont soumises
a une alimentation riche en graisses, semble denilaur chance de développer une obésité
(Tanakaet al.,2003).

En résumé, PPAR intervient dans le contréle du métabolisme lipidigdu muscle
squelettique, participe au remodelage du musclefasorisant la formation de fibres
musculaires de type | et permet I'adaptation olydadu muscle squelettique en réponse a

I'exercice physique (Ehrenborg et Krook, 2009).
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L’activation du récepteur PPAR peut modifier le profil lipidigue en contrélant
I’'hnoméostasie des lipoprotéines dans un autre recat@imal que la souris. En effet, chez des
primates obéses, I'administration de GW501516 cinduune augmentation du taux
plasmatique de HDL, a une diminution de LDL chaest et & une diminution du taux de
triglycérides (Oliveret al, 2001). Par contre, chez les souris (db/db) abesealiabétiques,
'administration de GW0742 conduit a une faible megtation de HDL plasmatiques et
diminue l'absorption du cholestérol intestinal (vder Veenet al.,2005), et 'administration
de L-165041 conduit a une diminution du taux de Hiddsmatique et a une activité diminuée
de la lipoprotéine lipase dans le tissu adipewibwitz et al.,2000). Chez les souris ou le
géneppars a été invalidé, il y a une augmentation du tauxL&d plasmatique et des

triglycérides (Akiyamaet al.,2004).

Des essais cliniques ont été réalisés. En effez des volontaires sains (sans pathologie
apparente), 'administration de GW501516 augmeigt@fscativement le taux plasmatique de
HDL cholestérol, réduit le taux de triglycéridesfatorise I'oxydation des acides gras par le
muscle squelettique (Sprechetr al., 2007). Une deuxieme étude donne des résultatsatout
fait intéressants. En effet, un petit nombre desqmmes présentant certains symptéomes du
syndrome métabolique comme un profil lipidique pdyé€, ont ingéré du GW501516 pendant
2 semaines et ont vu une amélioration dans la t@udk leur profil lipidique, avec une
diminution du taux plasmatique des triglycéridese wiminution des apolipoprotéines ainsi
gu’une diminution du LDL cholestérol. Par contre tdux de HDL cholestérol reste inchangé
(Riseruset al, 2008).

De plus, les ligands de PPAReuvent également supprimer I'inflammation proverde
I'activation des macrophages (Celi al.,2009). Vraisemblablement, I'utilisation d’agoniste
de PPAR semble étre une stratégie pharmacologique prousettdans le traitement des
désordres liés au syndrome métabolique et deslpgtes qui lui sont associées (diabéte de

type 2, athérosclérose).

7.2. Différenciation cellulaire

Comme nous l'avons décrit précédemment, PPABuUe un rble important dans le
développement du placenta puisque l'inactivationPAR3 entraine d’importants défauts

dans la placentation (Bara&k al, 2002). De plus, il semblerait que PHARtervienne dans
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la différenciation des cellules géantes tropholfass (Nadraet al, 2006). PPAR
interviendrait aussi dans la différenciation adigane car il potentialise I'effet du PPARur

I'adipogenese (Matsusiet al.,2004).

Et bien évidemment, le récepteur PHARntervient dans la différenciation des
kératinocytes ; ce récepteur controle la mort tmle des kératinocytes, mais aussi la
prolifération des cellules (Kiret al., 2006 ; Schmuttet al., 2004). Aujourd’hui, il est bien
admis que PPARexerce un role fondamental dans la cicatrisateiadpeau aprés blessure.
En effet, suite a une blessure, I'expression de FfPA&st ré-induite et son activité
transcriptionnelle va permettre de stimuler la suet la différenciation des kératinocytes ;
d’ailleurs, l'invalidation du genepars entraine un retard dans la cicatrisation (Michatik
al., 2001). Suite a la blessure, le taux de PPABt augmenté en réponse a l'activation de la
voie des SAPK (stress-activated protein kinase)parcytokines inflammatoires synthétisées

par des cellules bordant la plaie (Tetral.,2001)

7.3. Role dans la carcinogenese

Selon les données de la littérature, PBARt un activateur de la prolifération cellulaire.
Dailleurs, un certain nombre d’études suggererd ge récepteur serait impliqué dans les

processus menant a la cancérisation.

En effet, PPAR serait impliqué dans la carcinogenese et la pssgpa des cancers
colorectaux, plus particulierement dans la polyp@Enomateuse familiale humaine.
Cependant, des données contradictoires lui atimibs@t un réle pro-cancéreux soit un role
anti-cancéreux. En effet, certaines études sugpgeenl’activation de PPARpotentialise la
tumorigenésevia la voie APCp-caténine/Tcf-4 (T-cell transcription factor 4). lpgotéine
APC, codée par un géne suppresseur de tumeurgksiedte chez les patients atteints de
tumeurs colorectales. La perte de la fonction ABGdait a une augmentation de I'activité de
la protéinep-caténine qui a pour conséquence d’augmenter \itetiranscriptionnelle de
Tcf-4, donc d’activer la transcription de genes tpiec-mycetppars (He et al.,1999). Ainsi,
chez les patients atteints de carcinomes colonectataux d’ARNm de PPAR donc de la
protéine, serait augmenté, permettant au récepfemercer un contrdle sur la prolifération
des cellules colorectales. D’autres arguments sorfaveur du rdle pro-tumoral de PPRR

En effet, des lignées cellulaires humaines dériviiescancer colorectal (HCT116), dans

-39 -



lesquelles le genppars a été invalidé, voient leur capacité a établir leseurs diminuer
lorsqu’elles sont injectées a des souris Nude (Bad.,2001). Dans un modéle animal de
souris APCG™ (modéle ou le géne APC est muté, prédisposargaess au développement de
multiples adénomes intestinaux et représentant asheta de polypes adénomateux familiaux
humains) exposées au GW501516, ligand spécifiqurPdds3, une augmentation du nombre
et de la grosseur des tumeurs dans le cblon deoces est observée. La cultunevitro dans
un milieu sans sérum, provoque l'apoptose deslesllHCT116. Par contre, I'addition de
GW501516 protege les cellules de la mort celluléBeptaet al.,2004).

L'implication de PPAR dans la carcinogenese et le développement de tameu
colorectales, permettrait d’expliquer le mécanisn@éculaire de I'action anti-tumorale des
NSAID (anti-inflammatoires non stéroidiens). Enegffil a été montré que traiter des souris
présentant des adénomes intestinaux avec des NSAiinue significativement le
développement des tumeurs coliques chez ces anintmnplus, il a été montré que ces
molécules induiraient la régression des tumeurgjees chez les patients présentant des
tumeurs colorectales familiales (Smalley et DuB&897). L’effet anti-tumoral des NSAID
pourrait s’expliquer par le fait gu’elles seraiantagonistes de l'activité du PPARHeet al.,
1999), induiraient la diminution du taux de ce peer et bloqueraient l'activité des COX
(Cyclo-oxygénase), inhibant la synthése de ligamiglogenes de PPAR et donc

empécheraient I'activité transcriptionnelle de @eepteur (Liotet al.,2007).

Cependant, un certain nombre de données suggewéai gontraire, le PPAR serait
impliqué dans I'inhibition, tout au moins, dansdeminution des processus conduisant au
développement des cancers coliques. En effet, deszsouris APE" ol des tumeurs
coliques ont été induites, lorsque le g@pars est invalidé, le nombre et le développement
des tumeurs dans le c6lon de ces souris sont atgsn@tarmaret al., 2004 ; Reeckt al.,
2004). De plus, des cellules humaines dérivéesadeet de colon ou I'expression du PHAR
est inhibée par I'utilisation de la technique dciriérence a I'’'ARN, vont beaucoup plus
proliférer que les cellules exprimant le réceptéuang et al., 2008). D’autres études ont
rapporté que la stimulation par des ligands spges du PPAR (GW0742 et GW501516)
ne conditionne aucunement la prolifération desutedl humaines de cancer du célon (HT29,
HCT116 et LS-174T) (Hollingsheaet al., 2007a). D’ailleurs, I'administration des ligands
spécifiques de PPARa des souris APC n’a aucun effet sur le nombréudesurs coliques

chez ces animaux, que le géparg soit invalidé ou non (Mariet al, 2006).
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Vraisemblablement, les divergences de résultatsceroant l'activité pro- ou anti-

proliférative du récepteur PPARseraient observées dans d’autres tissus.

En effet, a partir de cellules dérivées de cancefoik, quelques études présentent des
résultats contradictoires. Certaines montrent gaetivation du PPAR augmente la
prolifération de cellules HepG2 (Glinghamneiral., 2003 ; Hellemangt al., 2003), alors
que d’autres montrent que l'activation du PHPARa aucun effet sur la prolifération de ces

mémes cellules (Hollingshead al, 2007a).

A notre connaissance, aucune étude n’a porté sdtdede PPAR dans la cancérogenese
du col de l'utérus et de la vessie. Par contrdfefedu PPAR dans le controle de génes
impliqués dans la prolifération de cellules dérsvée cancer de la peau, du sein et du

poumon, révele aussi des résultats contradictoires.

Aujourd’hui, il est admis que PPARexerce un role fondamental dans la cicatrisatstad
peau apres blessure. En effet, les travaux régh@éke Docteur Liliane Michalik et Andrew
Tan démontrent que PPARontrole la prolifération, I'apoptose et la migoat des cellules
normales de la peau puisque chez des souris alesjugle lIésion de la peau est effectuée,
I'invalidation du génepparg, entraine un retard dans la cicatrisation (Midhali al, 2001 ;
Tanet al.,2001). D’autre part, il a été montré que PPBARervenait dans la différenciation
des kératinocytes avec une induction de la mohtle@le concomitante a une inhibition de la
prolifération des cellules (Kinet al., 2006). Pourtant, dans les mécanismes controlant la
carcinogenese épithéliale, le réle du PBARe semble pas élucidé. En effet, soit
I'inactivation du PPAR inhibe la prolifération, permet la survie et lagnation des
kératinocytes HaCat (Borlaret al, 2008) et des kératinocytes primaires de soniid0i et
al., 2002), soit, l'activation du récepteur PPRAR’a aucun effet sur la prolifération des
cellules humaines (UACC903) dérivées de mélanomeqié et al., 2008). Cependant, un
certain nombre d’arguments sont en faveur d’'un rdiiteur du PPAR dans la formation
de tumeurs de la peau. En effet, lorsque un pramotge tumeur (TPA, O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) est administrésasuris ou le gengoars a été invalidé
(pparg™), une hyperplasie de I'épithélium est observéectidiik et al, 2001 ; Peterst al,
2000). De plus, 'administration réguliére de TRd les souripparﬂ"‘ plus susceptibles de
développer des tumeurs (Kigt al., 2004). Ces études suggerent que le récepteur PPAR

protége les animaux de l'effet inducteur de tumeurcarcinogene. De plus, des études
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récentes ont montré que des cellules issues denamdéa humain expriment le récepteur
PPAR3 et que le récepteur, une fois activé par son tg@iW0742) inhibe la prolifération
cellulaire sans conduire a I'apoptose (Bildtyal.,2008 ; Burdicket al.,2007 ; Michielset al.,
2010).

Dans des cellules dérivées de cancer du sein (MC7D), I'activation du récepteur
PPAR3 par le GW501516 ou le composé F, augmente laf@ralion des cellules exprimant
des récepteurs aux estrogenes alors que ces campose aucune action sur des cellules
n'exprimant pas les récepteurs aux estrogenesHh&tegi al., 2004). Par contre, une étude
réalisée dans un autre laboratoire, montre gu’eni fconcentration du ligand GW501516
(10 uM) inhibe la prolifération des MCF-7 ; le r@beur est bien activé puisque le taux de la
cible de PPAR, angptl4 (Angiopoietin-like4) est augmentéGirroir et al, 2008). Des
résultats contradictoires concernant l'effet pra+ anti-prolifératif du PPAR sont aussi
observés a partir de modéles animaux. En effetz s souris présentant des tumeurs
mammaires induites par un cancérogene, soit le @QBBDaugmente le nombre de souris qui
présenteront des tumeurs (Yat al.,, 2005), soit I'invalidation du geneparf diminue
I'incidence des cellules cancéreuses (Ghestal., 2009). Par contre, récemment, il a été
montré que le GW50151¢a le PPARS, diminue la prolifération ainsi que la clonogétéci
des cellules de cancer du sein (C20). Ce phénomsnprécédé d’'une augmentation de la
mort des cellules tumorales et d'une surexpressiongene cible de PPAR(angptld

confirmant l'activation du récepteur PPARForemaret al.,2010).

Des études réalisées a partir de cellules dérigéesancer du poumon ont retenu notre
attention. En effet, le PPARa soit un effet prolifératif, soit un effet antigliferatif. Dans
des cellules dérivées de cancer du poumon (A549(EW501516 inhibe la mort cellulaire
induite par un stress oxydatif, en réactivant lalifgration des cellules (Pedchenko al.,
2008) Le GW501516 augmente aussi la prolifération desulesl humaines (H18338 et
H2106) dérivées de cancer de poumon ; cet effetdépendant du récepteur PPARL
implique la voie PI3K ainsi que le cofacteur PG&€{Han et al, 2008 ; Haret al., 2009).
Cependant, quelques années auparavant, un autratizibe a obtenu des résultats différents.
En effet, a partir des lignées cellulaires citée&c@demment, des doses importantes de ligand
de PPAR (L-165041) diminuent la prolifération des celluigaikumotoet al., 2005). Dans

un modele animal de souris transgéniques chez ddsegudes cancers de poumon ont éte
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induits, l'invalidation du genepparp est associée au développement tumoral (Muller-
Brusselbactet al.,2007a). Cependant, il est particulierement dieicle conclure sur le role
pro- ou anti-tumoral de PPARdans ce modele car cette méme équipe a récemiiamiuo
d’autres résultats. En effet, deux semaines apngsction de cellules issues d’'un carcinome
pulmonaire de Lewis, chez les souris pour lesgsielée génepparp a été invalidé, la
prolifération des cellules tumorales est inhibéajuestoppe le développement des tumeurs
(Muller et al.,2008). De plus, 90% des soupisar8”~ survivent beaucoup plus longtemps que
les souris pour lesquelles le géppars est exprimé. L'inhibition du développement des
tumeurs chez ces souris peut étre expliguée padimiaution de la vascularisation de la
tumeur due a une diminution et a une malformaties whicrovaisseaux intratumoraux. Ces

résultats suggeérent que le récepteur PRPARN réle primordial dans I'angiogenése tumorale.

7.4. PPARp et angiogenése tumorale

La progression d’'un cancer, I'invasion et la forimatde métastases sont conditionnées par
un événement essentiel, le « switch » angiogéni@uénement caractérisé par la rupture de
I’équilibre qui existe entre les facteurs pro- eti-angiogéniques, en faveur des facteurs pro-
angiogéniques, ce qui aura pour conséquence dendéer le processus d’angiogenése

tumorale.

Comme nous venons de le décrire précédemment, PP#dRait une molécule
angiogénique. En effet, chez des souris xénogefféec des cellules tumorales issues de
carcinomes pulmonaires de Lewis (LLC) ou de mélammes tumeurs qui se sont
développées sont moins vascularisées chez lesaaripour lesquels le gémppars a été

+/+

invalidé ppars™) que chez les souris témoinsp&rs*™"). Vraisemblablement, diminuer le
nombre et la qualité des microvaisseaux intratumoreonduit a inhiber la croissance
tumorale et & augmenter considérablement la vieedesouripparg” (Abdollahiet al.,2007;
Muller-Brusselbachet al., 2007b). Chez les sourigparg”, la plupart des microvaisseaux
présentent une paroi épaisse avec une lumiére uébstdiminuant ainsi fortement la
vascularisation de la tumeur. Les malformationscee microvaisseaux intratumoraux sont
dues a la proliféeration anormale des cellules drd@iies, mais aussi des cellules
périvasculaires. Ces études suggerent que le BRAE role primordial dans la formation

des vaisseaux donc dans le bon fonctionnementsgawuévasculaire.
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PPAR3 peut avoir un effet direct sur I'angiogenese, égutant I'expression de génes
angiogéniques, tels que le VEGF, mais aussi unieragtdirecte en contrdlant des genes
indirectement impliqgués dans l'angiogenese. Entete profil moléculaire des cellules
endothéliales et fibroblastiques des soumis’ est trés différent de celui des cellules
endothéliales et fibroblastiques de souris sauvéeéamkiewiczet al.,2007).Par exemple,
chez les souripparg”, le taux de protéines CLIC4 (chloride intracelfiuthannel proteinjui
a un rble indiscutable dans la formation du réseasculaire (Bohmaret al., 2005), est
fortement diminué. La diminution d’expression delCA4 va engendrer un réseau vasculaire
défectueux. De plus, chez les sopjmig’, le taux de la protéine CRBP1 (cellular retinol
binding protein 1) est fortement augmenté. Cettd&ime est capable de se lier et de capter
des ligands speécifiques destinés a activer lesptéges RAR et RXR, dont [l'activité
transcriptionnelle favorise la prolifération, la ff@renciation et la formation des
microcapillaires ; ces récepteurs ne seront dous gbllicités (Liuet al.,2005). L'inhibition
de leur activité va contribuer a la mise en plaeentdcrovaisseaux défectueux. Selon ces
résultats, PPARIntervient dans la formation du réseau vascul®failleurs, d’autres études

réaliséesn vitro sont en faveur du réle angiogénique de PPAR

En effet, a partir d'un modélen vitro de cellules HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells), HAEC (human aortic endothetialls) et EAHy926 (cellules endothéliales
immortelles), il a été montré d’'une part, que leepteur PPAR est exprimé dans ces cellules
et d'autre part, que le GW501514 le PPARB, augmente la prolifération cellulaire et la
formation de nouveaux microvaisseatia la synthese et la sécrétion de la molécule clef de
I'angiogenese, le VEGF (Piqueresal.,2007). De plus, PPARfavorise la prolifération et la
survie des cellules endothéliales en protégeantdesseres de I'apoptose. Effectivement, la
prostacycline PGI2, ligand endogéne et spécifique RPAR, ainsi que son ligand
synthétique L-165041, protegent les cellules HUVE#gCla mort. En effet, les ligands, par
'intermédiaire de PPAR augmentent la transcription de la protéine 14-3g8i va
séquestrer et empécher les protéines pro-apoptstiglies que Bad d’exercer leur action, ce

qui aura pour conseéquence de protéger la cellulapieptose (Liouet al.,2006).

Comme nous venons de le voir, PHARwgmente la prolifération des cellules
endothéliales mais aussi celle de certaines csllulenorales, selon un mécanisme
moléculaire direct mais aussi indirect. En effeg ligandsvia leur récepteur, augmentent la

synthese et la sécrétion de VEGF et augmentent laussmbre de récepteurs au VEGF a la
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surface des cellules tumorales. La survie et l#fgration de ces cellules sont favorisées par
la boucle autocrine VEGF/récepteur au VEGF. Enteftme faible concentration de
GW501516 (1 uM)yvia son récepteur PPAR augmente I'expression du VEGF et de son
récepteur VEGFR-2 dans des cellules dérivées deecatu cblon (LS-174T et HCT116), ce
qui a pour conséquence l'augmentation de la pralign et de la survie de ces cellules
(Wang et al., 2006a). Dans d’autres cellules dérivées d'un cacoorectal (SW480 et
HT29), le GW501516 augmente I'expression de I'ARMNtrde la protéine VEGF. Cet effet
est bien dépendant de la présence du récepteur [PERdRrl et al.,2011). De méme, a partir
de cellules dérivées de cancer du sein (MCF7 eDJ4ét de la prostate (LNCaP et PNT1A),
I'équipe de Stephen et collaborateurs montre quegnéghese du VEGF et de son récepteur est
augmentéeia I'activation du récepteur PPARet est concomitante a une augmentation de la
prolifération des cellules (Stephenal, 2004).Ces résultats suggerent que PBARNtrole

la transcription du gengegf et serait donc une molécule angiogénique. D’aiiemotre
groupe de recherche en Urologie a obtenu des aésidimilaires a partir d'un modéle de
cellules dérivées de cancer de la vessie. En é&féigand L-165041 augmente la synthése et
la sécrétion du VEGF (121, 165 et 189) et ce, gquet soit le phénotype des cellules
(Fauconnett al, 2002). En effet, PPARaugmente I'expression du VEGF dans les cellules
RT4, issues d’'un carcinome urothélial papillaireidé&ant de grade | et représentatives d’'une
tumeur non agressive, et dans les cellules T2dessd’'un carcinome urothélial indifférencié

de grade 11l et représentatives d’'une tumeur agresshaut potentiel métastatique.

D’autres études présentent des résultats contoardistavec ce que nous venons de décrire
précédemment. Ainsi, la stimulation de cellules\a&s de cancer du célon (HT29, HCT-119
et LS-174T) par le ligand de PPBRGW501516), ne montre aucun effet sur le taux de
VEGF, et ce, que les stimulations soient effectugeprésence ou en absence de sérum
(Hollingsheadet al, 2007a). Ces résultats suggerent que le recePRARB n’intervient pas

sur la synthése de VEGF.

Cependant, la plupart des données de la littératargrent que les ligands de PPABNt
un effet pro-angiogénique en controlant I'expressio VEGF et cet effet est dépendant de
leur récepteur. En effet, méme si pour de nombeeétgles cela n'a pas été confirmé, c’est
par l'intermédiaire du récepteur PPARue la synthese du VEGF est contr6lée. Pourtant,

récemment, il a été montré que dans les kératieecye L-165041 augmente le taux de
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VEGF (ARNm et protéine) et que cet effet du ligaasd indépendant de la présence de son
récepteur PPAR(Schiefelbeiret al.,2008).

- 46 -



[l. Angiogenése tumorale

1. Généralités

L’angiogenése est un processus complexe, multedtagui permet la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins (néovascularisatipajtét de vaisseaux pré-existants. C'est un
processus normal indispensable a de nombreux pmukephysiologiques, tels que le
développement embryonnaire puisqu’il est esseatil croissance des vaisseaux sanguins
durant 'embryogenése et a la formation du placeGteez I'adulte, ce phénomeéne est plus
rare puisque le réseau vasculaire est déja en.plkateeffet, un faible taux de cellules
endothéliales sont actives durant la vie adulték(ran, 2002). Ce processus intervient dans
des situations d’'inflammation, de cicatrisationdsuréparation osseuse et chez la femme lors
de la reconstitution du réseau vasculaire dangiéeretre au cours du cycle menstruel ou
pendant la grossesse. L’'angiogenese est hautemé&milée dans les conditions
physiologiques ; cependant, elle peut devenir pagigue, lorsque la croissance de nouveaux
capillaires devient incontrolée. Cette néovasaonatixcessive dans le cadre de lI'angiogenese
tumorale est primordiale a la croissance des tusnewalignes et au développement des

métastases (Folkman, 1995).

En effet, la croissance tumorale et la disséminatimétastatique dépendent de la
néoformation de vaisseaux sanguins (Folkregal.,1971). Quand la taille d’'une tumeur est
inférieure & 2 mrh I'apport en nutriments et en oxygéne se faitdiiusion simple ; c’est la
phase de dormance de la tumeur, indépendante rgdgenése. Lorsque la tumeur grossit,
un état hypoxique intratumoral est générée. Cetl§tpoxique va conduire a 'augmentation
de I'expression de facteurs clefs de I'angiogemzsdes cellules tumorales et déclencher un
« switch » angiogénique. L’équilibre entre les éacs pro- et anti-angiogéniques va basculer
en faveur des facteurs pro-angiogéniques et vatialBwne vascularisation excessive qui
permettra un apport en nutriments et en oxygeresant pour la progression tumorale @i
al., 2000a).

L’architecture des vaisseaux tumoraux est bierégifite de celle des vaisseaux normaux.
En effet, le réseau vasculaire tumoral est hauten&sorganisé et hétérogene ; les vaisseaux
ont un diametre irrégulier, sont dilatés, tortuetiprésentent des ramifications excessives. De

plus, ces vaisseaux sont fragilisés. Leur membbasale est discontinue ou absente et il y a
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de larges jonctions inter-endothéliales, donnamsiailes vaisseaux tumoraux perméables et

hémorragiques.

Le processus angiogenique peut étre divisé enquitssetapes.

Déstabilisation des vaisseaux pré-existants : tbabord, I'activation des cellules
endothéliales entraine une vasodilatation et umgenantation de la perméabilité des
vaisseaux conduisant a I'extravasation de protéu@smatiques comme l'activateur
du plasminogéne (uPa). Ce dernier permet I'actwvatlu plasminogéne en plasmine
qui active ensuite des métalloprotéases (MMP), séagtéeles cellules tumorales et
le tissu stromal environnant. Ces enzymes vontwioa@ la dégradation de la matrice
extra-cellulaire (MEC) et de la membrane basaler(@et, 2000). Il s’en suivra la
déstabilisation du vaisseau pré-existant suite @etée des contacts entre les cellules
endothéliales et les cellules vasculaires avoisasarles péricytes, qui se détachent
des jonctions inter-endothéliales altérées (Mo$887). L'angiopoiétine-2, qui est un
antagoniste de I'angiopoiétine-1 (facteur limitenperméabilité endothéliale), permet
le détachement des cellules musculaires lisses parbi vasculaire.

Protrusion des cellules endothéliales a travertdson formée dans la membrane
basale vasculaire.

Migration et prolifération : la déstabilisation desisseaux favorise la migration des
cellules endothéliales en direction de la sourcgicg@énique. Simultanément, la
matrice extracellulaire (MEC) environnante est déige sous l'action des MMP pour
permettre l'intégration de nouveaux vaisseaux. Lmatifération est possible grace
aux facteurs de croissance tels que le FGF (Fiasbibrowth Factor) et le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) qui étaiergugstrés dans la MEC. Les cellules
endothéliales, sous le contrdle de ces facteurgralesance, synthétisent et sécrétent
des protéines qui facilitent la migration celludaiD’ailleurs, pour interagir avec la
MEC, les cellules endothéliales expriment a leufasi@ de nouveaux récepteurs tels
que ICAM (IntraCellular Adhesion Molecule), VCAM-@Vascular Cell Adhesion
Molecule-1), des sélectines (E et P) ou des imeégiiovp3, avp5) (Bazan-Sochat
al., 2005 ; Eliceiri et Cheresh, 2001). Sous l'influertes facteurs angiogéniques, les
cellules endothéliales donnent naissance par boonggnent, a de nouveaux

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

maturation qui permet la réorganisation de la pdwvaisseau. Durant cette étape, la

membrane basale est reconstituée et il y a recantede cellules mésenchymateuses

suite a I'action du PDGF (Platelet-Derived Growidctor) qui attire les fibroblastes

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

péricytes sous l'action du T@F(Transforming Growth Factor) et des cellules

musculaires lisses sont recrutées sous l'actiohadgiopoiétine-1 (Ang-1) (Darland

et D'Amore, 2001). Il y a maturation des cellulesipformer des tubes fonctionnels

capables d’établir un flux sanguin.
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des cellules endothéliales
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Figure 8 : Les étapes de I'angiogenes®’apres Bergers et Benjamin, 2003.

L’angiogenése tumorale initiée par le phénomenédaégeonnement n’est pas le seul

mécanisme permettant la vascularisation de la tumeu

-49 -



En effet, il peut y avoir co-option de vaisseaug-pkistants irriguant normalement des
tissus sains avoisinants. Ces derniers vont almisriner et leur nombre va diminuer. Il s’en
suivra une hypoxie qui entrainera une augmentat®iha vascularisation périphérique de la
tumeur (Holashet al., 1999). La vascularisation par co-option et la uéstsation par
induction de l'angiogenése ont des contributionstimtites lors de [linitiation des
microtumeurs et dépend du micro-environnement la@tatlu nombre de cellules dans la

microtumeur (Zhaet al.,2011).

La tumeur peut également recruter des précurseraglants des cellules endothéliales
issus des progéniteurs sanguins endothéliaux ooldagtes. Les progéniteurs s’incorporent
dans les sites angiogéniques et permettent la eniggdace de la vascularisation (Rabbany
al., 2003).

La vascularisation de la tumeur peut égalementigquet des cellules tumorales. Des
vaisseaux mosaiques ont été décrits. Il s’agitaileseaux constitués de cellules endothéliales
et de cellules tumorales. Ces vaisseaux sont é@sdables et favorisent donc la formation de
métastases (Changt al., 2000). Certains vaisseaux peuvent également @nstitués
uniquement de cellules tumorales qui se transeifiéent en cellules endothéliales, c’est le

mécanisme de mimétisme vasculaire (Manietial.,1999).

2. Facteurs angiogéniques

Les inhibiteurs et les activateurs de lI'angiogensset des cytokines, des facteurs de
croissance, synthétisés par la tumeur mais aussdg@anombreuses cellules, qui agissent
directement sur les cellules endothélialesdes récepteurs spécifiques présents a la surface
des cellules ou indirectemenia des cellules présentes dans le stroma procheedudi
'angiogenese. En effet, les facteurs angiogéniqued dicter aux cellules constituant le

stroma de synthétiser des protéines intervenarst lggorocessus angiogénique.

Le facteur clef de I'angiogenése est le VEGF (Fare al., 2003). En plus de son réle
dans I'augmentation de la perméabilité vasculaioa, activité mitogene permet de stimuler la
prolifération des cellules endothéliales. D’autfasteurs ont un réle angiogénique, ou de
facteurs de croissance tels que le FGF, le Pldbdaved Growth Factor (PDGF),
'Epidermal Growth Factor (EGF) ou I'Insuline Grdwtractor (IGF-1) (Baselga, 2002 ;
Gospodarowiczt al.,1989 ; Ohet al.,2002). Par exmple, le FGF-2 contrdle la prolifiénat
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et la migration des cellules endothéliales en édentt la taux des intégrines nécessaires a la
migration des cellules (Serirdt al., 2006). Les angiopoiétines ont un rble essentiak da
I'angiogenese puisqu’elles participent a la forimatet a la maturation des microvaisseaux.
L’Ang-2 a un role activateur ou inhibiteur de I'angenése en fonction de la présence ou de
I'absence de VEGF. En présence de VEGF, I'’Ang-2iiinid migration et la prolifération des
cellules endothéliales et inhibe I'’Ang-1 qui maénti la quiescence des cellules endothéliales.
En absence de VEGF, I'ang-2 déstabilise les vaissed augmente I'apoptose des cellules
endothéliales (Loboet al.,2002) et I'Ang-1 participe a la stabilisation dessseaux (Davis

et al., 1996 ; Suriet al.,1996). Le TGH permet la différenciation des cellules endothésial

et des péricytes et intervient dans la reconstrnoctle la lame basale, et lorsqu’il est en
présence de TNE-(Tumor Necrosis Factor), ces deux facteurs peujeeretr un role dans la
formation des vaisseaux et leur stabilisation duber la formation du réseau vasculaire
(Frater-Schrodeet al.,1987 ; Pepper, 1997 ; Robeetsal.,1986).

De nombreux inhibiteurs de I'angiogenése ont étatifiés. Parmi ceux-ci, I'angiostatine
et I'endostatine sont capables de diminuer la fémaiion et la migration des cellules
endothéliales et d’augmenter leur apoptose ;rantbospondine, qui est une protéine de la
MEC, participe a la stabilisation des vaisseauxfor@wés en contrélant la migration de
cellules endothéliales et en participant a la vestiration de la lame basale. Le TdNpeut
inhiber la prolifération des cellules endothélialeduites par le FGF et les CXC-chemokines
inhibent la liaison du VEGF165 et du FGF a leuepteur (Belpericet al.,2000 ; Boehmet
al., 1997 ; Claesson-Wels#t al.,1998).

3. Thérapie anti-angiogénique

Le développement d’'une vascularisation intra ou-fo@norale est un événement clef,
aussi bien pour la croissance de la tumeur que lpadissémination métastatique par la voie
sanguine. La connaissance des mécanismes molésutkr’angiogenese tumorale a permis
d’identifier une série de molécules capables diecik réseau vasculaire irriguant la tumeur.
Ainsi, bloquer I'effet du VEGF et/ou I'activité deécepteurs au VEGF, localisés a la surface
des cellules endothéliales, semblent étre deemnaits efficaces pour moduler la croissance

et la dissémination tumorale.

Le premier traitement anti-angiogénique approuvé [ FDA (Food and Drug

Administration) en 2004 est le bevacizumab ou Amd%t C'est un anticorps monoclonal
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humanisé dirigé contre le VEGF. Des essais thétapms associant le bevacizumab a une
chimiothérapie classique ont été proposés a ddasnpatatteints de cancers colorectaux
métastatiques (Hurwitet al.,2004), de cancers bronchigues non a petites esl{iHerbset

al., 2005), de cancers du sein (Maetial.,2008) et de carcinomes rénaux a un stade avancé
ou métastatiques (Escudier al.,2007). Ces essais cliniques comparatifs ont déante
I'Avastin™ associé avec une chimiothérapie augmentait sigiifiement la survie sans
progression et la survie globale de patients at@la cancers colorectaux métastatiques et de

cancers du poumon non a petites cellules.

Une autre stratégie anti-angiogénique consistaliaentdes molécules capables d’inhiber
I'activité tyrosine kinase de récepteurs intradalhes ; ces molécules ont donné naissance a
des médicaments administrés par voie orale. Letisimi(SU11248) inhibe les VEGFR,
PDGFR, C-kit, et Flt-3 et le sorafenib (BAY43-9006hibe les VEGFR, PDGFR mais aussi
c-Raf et B-Raf (Homsi et Daud, 2007). Le sorafeaileté approuvé pour le traitement de
carcinomes hépatiques (Lang, 2008) et de cancersidunétastatiques (Eto et Naito, 2006).
Le sunitinib a été approuvé pour le traitementalgcers du rein métastatiques (Moteeal.,
2007), de tumeurs stromales gastro-intestinaleskBbal.,2007), et utilisé en phase Il pour
le traitement de cancers du sein (Muredyal.,2003), de cancers bronchigues non a petites
cellules (Novelloet al., 2009), d’hépatocarcinomes (Rosgial., 2010) et de cancers de la
prostate (Gasermt al.,2011).

Une autre stratégie consiste a cibler les celldadothéliales afin de bloquer leur
migration et leur prolifération en utilisant deshilniteurs de la voie de signalisation
impliqguant mTOR tels que le Temsirolimus (Toricet)I’everolimus (Affinitor) (Negrier et
Raymond, 2011).

D’autres stratégies utilisées dans le cadre d'ssdimiques, sont des molécules qui ciblent
le récepteur au VEGF et au FGF. Ces molécules emmécher la fixation des facteurs de
croissance sur leur récepteur donc empécher gsigral intracellulaire soit activé (Alleet
al., 2011 ; Belloet al.,2011 ; Kimet al.,2011). De plus, certains médicaments vont cilger |
micro-environnement de la tumeur, soit en empéchardestruction de la MEC par des
inhibiteurs des enzymes dégradant la MEC, soitlequiant certaines protéines localisées a la

surface des cellules endothéliales pour empéchrigeation des cellules.
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4. VEGF

Le VEGF-A a été cloné en 1989 par Ferrara et Heeizelentifié comme étant un facteur
angiogénique majeur et spécifique des cellules thtlales (Ferrara et Henzel, 1989). En
effet, c’est un facteur clef de la vasculogenés#edtangiogenese physiologique durant la vie
embryonnaire (car l'inactivation du gémegf entraine une mort précoce des embryons de

souris), mais également durant la vie adulte (Chetnet al.,1996).

4.1. Famille des VEGF

Le VEGF-A appartient a la famille des VEGF qui coemg aussi les VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E et le PIGF (Facteur de croissaneegitaire). Ce sont des glycoprotéines
qui vont former des homodiméres car elles possedgierdomaine composé de 8 cystéines
impliquées dans les liaisons disulfures des dimékesufeld et al., 1999). Les VEGF se
distinguent par leurs propriétés biologiques aijs par leur affinité aux différents récepteurs
VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3.

41.1. Le VEGF-A

Le géne duvegf-a humain est localisé sur le chromosome 6 en posiip21.3 et est

organisé en 8 exons séparés par 7 introns (Vineeati,1996).

Par épissage alternatif, plusieurs isoformes sgmthétisées et leur composition varie de
111 & 206 acides aminés. Cependant, la plupartalkdes expriment préférentiellement les
isoformes VEGF121, 165 et 189 ; le VEGF165 étaribtene prédominante. Les VEGF sont
des glycoprotéines dimériques de 34 a 45 kDa dts@mrétées puisqu’'un peptide signal est
localisé dans la partie N-terminale de la protélress exons de 1 a 5 codent des régions qui
sont communes a toutes les isoformes. L'’exon hetpartie de I'exon 2 codent la séquence
signal de 26 acides aminés (Siemeisteail.,1998). Les exons 3 et 4 codent des domaines qui
possedent des sites qui vont permettre a la petiinse lier aux récepteurs (VEGFR-1 et
VEGFR-2) (Keytet al., 1996). L'’exon 5 code un domaine qui présente des de clivage
protéolytique pour la plasmine (Claffey al., 1995) et pour les métalloprotéases (etal.,
2005). Les exons 6 et 7 codent un domaine de k&ippprésentant des sites de fixation aux
héparanes sulfates, ce qui confere aux isoformssépant ces exons, la capacité d’étre

séquestrées dans la MEC (Patkal., 1993). L'exon 8a code la partie C-terminale de la
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protéine qui présente I'activité mitogene. Le VEGELqui ne posséde pas les exons 6 et 7
(Anthony et al., 1994), ne se lie pas aux héparanes sulfatesquitrg diffuser librement
contrairement aux formes 189 et 206 qui seront ¢etement séquestrées dans la MEC. Le

VEGF165 existe sous les 2 formes, libre ou séqgéestans la MEC.

Site de clivage Site de fixation a
par laplasmine la neuropiline
i Site de Site de Signal
Sequence  fixationa fixation a Site de fixation a mitogene
signal VEGFR-1 VEGFR-2 I'héparine | g
| N s | [ | p—

5'UTR

Isoformes pro-angiogéniques
[ — VEGF111

e — | VEGF121
0 ) | e ) R e —— | VEGF 145
1 - VEGF 148
e e e s e WO VEGF 165
[ e e e N S — | VEGF 183
[ e e I S — | VEGF 189
) ] S ) I N S— | VEGF206

Isoformes anti-angiogéniques

I EEEm \VEGF121b
B \/\EGF145b
I s B \/EGF165b
I L e I \/EGF183b
- s - s VEGF 189b

Figure 9 : Schéma des transcrits alternatifs du VEG humain. D’apres Hilmiet al.,2012.

Toutes les isoformes sont sécrétées sous formeodemeres pour ensuite se complexer et
former des dimeéres. Les 2 monomeres sont téte-B@chpar rapport a I'autre et vont former
une liaison covalente entre la cystéine 51 d'un onuére et la cystéine 61 de l'autre
monomere (Potgeret al.,1994) ; c’est sous forme de dimére que les diffésrt¥ EGF vont se

lier aux récepteurs.

Les différentes isoformes du VEGF ont des activibédsdogiques différentes bien que
toutes les isoformes soient capables d’induiregiagenese. Le VEGF121 serait plutot
impliqué dans le contrble de la perméabilité vemical alors que le VEGF165 activerait
préférentiellement la migration et la prolifératides cellules endothéliales (Zharg al.,
2008). Le VEGF189, bien qu'étant en quantité mampgortante que les VEGF121 et 165,
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reste piégé dans la MEC, ce qui lui permettra oeusér préférentiellement la migration des
cellules endothéliales (Stalmaasal.,2002). Le VEGF145 est exprimé uniquement dans le
tractus geénital de la femme (Poltorakal., 1997). Une nouvelle isoforme a été récemment
identifiée, il s’agit du VEGF111. Cette isoformeest vraisemblablement pas présente dans
les tissus normaux ; par contre, elle est expritnésgue les cellules sont soumises a des
stress génotoxiques induits par des rayonnementelJdes agents chimiothérapeutiques. Ne
possédant pas I'exon 5, elle ne peut étre lysédgpptasmine (Mineuret al., 2007). Le
VEGF111 participerait a I'acquisition par la ceflud’'une résistance aux chimiothérapies mais
serait aussi un outil thérapeutique intéressant pouiger les ischémies induites par certaines

pathologies.

En 2002, un nouveau variant de la famille du VE&Feté identifie, le VEGF165b.
Comparativement au VEGF165, seul le domaine cooregant au 8" exon différe. En effet,
le VEGF165b differe du VEGF165 par les 6 acidesnaési situés en position C-terminale,
région contenant le signal mitogéne. Le VEGF163a eapacité de se lier au récepteur au
VEGF mais n'a pas la capacité d’activer les voies sijnalisation dépendantes de ce
récepteur. Le VEGF165b a une activité anti-angiapén car il est capable d’'une part,
d’inhiber la prolifération et la migration des eg#s endothéliales induites par le VEGF165
(Bateset al.,2002) et d’autre part d’inhiber 'angiogenése dansnodélen vivo (Woolardet
al., 2004).

41.2. Le VEGF-B

Le VEGF-B présente une homologie de séquence atesaa@minés de 43 % avec le
VEGF-A. Le gene humairvegf-B est situé sur le chromosome 11 en position 11913
(Paavoneret al.,1996). Il comprend 7 exons. Suite a un épissagenailif, 2 isoformes sont
synthétisées, le VEGF167 qui a la possibilité deusier dans la MEC et le VEGF186 qui
peut se lier a la membrane cellulaire et a la MPIfesonet al., 1996). Le VEGF-B peut
former des homodimeres mais aussi des hétérodiragessle VEGF-A. Le VEGF-B peut se
lier et activer le récepteur VEGFR-1 mais il peuss se lier a la neuropiline-1. Cet isotype
serait impliqué dans le développement et le bortfonnement de la vascularisation du coeur
et des muscles squelettigues. Cependant, sa peesencsemble pas indispensable au

processus angiogénique (Aastel.,1999).
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4.1.3. Le VEGF-C

Le VEGF-C présente 30% d’homologie de séquenceiglesaaminés avec le VEGF-A et
60% avec le VEGF-D. Comme pour le VEGF-D, il esithgtisé sous forme de précurseur et
doit étre clivé pour devenir une forme pouvant ise €t activer les récepteurs. Le gene
humain est organisé en 6 exons et est situé sumréenosome 4 en position 4q34 (Joulatv
al., 1996 ; Paavonert al, 1996). Le VEGF-C a une forte affinité pour leceapteurs
VEGFR-2 et VEGFR-3. Par le récepteur VEGFR-2, ilirarble dans la migration et la
prolifération des cellules endothéliales, et paélepteur VEGFR-3, il joue un réle important

dans la lymphangiogenése (Karkkairetral.,2004).

4.1.4. Le VEGF-D

Le VEGF-D présente une homologie de séquence afesa@minés de 31 % avec le
VEGF-A et de 60 % avec le VEGF-C. Son gene estnisgaen 7 exons et est situé sur le
chromosome X en position Xp22.31 (Yamaastaal.,1997). Le VEGF-D, aussi appelé FIGF
(c-fos induced growth factor) active les réceptdlE§SFR-2 et VEGFR-3. De par son affinité
pour ces récepteurs, il a un réle dans l'angiogemdda lymphangiogenéese (Staclegral.,
2001).

4.1.5. Le VEGF-E

Le VEGF-E a été identifié en 1994 dans le génonge mropoxivirus qui infectent les
moutons, les chevres et occasionnellement 'Hominié mrovoque des lésions de la peau qui
résultent d’une prolifération et d’une dilatatioaesdcapillaires sanguins (Lyttkt al., 1994).

En fait, il s’agit d'un groupe de protéines qui lge au récepteur VEGFR-2 mais pas au
VEGFR-1 et VEGFR-3 et aurait un role biologiquegtre de celui du VEGF165 (Meyet
al., 1999).

4.1.6. Le PIGF

Le géneplgf est organisé en 7 exons et est localisé sur lenadsome 14 en position
14924-g31. Comme le VEGF-A, le PIGF est une glyoténe homodimérique. Ce facteur se
lie au VEGFR-1 mais pas au VEGFR-2. Le PIGF enmtreampétition avec le VEGF-A pour
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le VEGFR-1; il favoriserait de ce fait la liaisodu VEGF-A sur le VEGFR-2 et
potentialiserait la réponse angiogénique du VEGfEArmelietet al.,2001).

4.2. Lesrécepteurs du VEGF

Les différentes isoformes et isotypes du VEGF exdrdeur activité biologique par
I'intermédiaire de récepteurs a activité tyrosirneake principalement localisés a la surface
des cellules endothéliales. La famille de ces riétep comprend le VEGFR-1, le VEGFR-2
et le VEGFR-3. Ces récepteurs sont des protéir@ssirembranaires qui possedent un
domaine extracellulaire composé de 7 boucles « inoglobulin-like » impliquées dans la
reconnaissance et la fixation du ligand, une régiolypeptidique transmembranaire et un
domaine intracytoplasmique a activité tyrosine &smaonduisant a I'activation des voies de
signalisation intracellulaires. Ces récepteurs mugrigues sont activés par la liaison d'un
dimére de VEGF qui va conduire a la dimérisatios décepteurs, ce qui déclenche une
activité kinase intrinséque conduisant a une tram®phosphorylation. |l existe aussi des
formes solubles, dépourvues des domaines transraemite et intracellulaire, qui ne

possedent donc pas d’activité tyrosine kinase.

42.1. Le VEGFR-1

Le VEGFR-1, également appelé flt-1 (fms-like tyresikinase 1), a été le premier
récepteur isolé et identifié ayant une haute affipour le VEGF (Shibuyat al., 1990 ; de
Vries et al.,1992). C’est une glycoprotéine transmembranairé8fkDa qui est localisée a
la surface des cellules endothéliales et des gésgNomuraet al.,1995), des monocytes et
des macrophages (Barleen al., 1996), des cellules dendritiques (Dikev al., 2005), des
ostéoblastes (Byuat al.,2007), des cellules souches hématopoiétiques ékaplal., 2005)
et des cellules vasculaires du muscle lisse (Grestket al.,1999). Le VEGFR-1 est aussi
situé a la surface des cellules tumorales coldesct@anet al., 2005) et des cellules de
carcinomes de vessie (Brovem al., 1993 ; Satcet al.,1998). Le VEGFR-1 est un récepteur
pour le VEGF, VEGF-B et le PIGF. Lorsqu'il est aéij il peut former des homodimeres ou
des hétérodimeres avec le VEGFR-2. Selon le coraflenné, il peut induire des fonctions
différentes (Huanget al., 2001). Le VEGFR-1 est impliqué dans la migratias dellules
endothéliales mais aussi des monocytes et des pieges (Sawanet al.,2001) et dans le

recrutement des cellules souches hématopoiétitag(i et al.,2002).
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Une forme soluble de VEGFR-1, issue d'un épissdtgrnatif du géne et possédant
seulement les 6 premiers domaines IgG-like, a daétifiée (Kondoet al., 1998 ; Shibuya
2001). Cette forme séquestrerait le VEGF et infailbeson activité (Kendall et Thomas 1993;
Kendallet al.,1996).

VEGF-A
PIGF VEGF-C
VEGF-A VEGF-A VEGF-D
PIGF VEGF-B VEGF-C VEGF-E
VEGF-A VEGF-D VEGF-C
VEGF-B VEGE-E VEGF-D
() Domaine Igl
Domaine de
liaison au VEGF SVEGFR-1 SVEGFR-2 o l
Domaine de OO
dimérisation .. Domaine 1g7

Domaine a activité
tyrosine kinase<
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Figure 10 : Récepteurs tyrosine kinase des isoformeet isotypes du VEGF.D’apres
Neufeldet al, 1999 ; Pavlakoviet al., 2010.

4.2.2. Le VEGFR-2

Le VEGFR-2 également appelé KDR (Kinase insert Dongantaining Receptor-human
homologue) ou flk-1 (fetal liver kinase-1) est uglgcoprotéine de 230 kDa (Terma al.,
1992) qui est localisée a la surface des celluretothéliales mais aussi a la surface des
cellules souches hématopoitiques, des cellulesonaleés, des ostéoblastes, des cellules
pancréatiques, des mégakaryocytes et des cellatesibaires du muscle lisse (Grosskreattz
al., 1999). La présence de ce récepteur a été égaledentifié dans des lignées cellulaires
dérivées de cancer humain du sein (de Jenhgal., 1998 ; Kranzet al.,, 1999), de
neuroblastomes (Langet al.,2000), de cancers gastriques (Takahashi.,1996 ; Zhanget
al., 2002), de carcinomes urothéliaux (>@a al., 2006) et dans des cellules de carcinomes
épidermoides du col de l'utérus (Nagyal.,2011). Le VEGFR-2 est un récepteur pour le
VEGF et les formes clivées du VEGF-C et du VEGFibsiaque pour la forme virale, le
VEGF-E. Ce récepteur est considéré comme le paheipediateur des effets du VEGF-A

puisqu’il est impliqué dans la prolifération, lagration, la perméabilisation et la survie des
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cellules endothéliales (Shibuya et Claesson-We2gi96). Il interviendrait aussi dans les
processus de chimiotactisme et de lymphangiogeiiNasgy et al.,2002). Une forme soluble
du VEGFR-2 de 160 kDa a été détectée dans le plasmain (Ebost al.,2004). Les roles
de sVEGFR-2 ne sont pas totalement €élucidés ; cdeypencette forme capterait et diminuerait

I'effet des molécules capables de bloquer I'addidti récepteur transmembranaire VEGFR-2.

4.2.3. Le VEGFR-3

Le VEGFR-3 ou flt4 (195 kDa), est synthétisé sau$okme d’'un précurseur qui subit un
clivage protéolytique au niveau di™ domaine Ig-like de sa partie extracellulaire. Les
fragments générés restent assemblés par un paifudisqui relie 2 chaines : une de 125 kDa
et une de 75 kDa (Cebe-Suaedzal.,2006). Le VEGFR-3 est un récepteur de haute #dfini
pour le VEGF-C et le VEGF-D; c'est le principal cepteur impliqué dans la
lymphangiogenése. Chez l'adulte, le VEGFR-3 estiexppar les vaisseaux lymphatiques ou
il est impliqué dans la prolifération, la migratiat la survie des cellules endothéliales
lymphatiques (Kaipaineat al.,1995 ; Makineret al.,2001).

4.2.4. Les neuropilines

Deux autres récepteurs sont inclus dans la faméke récepteurs du VEGF : ce sont les
neuropilines (NRP). NRP-1 et NRP-2 sont des glyotines transmembranaires qui
possedent une partie extracellulaire et une coqueue cytoplasmique comportant un
domaine PDZ (post synaptic density protgiREllet-Manyet al., 2008). Ces récepteurs ne
possedent pas d’activité tyrosine kinase mais agissomme des corécepteurs du VEGF.
NRP-1 peut lier le VEGF-A, -B et le PIGF-2 aloreegqiRP-2 peut lier les VEGF-A, -C et -D.
NRP-1 peut se complexer avec le VEGFR-2, augmetitffitacité de liaison du VEGF-A
sur son récepteur VEGFR-2. D’allleurs, le VEGF16ples d’affinité pour la NRP-1 que le
VEGF121, ce qui pourrait expliquer pourquoi le VE®BB a une activité angiogénique plus
élevée que celle du VEGF121 (Solatral., 1998). Les neuropilines, plus particulierement
NRP-1, sont présentes a la surface des cellulestiefithles et neuronales. Elles sont aussi
exprimées a la surface des cellules endothéligigsadicipent a la formation du réseau
vasculaire qui irrigue la tumeur, comme cela a d&érit dans le cas des neuroblastomes
(Fakhari et al., 2002) et du cancer du sein (Stephenstral., 2002). Elles sont aussi

exprimées a la surface des cellules tumorales dempo (Kawakamiet al., 2002).

- 59 -



Vraisemblablement, les NRP ont un role déterminant cours du développement
embryonnaire et sur le maintien des systémes nemtecardiovasculaire durant la vie adulte.
De plus, ces récepteurs sont impliqués dans la emgglace de I'angiogenese tumorale et la

formation de métastases.

VEGF-Ajgs

Domaine de
liaison au VEGF

D_oma_ine_de\l:
dimérisatiom—=-")

VEGFR-2

Figure 11 : Structure de NRP-1 et formation du comfexe VEGFR-2/NRP-1.D’apres
Pellet-Manyet al, 2008.

4.2.5. Les héparanes sulfates

Les héparanes sulfates sont des glycosaminoglyqgméssnts dans la MEC et lorsqu'ils
sont liés a des protéines, sont situés a la sudack plupart des cellules. Les héparanes
sulfates sont des cofacteurs non spécifiques, verant dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Leur fonction dgidjue leur donne un rdéle important dans
I'adhérence cellule-MEC, les interactions celludhde et les interactions facteur de
croissance-récepteur (Vlodavsky al., 1996). Les protéoglycanes et les héparanes sulfate
interviennent dans les processus angiogéniquesgi@essaminoglycanes interviennent dans
l'interface qui existe entre les constituants deMIBC et les cellules endothéliales et vont
influencer la migration, la prolifération des cédisl mais aussi la stabilisation des capillaires
formés. Ces constituants de la MEC interviennensdaction biologique du VEGF-A. En
effet, la liaison du VEGF-A a I'héparine, appartena la famille des héparanes sulfates qui
ont une forte affinité pour le VEGF, favorise ladiion du VEGF sur le VEGFR-2 et de ce
fait, diminue sa liaison sur le VEGFR-1. De pluss héparines permettent la séquestration
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des isoformes du VEGF possédant des sites dedixatil’héparine, ce qui permettra a la

MEC d’étre un réservoir de facteurs de croissahimei¢k et al.,1992).

4.3, Réles du VEGF

La fixation du VEGF, au niveau de la partie exthatare du récepteur, va conduire a
I'activation de différentes voies de signalisatioriracellulaire, contrélant les fonctions
biologiques suivantes : migration, proliférationifféenciation, survie et perméabilité
vasculairgCrosset al.,2003 ; Holmet al.,2007).

Selon les données de la littérature, le VEGFR-Zaptble, a lui seul, d’'induire tous les
effets biologiques du VEGF-A (Ferrarat al, 2003). Dailleurs, le VEGFR-2 est
indispensable a la vasculogeneése lors du déveloputeembryonnaire puisque les embryons
chez lesquels le genegfr-2a été invalidé meurent des les premiers joursadad foetale
suite au développement d’un réseau vasculaire ad@armelieket al, 1996 ; Ferrarat al.,
1996 ; Shalabyt al.,1995).

Néanmoins, le récepteur VEGFR-1 a aussi un rbls fmportant a jouer dans
I'organisation du réseau vasculaire au cours deliiyogenéese puisque l'invalidation du géne
codant le VEGFR-1 entraine une mortalité précoaz dbs embryonsegfr-1I~ (Fonget al.,
1995). Cependant, les souris ou seule la partigéthe codant le domaine tyrosine kinase du
récepteur a été invalidée, se développent normalentges résultats suggerent que le
récepteur VEGFR-1, séquestre le VEGF-A, 'empécltntse lier au VEGFR-2, limitant
ainsi la fonction biologique du VEGFR-2 (Hiratsuddaal.,1998). D’autre part, le VEGFR-1 a
une affinité 10 fois plus importante pour le VEGEeqcelle du VEGFR-2. Pourtant, son
activité tyrosine kinase est 10 fois moins efficagee celle du récepteur VEGFR-2
(Takahashi et Shibuya, 2005). Chez I'adulte, Raation du VEGFR-1 par le VEGF induit la
prolifération, la migration et la survie des cetlsilendothéliales et des péricytes (Kaahal.,
2000).

Le VEGFR-1 semble étre un corécepteur favorisamtctibon du VEGF-A; |l
potentialiserait I'action du VEGF-A sur la permd#éivasculaire. Il a aussi un réle important
a jouer dans I'endothélium pathologique, lors dedjiogenése tumorale (Carmeladtal,
2001 ; Ferrareet al, 2003). De plus, le VEGFR-1 est fortement exprink& surface des
cellules progénitrices hématopoitiques de la mateuse, cellules qui sont recrutées sur les
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sites métastatiques. Ainsi, I'expression du réagpEGFR-1 a la surface de ces cellules va
favoriser la dissémination métastatique en créangnvironnement propice a la stabilisation

des cellules cancéreuses (Kapdaml, 2005).

Le VEGFR-3 est situé principalement a la surfaceaddules endothéliales qui constituent
le réseau vasculaire lymphatique, et joue un réleddmental dans le développement
embryonnaire puisque I'invalidation de son génedaitré la mort précoce des embryons, car

il intervient dans le développement cardiovascaldaes embryons (Dumoat al.,1998).

4.3.1. Perméabilité

A l'origine, le VEGF a été le premier facteur deissance identifi€ comme un régulateur
clef de la perméabilité vasculaire (Sengsral., 1983). L'induction de la perméabilité
vasculaire nécessite l'activation de la eNOS (eémela@l Nitric Oxide Synthase) afin de
produire du NO (monoxyde d’azote), inducteur dpdaméabilité vasculaire. L'activation de
la NOS est due a l'activité de la PL.©u a sa phosphorylation par la voie PI3K/Akt/PKB
(Phospholnositide 3 Kinase/Akt/protéine kinase B)m(meler et al., 1999 ;Fulton et al.,
1999). L'IP3 (inositol 1,4,5 triphosphate) formé sa lier a des récepteurs spécifiques a la
surface du réticulum endoplasmique favorisantdérhition de Cd permettant la production
de NO.Les membres de la famille Scr semblent étre imghbqdans I'augmentation de la
perméabilité vasculaire induite par le VEGF maig Iéle n'est pas encore clairement établi
(Eliceiri et al., 1999). Par ailleurs, une étude suggére que leepsos de permeéabilité
vasculaire nécessite la coopération entre le VEGFRR-la NRP-1 (Beckeet al., 2005).
L’augmentation de la perméabilité vasculaire prawogl’extravasation de protéines
plasmatiques, protéines qui vont intervenir dandolanation de substrats favorisant la

prolifération endothéliale.

4.3.2. Prolifération

Les voies de signalisation intracellulaires impéga dans la prolifération des cellules
endothéliales font intervenir des MAPK et des ERK1/a fixation du VEGF a ses récepteurs
permet la phosphorylation de la tyrosine 1175 aepéeur qui conduira a la phosphorylation
de la PLG et a sa fixation au VEGFRaZa ses 2 domaines SH2 (Src homology-2). La PLC
ainsi activée, hydrolysera le PIP2 (phosphatidgittd 4,5-biphosphate) en IP3 et DAG

(diacylglycérol). L'IP3 entrainera une augmentatioa calcium intracellulaire et le DAG
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activera la PKC qui, a son tour, activera une a#saie signalisation impliquant les protéines
raf, les kinases MEK1 et MEK2 et les protéines &ewa ERK1/2, afin de controler
I'expression de genes impliqués dans la proliféra(iTakahashet al., 1999 ; Takahashet
al., 2001). D’autre part, I'activation du récepteur\dtiGF conduit aussi a l'activation de Ras
qui va initier une cascade de phosphorylationsrotarit la migration cellulaire (Meadovesd
al., 2001). La voie PI3K/Akt intervient également ddascontréle de la prolifération des
cellules endothéliales (Vina&t al.,1999).

4.3.3. Survie

Le VEGF joue un r6le important dans le contrélelalsurvie des cellules endothéliales
(Alon et al.,1995).In vitro, le VEGF protége les cellules endothéliales deofdose induite
par le TNF (Spyridopouloset al.,1997) ou les radiations ionisantes (Kagthal.,1995). En
effet, les cellules endothéliales des vaisseauxaturas requieérent des signaux de survie sans
guoi une mort cellulaire par apoptose est indufes¢h, 1997). L’activation du VEGFR-2
conduit & l'activation de I'enzyme PI3K qui phospyle le PIP2 pour donner du PIP3. Le
PIP3 déclenchera la phosphorylation de Akt/PKBgaeva bloquer I'activité des protéines
pro-apoptotiques BAD (Bcl-2 associated death promoet caspase 9, et augmenter
I'expression de protéines anti-apoptotiques comna-2B(B-cell lymphoma 2) ou la
survivine, capable d’inhiber 'activité des casga8eet 7 (Gerbeet al., 1998). Le processus
conditionnant la survie des cellules endothéliaddegit contrélé par un autre meécanisme
faisant intervenir la protéine kinase FAK (Focalh&dion Kinase) (Levkaet al., 1998 ;
Zachary et Gliki, 2001). En effet, le recrutemenhtaephosphorylation de FAK, qui est une
protéine cytoplasmique retrouvée au sein du conepiédhérence, va favoriser I'ancrage des

cellules endothéliales a la MEC donc leur survie.

4.3.4. Migration

L’activation du VEGFR-2 favorise la polymérisatiotle l'actine, la formation de
lamellipodes et la contraction des fibres de mymsionduisant a la migration cellulaire selon
deux voies de signalisation. D’une part, la phosplation de la tyrosine 1175 du VEGFR-2
permet le recrutement de la protéine adaptatribegsih conduit a I'activation des voies de
signalisation impliquant les protéines FAK et PJ38utes deux impliquées dans la migration

cellulaire (Holmqvistet al., 2004). D’autre part, la phosphorylation de la syne 1214 du
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récepteur VEGFR-2 permet I'activation de la p38 NkAIRpliquée dans la réorganisation de
I'actine via la phosphorylation de la MK2 et de la HSP27 (H&lapck-Protein 27) (Rousseau
et al., 1997). La migration cellulaire est un mécanismeersel rendu possible suite a des

modifications des systemes impliqués dans l'adluereellulaire.
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Figure 12 : Voies de signalisation intracellulairesactivées par le VEGF et fonctions
physiologiques du VEGF D’apres Holme®t al., 2007.

4.4. Régulation du VEGF

Le VEGF est synthétisé et sécrété par les cellwiemorales mais aussi par une grande
variété de cellules telles que les cellules endialleg, les macrophages, les lymphocytes...
(Folkman, 2002). L'expression du VEGF est contrgdée un grand nombre de facteurs mais
c’est I'hnypoxie survenant au sein de la tumeur,rgprésente I'inducteur principal du VEGF.
L’ARNmM du VEGF possede une extrémité 5’UTR et umérénité 3'UTR (UnTranslated
Region) et la régulation de I'expression du VEGHasea 3 niveaux : transcriptionnel, post-

transcriptionnel et traductionnel.
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4.4.1. Régulation transcriptionnelle du VEGF

Le promoteur duvegf s’étend sur environ 2,3 kb. Le site d'initiatiomingipal de la
transcription est situé a 1038 pb en amont du diitetiation de la traduction ATG. Un
promoteur alternatif serait situé a + 632 pb enl alia site majeur d'initiation de la
transcription et a été décrit a l'origine dans dgion 5’UTR duvegf (Akiri et al, 1998).
L’activation de ce promoteur permettrait la synth&bun transcrit court, dont la région
5'UTR est raccourcie comparativement au transsstiidu promoteur classiquement décrit.
De plus, pour faciliter la traduction, cette régipossede des structures IRES (Internal

Ribosome Entry Site), éléments qui vont faciligefikation du ribosome.

La séquence promotrice ne contient pas de boiteATAikis de nombreux éléments de
réponse tels que HRE, ERE, PRE et des sites régutatonctionnels tels que Spl, AP1/2,
STAT3 suggérant une régulation par de nombrewetastde transcription (Krejsgaagtial.,
2006 ; Pages et Pouyssegur, 2005).

2362 -1811 -1012 -789 -411 -109 38 +1 +632
—H—H—- O'H—El-i

PRE: |:| LXRRE:
Progesterone Response Element Liver X Receptor Response Element
ERE: spl/sp3: )
Estrogen Response Element Specificity Protein 1
AP-1: AP-2: ]
Activating Protein 1 Activating Protein 2
HIF: , Erg-1: :
Hypoxialnducible Factor Early Gene Response protein

STAT3: ) ) o PPRE : .
Signal Transduction and Activator of Transcription @5 Peroxisome Proliferator Response Element

Figure 13 : Représentation schématique des sites fheation de facteurs de transcription
sur le promoteur du vegf. D’aprés Pages et Pouyssegur, 2005 ; Peetetls 2005.

La régulation du VEGF dans des conditions d’hypaiplique le facteur de transcription
HIF (Hypoxia Inducing Factor). Celui-ci est compat2 sous-unités HlFelet HIF-13. En
condition normoxique, les taux de Hll-%ont faibles. Par contre, en condition hypoxidue,

y a accumulation de la protéine Hlk-fjui va se déplacer vers le noyau afin de s’associe
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avec HIF-B. L’hétérodimere HIF-1 formé va se fixer sur ungunce cible HRE (HIF-
responsive element) localisée dans le promoteurgéine vegf et ainsi augmenter sa

transcription (Wangt al.,1995).

L’angiogenése étant un processus indispensableoaufdnctionnement des appareils
reproducteurs male et femelle, I'effet des hormostgésoides a évidemment été étudié sur
I'expression du VEGF. Les estrogéenes augmentemnatescription du VEGHRia un élément
de réponse aux estrogénes (ERE) situé en posit&f20-pb en amont du site d’initiation de la
transcription. Cet ERE lie les récepteurs aux gsimes ER et ER3 (Hyder et al., 2000).
Dans des cellules dérivées du cancer du sein,cleptéur ER est séquestré par BRCAL,
empéchant de ce fait I'activation de la transaniptdu VEGF. En présence d’estrogéenes, ce
complexe va se dissocier, et d&Reut alors se fixer sur sa séquence ERE et adaver
transcription du geneegf(Kawai et al.,2002). De plus, E®peut interagir directement avec
les sites Spl et Sp3 et augmenter la transcripiodEGF et ce, sans que le récepteur se fixe
sur son élément de réponse ERE (Statexl.,2004). L'expression du VEGF est régulée par
les estrogenes, mais aussi par les androgenesteEmaepartir d’'une lignée cellulaire dérivée
de cancer du sein, il a été montré que les estesgeh les androgenes contrdlent le taux
d’ARNmM du VEGF (Ruoholaet al., 1999). De plus, lorsqu'une castration du rat nede
pratiqguée, une régression du réseau vasculaira geobtate est observée, suggérant que la

vascularisation est aussi sous le contréle desogades (Haggstroet al.,1999).

Le promoteur du VEGF comprend également plusiel®rE PProgesterone Responsive
Element) permettant une régulation du VEGF par rizg@stéronevia les récepteurs a la
progestérone A et B (Wet al.,2004).

Les récepteurs nucléaires LXR (Liver X Receptot@¢rviennent aussi dans le controle de
la transcription du VEGF. En effet, un élément édponse au LXR, LXRRE, a été identifié
dans le promoteur humain du VEGF (Walcealal.,2004).

Selon les données de la littérature, de nombrectedas de croissance tels que I'EGF, le
FGF, le HGF et le TGIB-régulent I'expression du VEGF. D’ailleurs, la pup de ces
facteurs ont un taux d’expression tres élevé dansothbreux cancers. Par exemple, le FGF-4
peut contréler 'angiogenese soit en agissant tiineent sur les cellules endothélialés ses
récepteurs, augmentant la prolifération des ceallidadothéliales, soit indirectement en
régulant la transcription du VEGF (Deroaneteal., 1997). Ces facteurs de croissance vont

activer deux voies de signalisation intracellulair@ voie Ras/Raf/MEK/Erk et la voie PI3K/
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Akt, impliguées dans I'activation de facteurs dm#cription requis pour 'augmentation de la
transcription du VEGWia des éléments régulateurs spl ou sp3, AP-2 et Hgarlexemple,

le TGF$ augmente la transcription du VEGF en favorisanidson du complexe Spl sur
son site localisé dans le promoteur du VEGF dasdigeées issues de carcinome hépatique
(Benckertet al.,2003 ; Suganet al.,2003).

Les cytokines interviennent aussi dans la réguiadie la transcription du VEGF. En effet,
I'interleukine-13 (IL-1p) et I'lL-6 sont des molécules angiogéniques césetontrolent le
taux de VEGF dans des cellules de cancers gasiriquales cellules de gliomes (Cohain
al., 1996 ; Huanget al.,2004 ; Kawaguchet al.,2004) Nous pouvons aussi citer le TNF-
qui, dans des cellules dérivées de gliomes, cantadiranscription du VEG#ia les sites Spl
(Ryutoet al.,1996).

Etant donné le réle important que jouent les onoegét les génes suppresseurs de tumeur
dans les processus menant a la cancérisation,ece@rd ont aussi un réle crucial a jouer
dans le processus angiogénique. En effet, I'adtimad’oncogenes tels quas est associée a
une augmentation de I'expression du VEGF alors lgudle des protéines suppresseurs de
tumeurs est associé a une inhibition de I'expressdio VEGF. Dans des cellules tumorales
issues de sarcomes, lorsque la forme sauvagepitetiine suppressive de tumeur p53 n’est
pas exprimée, des taux élevés de VEGF sont obsdtaésontre, lorsque I'expression de p53
est restaurée, le taux de VEGF est fortement diéiQette régulation de la transcription se
fait par I'intermédiaire des sites Spl et AP-2 @dpet al.,2000). Dans des lignées cellulaires
dérivées de cancers du col de l'utérus, 'oncofmet&irale E6 augmente la transcription du
VEGF par l'intermédiaire de sites proches des sitesrégulation utilisés par p53 pour
controler le VEGF. Cependant, I'effet de E6 surtdanscription du VEGF ne fait pas
intervenir la protéine p53 (Lopez-Oceagbal.,2000).

4.4.2. Régulation de la stabilisation des messagers du VEG

La régulation de la stabilit¢é des ARNm permet ugagulation rapide des ARNm et
détermine la période pendant laguelle ces ARNmns$edisponibles pour la traduction,

permettant d’ajuster rapidement leur niveau d’esgian en protéines.

Le contrble de la stabilisation des messagerseat)i est un processus faisant intervenir

d’'une part, une séquence ARE, riche en adéninesidihes et située dans la région non
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traduite 3'UTR et d’autre part, des protéines dabitisation ou de déstabilisation. Cette

région consensus riche en A-U a été initialemephtifiée dans les régions 3'UTR des

ARNmM du TNF chez 'Homme (Capuwdt al, 1986). Depuis, des séquences ARE ont été
identifiés et localisées dans les régions 3’'UTRdjuand nombre d’ARNmM a demi-vie courte

tels que des ARNmM codant des cytokines, des pmatogenes, des médiateurs de

I'inflammation ou des facteurs de croissance (Ehltet al.,2007). Ces séquences riches en
A-U sont longues de 50 a 150 nucléotides (Cherngt1 S1995).

La région 3'UTR de 'ARNm codant le VEGF contientsBquences consensus de type
UUAUUUA(A/U)(A/U) ainsi que 5 motifs pentamériquédJUUA (Levy et al.,1996). Les
séquences ARE sont des sites de liaison pour deéimes appelées ARE-Binding protein
(ARE-BP). Ces protéines influencent la stabilisatmu la déstabilisation des messagers.
Plusieurs protéines participant a la régulationlalstabilité des ARNm du VEGF ont été
identifiées parmi lesquelles une famille de prasistabilisatrices, ELAV (Embryonic Lethal
Abnormal Vision) (Levyet al., 1998) et une famille de protéines déstabilisatticHS11
(Tetra-decanoyl phorbol acetate-induced sequenecs) k& TTP (Tristetraproline) (Essafi-
Benkhadiret al., 2007) et la TIS11b (Ciaist al., 2004). En effet, la stabilisation ou la
dégradation des messagers du VEGF dépendent déskange, de la quantité et de l'activité
des différentes ARE-BP impliquées car il existe aompétition de liaison entre les protéines
stabilisatrices et les protéines de dégradationAddm. De plus, la liaison des ARE-BP a
ses sites est dépendante de la structure secomgaiserégion 3’'UTR des ARNm. En effet,
sur 'TARNm du VEGF, 2 séquences ARE nécessairesearutement des ARE-BP ont été
identifiées. Ces séquences sont adjacentes etl@mlisées dans une région formant une

structure tres stable en épingle a cheveux (Cladtey.,1998).

- Exemple de protéine de stabilisation des ARNm : HUR

La protéine HuR appartient a la superfamille detanes ELAV comprenant également
HuB, HUC et HuD (Antic et Keene, 1997). C’est umet@ine de 36 kDa exprimée de facon
ubiquitaire. Elle possede 3 domaines de liaiscARN : 2 motifs N-terminaux interviennent
dans la liaison de la protéine a des séquencesgsRE motif C-terminal est impliqué dans la
liaison a la queue poly(A). Les protéines HUR doctlisées dans le noyau des cellules ;
cependant, c’'est dans le cytoplasme que ces pestdiabilisent les ARNm auxquels elles
sont liées. La translocation de la protéine HuRnodyau vers le cytoplasme, serait le résultat
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de l'activation de certaines protéines kinasegsdiue les MAPK, ’AMP-activated kinase ou
la PKC (Dolleret al.,2007 ; Lafargaet al.,2009).

En effet, un certain nombre d’études ont montré lgueoie de signalisation p38 MAPK
était impliquée dans l'activité stabilisatrice daRd(Faroocet al.,2009 ; Pagest al.,2000),
et ferait intervenir la MK-2, cible de p38 MAPK (Beet al., 2004 ; Subbaramaiaét al.,
2003 ; Tranet al.,2003). Cette voie de signalisation faisant inteivees protéines kinases,
participerait a la phosphorylation de HUR nécessairsa translocation, du noyau vers le
cytoplasme (Lafargaet al, 2009). L’activité stabilisatrice de HUR est aéigée par la
guantité, la localisation et la liaison de la proééaux ARNm cibles et est influencée par des
modifications post-traductionnelles (phosphorylatiabiquitinylation, méthylation et clivage
de HuR) (Abdelmohseet al.,2009 ; Liet al.,2002 ; Mazroukt al.,2008).

La protéine HUR a un role important a jouer darssdeocessus cellulaires que sont la
différenciation cellulaire, la réponse aux dommagekulaires et la réponse inflammatoire.
De plus, la protéine HuR serait impliquée dansrtayession des cancers puisqu’elle régule
I'expression de génes impliqués dans les procedswsircinogenese. En effet, HUR contrble
I'expression de protéines qui ont un effet dangrtdifération (cycline D1, E1, A2 et B1, p27,
EGF et elF4E), qui contrblent la mort cellulairerdPx (prothymosina), Bcl-2, Mcl-1
(myeloid cell leukemia-1), SIRT1 (sirtuin), p21, Me2 et c-Myc), ou qui favorisent le
processus d’angiogenese (HI&;1le VEGF, COX-2 et TSP1). Vraisemblablement, dees
études décrivent cette protéine comme un élémeitde l'invasion et de la formation de
métastases (Abdelmohsen et Gorospe, 2010). D'alléuest bien admis aujourd’hui, qu’en
condition hypoxique, la protéine HuR stabilise Ad&8Nm du VEGF (Levyet al, 1998 ; Pages
et al, 2000) en se liant a une séquence ARE située ldarégion 3'UTR de 40 bp (1285-
1335) de ' ARNm du VEGF (Goldberg-Cohenal.,2002).

D’aprés les données de la littérature, le taux dd&R Hest plus élevé dans les tissus
cancéreux comparativement aux tissus normaux ganesnts. Dans les tissus tumoraux,
HuR a une localisation cytoplasmique alors que desgissus normaux, HUR est localisée
préférentiellement dans le noyau (Lopez de Silagtesl., 2003). HuR serait un facteur
pronostique de I'évolution des cancers car compamaent au tissu sain, un taux élevé de la
protéine HUR est retrouvé dans des cancers dyldeinonenet al.,2005), du colon (Denkert
et al.,2006), des ovaires (Erkinheined al.,2003), de la prostate (Niesporekal.,2008), du

pancréas (Costantiret al.,2009), des cancer buccaux (Gétcal.,2007) et dans des tumeurs
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du cerveau (Naborst al.,2001). D’ailleurs, la surexpression de la protéhegR est souvent
associée a une surexpression du VEGF dans ledagiomes (Idcet al.,2008), le cancer du
rein (Basuet al.,, 2010), le cancer du sein (Gubgt al., 2010), et dans les cancers

endométriaux (Kuroset al.,2011).

La capacité de HuR a stabiliser les ARNm dépendsaecapacité a empécher sa
dégradation. En effet, la protéine HUR peut blodaatégradation de certains ARNm car la
fixation de HUR sur ses sites empéche les exormedéde dégrader les ARNm (Fatal.,
1999).

Comme nous venons de le décrire, HUR joue roleiardans la stabilisation des ARNm.
Cependant, il semblerait que HuR puisse intervénid’autres niveaux. En effet, HUR
cytoplasmique pourrait également intervenir au auivde la traduction des ARNm. Certaines
études suggerent que HuR influence la traductiorcettéains ARNm en favorisant leur
exportation du noyau vers le cytoplasme ou ilsr#etraduits (Fan et Steitz, 1998). De plus,
en réponse a un stress cellulaire, la liaison de blur la région 3'UTR de certains ARNm va
permettre la relocalisation de ces ARNm des P-lso@jeanules cytoplasmiques permettant le
stockage des ARNm) vers les polysomes ou ils pau@tre traduits (Bhattacharyy al.,
2006). Par contre, HUR pourrait inhiber la traductide certains ARNm en bloquant
I'initiation de la traduction indépendante de laffep au niveau des IRES (Kullmaret al.,
2002).

Les roles que pourrait jouer HUR nucléaire sons fpeu décrits dans la littérature.
Cependant, HUR interviendrait dans I'épissage ABNm ; en effet, une étude a montré que
la protéine nucléaire HUR peut réguler I'épissdtgrraatif de Fas (Izquierdo, 2008).

- Exemple de protéine de déstabilisation des ARNiS1Tb

TIS11b (tetradecanoylphorbol acetate-inducible sege 11b) ou ZFP36-L1, appartient a
une famille de protéines a doigt de gant liantdezohc (ou I'atome de zinc lie 3 cystéines et
une histidine) qui comprend aussi la TTP ou thnigf@bline (Chinnet al., 2002).
Majoritairement localisées dans le cytoplasme, @eetéines ont une activité de
déstabilisation des ARNm cibles en favorisant lalggradation. Dans des cellules
corticosurrénales bovines en culture primaire, Ttsparticipe a la déstabilisation des ARNm
du VEGF (Ciaiset al, 2004). De plus, dans des cellules COS7, la usheation par des
plasmides d’expression TIS11b (pCMV-TIS11b) ou HEMV-HuUR) avec un plasmide
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contenant la région 3'UTR du VEGF placée en among@&hduciférase ont montré que les
protéines HUR et TIS11b ont des effets opposédasatabilité de ’TARNm du VEGF. En
effet, ces protéines se lient a des séquences A¢dlidées dans la région 3'UTR des ARNm
du VEGF (Cherradet al.,2006), ces séquences sont localisées en desdgitaents mais
tres proches (HUR :1285-1325 (Goldberg-Cobeal, 2002) et TIS11b : 1161-1235 (Ciait
al., 2004)). TIS11b et HuR peuvent se lier aux ARNm \EGF de fagcon simultanée ;
cependant, lorsque le taux de la protéine TIS11ls@g®erieur a celui de HuR, la liaison de
HuR a sa séquence cible est diminuée, ce qui codla déstabilisation des ARNm du
VEGF (Cherradet al, 2006).

Les protéines TTP sont des phosphoprotéines etivitdc de ces protéines semble
contrdlée par phosphorylation. Les conséquencda ghosphorylation de TIS11b sont peu
décrites dans la littérature. En revanche, la phaggpation de TTP conduirait a une
diminution de son activité qui aurait pour conségéela stabilisation d’ARNm cibles comme
COX-2 (Clementt al.,2011 ; Marcheset al.,2010).

Vraisemblablement, la protéine TTP aurait un r@esdppresseur de tumeur (Stoeckdin
al., 2003). En effet, il a été montré que la surexpoessle la protéine TTP conduirait a
dégrader 'ARNm du VEGF, & inhiber la vascularigatdes tumeurs et la prolifération de
cellules tumorales (Essafi-Benkhadiral, 2007). D’ailleurs, il a été mis en évidence qele |
taux des ARNm TTP est bien inférieur dans les sigsmoraux comparativement aux tissus
sains. C’est le cas dans les cancers suivantsaoitiey poumon, ovaires, utérus et sein. Dans
des lignées cellulaires dérivées de cancer du pou#s49) ou dérivées de cancer du col de
I'utérus (Hela), la TTP est tres faiblement exp@mEn revanche, lorsque I'expression de la
TTP est ré-induite dans les cellules Hela, des fivadions de la morphologie des cellules
sont observées, les cellules vont moins prolifé&ernt plus sensibles a I'apoptose et surtout,
I'expression du VEGF va diminuer (Brennah al., 2009). Dans des cellules dérivées de
carcinome du rein, I'inhibition de I'expression @S11b est associée a une augmentation du
taux des ARNm du VEGF (Sinhet al., 2009). D’ailleurs, dans un modéle de tumeur pré-
établi chez les souris, la surexpression de la @@mluit a inhiber la croissance tumorale, a
ré-induire la densité micro-vasculaire et a dimmbexpression du VEGF (Planddt al.,
2010).
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4.4.3. Régulation de la traduction du VEGF

L'initiation de la traduction du VEGF peut se faimar un mécanisme alternatif
indépendant de la coiffe, faisant intervenir dequsé@ces particulieres localisées dans la
région 5’UTR des ARNm, les IRES. Une séquence IR&Seéde une structure secondaire en
tige-boucle. Lors de linitiation de la traductiora les IRES, la sous-unité ribosomique 40s
n’intervient pas au niveau de la coiffe et n’eftecpas de balayage permettant de reconnaitre
le codon initiateur, mais se positionne directensemtie codon de I'extrémité 3’ des IRES. La
traduction est donc initiée de maniére indépendduatéacteur elF4E (eucaryotic Initiation
Factor 4E).

Les ARNm du VEGF possédent une région 5’UTR de 1@38éotides qui comprend 2
séquences IRES. Ces 2 séquences sont localis@esoem de 2 codons alternatifs d’initiation
de la traduction. L'IRES-A (+ 745/+ 1038) est lasak juste en amont du codon initiateur
AUG (Akiri et al., 1998). L'initiation de la traduction au niveau de codon permet la
synthése du VEGF-A. L'IRES-B (+ 91/ + 483) est lisx@e en amont de I'lRES-A et permet
I'initiation de la traduction au niveau d'un codonitiateur alternatif CUG. Ce codon
alternatif est en phase avec le codon initiateuGAdll permet la synthése d’'un précurseur du
VEGF, le L-VEGF, contenant une extension N-ternerdg 26 acides aminés. Cette isoforme
du VEGF sera ensuite clivée en VEGF et N-VEGF {pamino-terminale de 206 aa) (Huez
et al.,1998 ; Huezt al.,2001). Les fonctions biologiques des L-VEGF et B&F restent a
étre élucidées. Par contre, I'épissage alternatlif W(EGF semble étre conditionné par
I'utilisation de I'un ou l'autre des codons initafrs. En effet, le VEGF121 est le résultat de
I'initiation de la traduction a partir du codon ClHEors que pour générer les VEGF165 et
189, I'initiation de la traduction peut se fairg@artir de I'un ou l'autre des codons (Borreds
al., 2004).

1. Adhérence cellulaire

1. Généralités

La derniere étape de la progression tumorale aslisition du potentiel métastatique par
les tumeurs. Les métastases sont la principaleecdléshec des traitements et de déces des

patients atteints de cancer. La dissémination nadiqgse est précédée de processus
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fondamentaux par lesquels les cellules tumorales acquérir la capacité de métastaser en se
dédifférenciant, a partir de cellules épithéliates cellules & phénotype mésenchymateux :
c’est la transition épithélio-mésenchymateuse oMTEinsi, les évenements qui conduisent

a la TEM comprennent, entre autres, des modifinatae I'adhérence cellule-cellule.

Au sein de I'épithélium, la cohésion des cellulpir&liales entre elles est assurée grace a
la présence de jonctions intercellulaires. Il exi8ttypes de jonctions intercellulaires : les
jonctions serrées (zonula occludens), les jonctiadkérentes (zonula adherens) et les
desmosomes. Ces jonctions présentent une orgamissitnilaire, c'est-a-dire qu’elles sont

constituées de molécules transmembranaires reliéegtosquelette de la cellule.

Au cours de ce travail, nous nous sommes partreutient intéressés a la régulation de
I'expression de deux cadhérines, principales pmeiimpliquées dans les jonctions

adhérentes.

2. Les cadhérines

2.1. Généralités

Les cellules épithéliales sont normalement polagséermement liées les unes aux autres
via les jonctions adhérentes, constituées principalerdenla protéine transmembranaire
cadhérine E liée au cytosquelette d'actine partdiimédiaire des caténines. Les cellules
épithéliales sont aussi liées a la membrane bagalfautres molécules d’adhérence comme

les intégrines.

Les modifications d’adhérence, associées a l'adguisdes propriétés migratoires et/ou
invasives des cellules épithéliales, sont génémah¢rassociées a la perte d’expression de la
cadhérine E. La cadhérine E est une glycoprotremesmembranaire d’environ 120 kDa
appartenant a la superfamille des cadhérines ;uehagembre nécessite la liaison du calcium
et possede une distribution tissulaire particuli@ellet et al., 2000). La cadhérine E peut
étre active et exprimée dans tous les tissus dpitixé La cadhérine P est restreinte aux
cellules de la couche basale des épithélia platiés et la cadhérine N est exprimée
principalement dans le tissu nerveux mais égalempantes cellules mésenchymateuses, les

fibroblastes, les cellules musculaires et les Edlendothéliales.
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2.2. Structure

Au niveau structural, les cadhérines sont compodaas domaine extracellulaire, d’'un
domaine transmembranaire et d’'un domaine cytoppsendont I'extrémité C-terminale est

trés conservée.

- Une partie extracellulaire N-terminale

Cette partie est constituée de 5 sous-unités Epéles domaines CAD (cadherin amino-
terminal domain) d’environ 110 acides aminés, alemotifs contenant des sites de fixation
pour le calcium nécessaires a l'activité d’adhéeef@avallaro et Christofori, 2004). La sous-
unité CAD N-terminale contient un motif HAV (Histite-Alanine-Valine). La structure et la
fonction des cadhérines dépendent de la concentrati calcium. En absence de calcium, la
structure est désorganisée et la fonction d’adleérest impossible. L’association du calcium
structure le domaine extracellulaire des cadhére®sendant résistantes a la protéolyse ; les
interactions homotypiques entre 2 molécules de éaakks deviennent alors possibles (Pertz
et al., 1999). La formation des dimeéres entre cadhériepese sur l'interaction entre les
domaines CAD-HAV. Cependant, des interactions deecdeuxieme domaine CAD sont
également possibles (Hubetral.,1999 ; Ozawa et Kemler 1998). L’adhérence intéutzate
est possible grace aux interactions qui existetredas cadhérines présentes sur les cellules

permettant ainsi la liaison entre deux celluleshépiales d’'un méme tissu.

- Un domaine transmembranaire

Ces cadhérines n’ont qu’un seul domaine transmemabeaqui est hydrophobe.

- Une partie C-terminale cytoplasmique

La fonction des cadhérines dépend de l'interactieieur domaine cytoplasmique avec
des partenaires cytosoliques, les caténines, @liligtent un contact avec les filaments
d’actine. Les jonctions adhérentes sont forméesupatomplexe protéique selon le schéma

suivant :
- une interaction entre la partie cytoplasmiquéadesadhérine et la caténifieouy
- une interaction entre la caténipeuy et la caténine

- une interaction entre la caténinet les filaments d’'actine.
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- la caténine p120 se lie a la région juxtamembrarte la cadhérine.

Cellule 1 Espace intercellulaire Cellule 2

° Domaine CAD 0 Caténinex

o Domaine CAD-HAV @ Caténine3

O  Sitedeliaison au Ga Y Caténing
—___ Domaine intracellulaire Caténine p120|
WA Actine

Figure 14 : Structure des cadhérinesD’apres Cavallaro et Christofori, 2004.

2.3. Complexe d’adhérence cadhérine E / caténines

La fonctionnalité des cadhérines est assurée gnaicenteractions homotypiques entre les
deux domaines extracellulaires en présence deuoalchais aussi grace a l'ancrage du
domaine cytoplasmique a l'actimga les caténines (Ozawet al., 1989). Les caténines sont
des protéines de la famille Armadillon, et sontact&risées par des répétitions de motifs
armadillo qui favorisent les interactions protéhpestéines et la formation de larges

complexes protéiques (McCreaal.,1991).

Le domaine cytoplasmique C-terminal de la cadhéHEnee lie a la caténinp ou la
caténiney (ou plakoglobine) qui entre en compétition poumi@me site de liaison. La liaison
de la caténingd avec la partie carboxy-terminale de la cadhérinesEpermise grace aux
répétitions de motifs armadillo. La caténipeeut se lier a la cadhérine E, a la place de la
caténinep sans diminuer I'adhérence cellulaire ; cependEntdle de la caténing dans

I'adhérence n’est pas complétement élucidé (Bukeetler, 1994).
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La caténinex se lie & la partie amino-terminale de la catéfinet s’associe aux filaments
d’actine du cytosquelette de maniere directeviaudes intermédiaires tels que la vinculine

(protéine homologue de la caténimjel’ a-actinine et ZO-1 (Imamurat al.,1999).

L’adhérence cellulaire est influencée par la présede la caténine p120. En effet, la
caténine p120 se lie a la partie juxtamembranaréadccadhérine E par I'intermédiaire de la
répétition de ses motifs armadillo, ce qui a pansgéquence de stabiliser la cadhérine E a la
membrane. La caténine p120 contréle aussi la géaté cadhérine E disponible (Daws
al., 2003). Une protéine entre en compétition avecatérine p120 pour sa liaison avec la
cadhérine E, il s’agit de la présenilline-1 (PSI¢tte interaction favorise la liaison cadhérine
E/caténine permettant de stabiliser le complexditeence (Baket al.,2001).

2.4. Fonctions de la cadhérine E

La cadhérine E est essentielle a la qualité denetijon adhérente établie entre les cellules.
Cependant, elle est aussi impliquée dans la tratisdudu signal puisqu’elle est en relation
avec de nombreuses voies de signalisation intrtdaiglts faisant intervenir des molécules

cytoplasmiques ou membranaires.

2.4.1. Régulation de la signalisation des récepteurs a aaté tyrosine kinase

Un certain nombre d’études suggerent que les cadisériorsqu’elles sont impliquées
dans les jonctions adhérentes interviennent dacsivité de récepteurs a activité tyrosine
kinase (Wheelock et Johnson, 2003). La cadhéripeUE induire I'activation des récepteurs a
EGF, et ce de facon indépendante de la présendgahd, et déclencher une cascade de
signalisation impliquant les voies MAPK (Pece etkiud, 2000). Selon une autre étude, dans
des cellules ou un taux important de cadhérinetbEngdiqué dans les jonctions cellulaires,
I'affinité des récepteurs EGFR pour leur ligand dshinuée. En revanche, lorsque les
jonctions cellulaires sont désorganisées, le tauxatihérine E est diminué et les récepteurs
EGFR sont activés et stimulent la voie des MAPKpfegant la mobilité cellulaire (Qiaat
al., 2004).
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2.4.2. Reégulation de la voie de la caténinp

La caténing3 est une molécule qui a un réle structural et tapgonnel. En effet, elle a
un réle de lien dans les jonctions adhérentessais sa forme libre, elle agit comme un
facteur de transcription de genes impliqués dapsdeessus de TEM et dans les processus de
progression métastatique. Ainsi, la catérfinest une protéine dont le role varie en fonction
de sa localisation cellulaire. La caténfhet la caténine p120 sont toutes les deux implisjuée
dans la voie Wnt. En séquestrant ces deux catéaifesnembrane cellulaire, la cadhérine E
est donc un régulateur négatif de la voie Wnt. bee WWnt ou voie de la caténifieest une
voie de signalisation importante dans le développ#rdes vertébrés et des invertébrés. Elle
est impliquée dans I'embryogenese et la morphogemésioue un rbéle majeur dans la

programmation cellulaire des cellules souches kaeddférenciation ou la prolifération.

La caténine3 est un élément central de cette voie. Lorsquiekst pas impliquée dans
I'adhérence intercellulairgia son interaction avec les cadhérines, et en |'atesele ligand
Whnt, activateurs de la voie Wnt, la caténfheytoplasmique est régulée par un complexe de
destruction multiprotéique formé par I'axine etgdeotéine APC (Adenomatous Polyposis
Coali). L’axine lie directement la caténirfe et permet le recrutement des sérine/thréonine
kinases GSKRB (Glycogene synthase kinas@)3et CK1 (caséine kinase 1) favorisant la
phosphorylation des résidus sérine du domaine iRited de la caténinpg (Amit et al.,2002
; Yost et al.,, 1996). Cette phosphorylation conduit a la polyquidinylation et a la
destruction de la caténirfe par le protéasome, contrdlant ainsi la quantitéca&ninep

cytoplasmique.

En présence des ligands Wnt, le systéme de dégradig la caténin@ est inhibé. En
effet, les ligands Wnt sont des glycoprotéines é&ées capables de lier les récepteurs
transmembranaires Frizzled (Fz) et LRP-5/6 (LiptgiroReceptor-related Protein 5/6) (Ete
al., 2004). L’activation de ces récepteurs permet teutement et la phosphorylation de la
protéine cytoplasmique Dishevelled (DSH) qui pdotsas’associer a la protéine Fz, et le
complexe ainsi formé peut recruter I'axine a la rbeme plasmique, ce qui conduit a la
déstabilisation du complexe de destruction de lgntae B. Celle-ci n’étant donc plus
dégradée, elle s’laccumule dans le cytoplasme etgpensuite gagner le noyau et activer la
transcription de génes cibles, stimulée par le ¢exepTCF/Lef-1 (T Cell Factor/Lymphoid
Enhancing Factor 1) (Brembeekt al., 2006). En absence de Wnt, le TCF agit comme une

répresseur en se fixant sur les promoteurs dessgébkes de cette voie. En formant un
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complexe avec Groucho, des CtBP (C-terminal Binditngtein) et des HDAC, le TCF inhibe
la transcription. Une fois dans le noyau, la catéri interagit avec le TCF, dissocie le
complexe de Groucho et permet le recrutement dactieateurs possédant une activité

histone acétylase.

Cadhérine E Cadhérine E

SK3f ,
ﬁ ﬂ Dégradation par B

le protéasome B
OU B Genes
a Caténiner P Caténine Caténine p120

Figure 15 : Réle de la caténing dans la voie de signalisation WntD’aprés Cavallaro et
Christofori, 2004.

Lors de la déstabilisation du complexe d’adhérezamthérine E/caténine, a la suite de la
transmission du signal initié par Wnt, la caténx0 libérée rejoint le noyau. Lorsque les
cellules n'expriment plus la cadhérine E, des tausléaires importants de caténine p120 ont
été observés. Dans le noyau, la caténine pl120imesagir avec la protéine Kaiso qui est un
facteur de transcription ZF (zinc finger). Kaisatagpmme un répresseur en se fixant sur les
promoteurs des génes contenant des séquences @esti3pG, ou des séquences spécifiques
KBS (Kaiso Binding site). Vraisemblablement, Kaigxrute des corépresseurs (NCoR ou
Groucho) et peut aussi lier le facteur de transionpTCF/Lef-1, inhibant de ce fait son
contrdle sur la transcription de nombreux genesni@aet Reynolds, 1999 ; van Roy et

McCrea, 2005). La caténine p120 nucléaire va captaiso, lever la répression et conduire
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a l'augmentation de la transcription de nombreuxegémpliqués dans la TEM (van Roy et

McCrea, 2005 ; Zhanet al.,2011).

Cadhénne E

v, Va V Réorganisation

de ’actine

7 motilite
cellulaire

/7 invasion

Geénes
cibles
o Caténine o. P Caténine p Caténine p120

Figure 16 : Réle de la caténine p120 cytosolique rtcléaire en absence de cadhérine E.
D’aprés Anastasiadis et Reynolds, 2001 ; van Rdyastrea, 2005.

La perte d’expression de la cadhérine E favorisedaccumulation de la caténiffieet de
la caténine p120 dans le cytoplasme puis dansyawma@e qui va conduire a la transcription
de génes cibles du complexe TCF/Lef-1, qui sontliqups dans les processus de TEM et
d’'invasion, et qui sont entre autres, des genesartodes métalloprotéases matricielles
(MMP), des composants de la MEC (fibronectine, fane...), des protéines telles que la
vimentine, la claudine, et d’autres génes impliqgdéss la prolifération et la migration (c-

myc, slug, cycline...).

La cadhérine E est également en relation avec debreuses voies de signalisation

impliqguant des protéines cytosoligues (APC, Rho, P&Se...) et des protéines
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transmembranaires telles que des récepteurs deufactle croissance a activité tyrosine

kinase.

2.4.3. Régulation de la signalisation des Rho GTPases

La caténine pl20 a également un réle cytoplasmiguesqu’elle intervient dans
I'organisation du cytosquelette d’actin@ la régulation des protéines Rho GTPases. C’est
pourquoi, lors de la perte d’expression de la cadbée, la caténine p120 s’accumule dans le
cytoplasme ou elle va séquestrer RhoA sous la foromeactive (Anastasiadet al., 2000).

De plus, la caténine p120 peut interagir avec VE@RRo GEF), permettant I'activation de
Racl (Norenet al., 2000). L'inhibition de RhoA et/ou l'activation deacl conduit a une
réorganisation des filaments d’actine qui va feailila migration cellulaire conditionnant

I'invasion tumorale (Anastasiadis et Reynolds 208impsoret al.,2004).

Ainsi, la cadhérine E, en séquestrant la caténib20ptend a inhiber les capacités
migratoires des cellules (Asnagdti al.,2010). Cependant, selon la cadhérine mise ergeu,
capacité de migration des cellules est limitéeefet, le complexe cadhérine E/caténine p120
est beaucoup plus rigide, plus stable que ne lkesbmplexe cadhérine N/caténine p120. De
plus, dans les cellules mésenchymateuses qui esprimon pas la cadhérine E mais la
cadhérine N, l'accumulation cytoplasmique de laégmte pl20 est associée a une
augmentation de la motilité cellulaire (Anastassaeti Reynolds 2001 ; Soéb al.,2008).

2.5. Fonctions de la cadhérine N

La cadhérine N est exprimée principalement paridsut nerveux mais aussi par les

fibroblastes, les cellules musculaires et les dlendothéliales.

Elle est impliquée au cours de I'embryogenese, tafamation du mésoderme (Radiete
al., 1997), dans le développement du systeme nerveanakh et al., 2000), dans
'ostéogenese (Marie, 2002), dans la différencratdes muscles squelettiques (George-
Weinstein et al., 1997) et dans le développement cardiaque (Lireskl., 1997). Chez
'adulte, la fonction physiologique de la cadhéribhe dans l'adhérence cellulaire est
importante pour le maintien de l'architecture detaias tissus (Shapiret al., 1995). Elle
joue aussi un rble dans la mise en place de sysapm&ronales fonctionnelles et dans la

formation de la paroi vasculaire, essentielle pawtabilisation des vaisseaux.
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Dans un contexte physiologique, la cadhérine Néséssaire pour la survie des myocytes
cardiaques (Radicet al., 1997) et par conséquent, pour le développemerbelur ; c’est un
facteur critique pour la survie des entérocytesithigon et Gordon, 1995), des ostéoblastes
(Marie, 2002) et des cellules ovariennes (Pelu897L La cadhérine N favorise aussi la
survie de cellules cancéreuses, en particuliecelsles de mélanomes et de carcinomes de la
prostatevia I'activation de la voie PKB/Akt. L’activation d’Akphosphoryle et inactive la
protéine pro-apoptotique Bad et augmente ainsptession de la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 (Li et al.,2001 ; Traret al.,2002). La cadhérine N augmente la migration av#sion
des cellules normales mais aussi cancéreuses emlanbd’activité des Rho GTPases.
Cependant, les résultats obtenus dans la littératoincernant I'activation ou l'inhibition de
RhoA et Racl, suggérent une signalisatitanles Rho GTPases dépendante du type et de
I'environnement cellulaires (Charrasseal., 2002 ; Lamberet al., 2002). La cadhérine N
augmente aussi linvasion cellulaire en interagissavec le FGFR dans un contexte
physiologique ou dans des cellules cancéreusesi(ceancer du sein par exemple) (Hagtan
al., 2000).

Le clivage protéolytique de la cadhérine N par Etatioprotéase ADAM-10 conduit a 2
fragments biologiquement actifs : un fragment cgpomdant a la portion extracellulaire ou
NTF (N-Terminal Fragment) de 95 kDa et un fragmgna la membrane CTF1 (C-Terminal
Fragment 1) de 40 kDa (Reist al.,2005). Ce dernier est, a son tour, clivé par lamlexe
présenilinef sécrétase, au niveau de [linterface membrane-glytosn un fragment
cytoplasmique CTF2 de 35 kDa laissant un petitrfraigt transmembranaire a la surface
cellulaire. Le clivage de la cadhérine N a plussezonséquences au niveau cellulaire : NTF1
régule 'adhérence cellulaire, la migration et stienla croissance des neurites (Paradies et
Grunwald, 1993 ; Uttoret al., 2001). Ce fragment soluble peut interagir ave¢-&-R,
activer sa voie de signalisation intracellulairendaniere indépendante de FGF et peut ainsi

stimuler la migration des cellules endothélial@srfyckeet al.,2006).

CTF2 peut réguler la transcription selon différem&canismes. CTF2 lie la CBP,
provoquant sa dégradation par le protéasome. Landiion du taux de CBP dans le noyau
réprime ainsi la transcription induite par CBP (Btabaudet al., 2003). Par ailleurs, la
translocation de CTF2 dans le noyau réprime lastidption de la cadhérine N (Uemuea
al., 2006) et favorise la transcription dépendanteadmaténing (Reisset al.,2005 ; Uemura
et al.,2006).
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L’activité pro-angiogénique de NTF1 indique queckdhérine N pourrait étre impliquée
dans l'angiogenése par bourgeonnement (Gerhardal., 1999). Compte-tenu de son
expression dans les cellules tumorales, de sonddhes la survie cellulaire, la migration,
I'invasion, de sa fonction dans la maturation dasseaux sanguins et probablement de son
implication dans I'angiogenése, la cadhérine Nueg cible thérapeutique potentielle pour
traiter le cancer. En effet, I'inhibition de la fdion de la cadhérine N pourrait bloquer ou

atténuer l'invasion tumorale et 'angiogenese tuater

Cadhérine N

HAV
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Figure 17 : Fonctions de la cadhérine N dans le ceer. D’apres Mariottiet al.,2007.

En 2000, un pentapeptide cyclique (ADH-1) mimanséguence HAVD naturelle de la
cadhérine N a été développé et il bloque spécifitpre la fonction de la cadhérine N
(Williams et al., 2000). Le traitement & base d’ADH-1 s’adresse & tdeneurs exprimant
fortement la cadhérine N. Des tests pré-cliniques &é réalisés chez I'animal. Une
diminution de la croissance tumorale a été obsemrégarticulier dans des modeéles de
carcinomes du sein, de l'ovaire, du cOlon et desnpms en accord avec une activité

antivasculaire de ADH-1. En revanche, ADH-1 n'ayas d’effet sur les vaisseaux matures
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(Mariotti et al, 2007). Une étude a rapporté qu’ADH-1 permettaisensibiliser des cellules
de mélanomes aux effets anti-tumoraux du melph@gent alkylant) dans un modele de
xénogreffe chez le rat (Mariogt al, 2007). ADH-1 ne semble pas présenter de sigjeuma
de toxicité chez I'animal et chez 'Homme. Il est@urs d’essais cliniques de phase Il pour

un certain nombre de cancers : cesophage, poumaoa petites cellules, rein, foie.

3. Latransition épithélio-mésenchymateuse

Au cours de la progression tumorale, suite a umie ke cohésion cellulaire, les cellules
tumorales vont acquérir des capacités de migratidies vont se détacher les unes des autres,
migrer, traverser la membrane basale puis se d&pldans la MEC pour rejoindre la

circulation sanguine ou lymphatique (Takeichi, 1993

L’acquisition des propriétés migratoires et invasides cellules épithéliales ou TEM, est
conditionnée par la rupture des contacts qui liesitellules les unes aux autres. C’est la perte
d’expression de la cadhérine E qui est I'élémeitibieur de la TEM. En effet, la cadhérine E
est considérée comme un suppresseur de tumeulelrgj la ré-expression de la cadhérine
E inhibe les propriétés d’invasion de plusieursetyde cellules dérivées de cancer (Chen et
Obrink, 1991 ; Christofori et Semb, 1999 ; Frixenal., 1991 ; Mbalavieleet al., 1996 ;
Navarroet al.,1991).

Ainsi, la répression de I'expression de la cadleHn mais aussi la perte de fonction de
cette protéine, sa dégradation, ou sa relocalisatimt conditionner la mise en place de la
TEM qui est caractérisée par I'acquisition de matgs cellulaires spécifiques du phénotype
mésenchymateux, tels que la cadhérine N, la vimentia ténascine C (Cavallaro et
Christofori, 2004). La perte d’expression de lahg&the E va aussi conditionner I'activation
de la voie de signalisation de la caténifie que nous avons décrite précédemment.
L’activation de cette voie va permettre la transtoon de genes impliqués dans la TEM, tels
gue les génes codant des MMP, des composants ME@a des protéines du cytosquelette
comme la vimentine ainsi que le facteur angiogémiMEGF ou encore des protéines
impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire pwra cycline D1 (Crawforét al.,1999 ;
Easwararet al., 2003 ; Gilleset al., 2003 ; Gradlet al., 1999 ; Shtutmaret al., 1999). La
transcription de ces genes est aussi favoriséégutivation de la voie de la caténine p120
nucléaire (van Roy et McCrea, 2005 ; Zhat@l, 2011). D’autre part, la perte d’expression

de la cadhérine E sera associée a I'activationoilesvde signalisation impliquant soit, Wnt,
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soit des protéines kinases cytosoliques ou degteos membranaires a activité tyrosine
kinase impliqués dans la perte de polarité deslesliépithéliales (Jeanesal.,2008).

La conversion phénotypique caractéristique de I&lESt aussi le résultat de I'action de la
caténine pl120 libre qui conduit a l'inactivation 8o A et/ou a l'activation de Rac 1,
protéines responsables de I'augmentation de lalitdotiellulaire, donc de I'acquisition du
potentiel invasif des cellules tumorales (Anastdisiaet Reynolds, 2001 ; Yilmaz et
Christofori, 2009).

L’acquisition du phénotype mésenchymateux, lorsladdEM, est associée a la perte
d’expression de la cadhérine E et a l'expressin novo de cadhérines exprimées
normalement par les fibroblastes ou les tissusotmtifs normaux, telles que la cadhérine N :

c’est le « switch » des cadhérines.

En effet, la cadhérine N est associée a un caeaagressif de la tumeur, puisqu’elle est
impliquée dans les processus de migration et dsiove Etant exprimée par les cellules
fibroblastiques constituant le stroma proche ditaeur, cette cadhérine N va permettre aux
cellules tumorales d’interagir avec les cellulessttoma, et de faciliter leur migration dans la
MEC (Hazaret al.,2000 ; Liet al.,2001 ; Traret al.,1999).

4. Régulation de la TEM

La réussite de la transition épithélio-mésenchyossest vraisemblablement conditionnée

par une perte d’expression ou de fonction de |aé&ade E.

Le taux de synthese de cette protéine est sousplendance de la régulation du promoteur
du génecdhl(géne codant la cadhérine Ex des mécanismes complexes. Le gédiel est
localisé dans la région chromosomique 16g22.1 et g&e inactivé par mutation ou perte
d’hétérozygotie. D’ailleurs, l'inactivation du gepar mutation semble étre caractéristique de
certains types de cancer, puisque les cancersqueesirdiffus héréditaires et les cancers du
sein lobulaires sont associés a la mutation du géhé qui va exprimer une cadhérine E
anormale (Benet al.,1998 ; Machadet al.,2001). La perte de fonction du gécghlsuite a
la perte d’hétérozygotie dans la région 16g22.1bderétre fréquente et caractéristique de

tumeurs a haut potentiel métastatique.

L’inhibition de I'expression de la cadhérine E pétrte le fait de I'hnyperméthylation des
flots CpG présents dans le promoteur de la cadhé&ri(Auerkari, 2006). L’hyperméthylation
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du promoteur du gene de la cadhérine E est ass@cike progression tumorale et la
dissémination métastatique (Natsal.,2000). Dans des lignées cellulaires de cancerotu c
de l'utérus, le promoteur du géne de la cadhériestiEnéthylé a 60% (Chet al.,2003).

D’autre part, différents facteurs de transcripti@uvent réguler 'expression de la protéine
par une répression transcriptionnelle. En effetailSat Twist, qui sont des facteurs de
trancription, sont capables de bloquer la trantonpde la cadhérine E (Batlkt al., 2000 ;
Canoet al., 2000). D’autres facteurs qui induisent une répoasde la transcription de la
cadhérine E ont été identifiés : il s’agit de SI8¢§1 (Smad-Interacting Protein 8F1 ©-
cristallin Enhancer Factor 1) (Comigt al.,2001 ; Hajreet al.,2002 ; Remaclet al.,1999).

D’autres mécanismes contrlent la TEM puisque laction de la protéine peut étre
inhibée par des modifications post-traductionnelles effet, la cadhérine E peut étre clivée
par des MMP. D’ailleurs, une forme clivée de 80 kiDété identifiée avec des taux élevés
dans le sérum et les urines de patients atteintmdeer (Banket al.,1995 ; Griffithset al.,
1996). D'autres formes clivées ont été identifiagse forme de 97 kDa et de 100 kDa, qui
sont des formes incapables de lier la catéfirffRios-Doriaet al., 2003 ; Vallorosiet al.,
2000). Il semble donc que les domaines issus dag#i de la cadhérine E participeraient au

processus d’invasion tumorale.

Les interactions de la caténifieavec ses différents partenaires sont aussi régplgedes
processus de phosphorylation et de déphosphonyldt@ phosphorylation de la caténifie
provoque une dissociation des complexes cadhéricetdninef/caténinen, ce qui entraine
une diminution de la cohésion cellulaire et la nasegplace des processus d’invasion tumorale
(Behrenset al., 1993 ; Matsuyoshet al., 1992). De plus, des récepteurs membranaires a
activité tyrosine kinase, activés par leur ligam$pectif, sont capables de s’associer au
complexe cadhérine E/caténipieaténinen et de phosphoryler la caténifiece qui aura pour
conséquence de diminuer son affinité pour la cadbdt et par la méme de déstabiliser la

cohésion cellulaire (Hoschuetzky al.,1994).

5. Valeur pronostique des cadhérines dans les cancers

La dissémination métastatique est souvent synongi@emauvais pronostic; c’est
pourqguoi, il est si important d’identifier des maegrs de progression tumorale. Un des
premiers événements qui conduit au développementdastases est la modification de
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I'adhérence intercellulaire. De nombreuses étudaisees a partir d’échantillons tumoraux
ont démontré que la perte d’expression de la cauhér est corrélée a 'augmentation de
I'agressivité tumorale (Bailegt al., 1998 ; Bringuieret al., 1993 ; Caricoet al., 2001 ;
Conacci-Sorrelkt al.,2002). Dans des cancers transitionnels de veassiggurs études ont
montré une corrélation entre la diminution d’exgpres de la cadhérine E, un grade élevé et
un stade avancé (Ross al., 1995 ; Syrigoset al., 1995). La diminution d’expression de la
cadhérine E a aussi été corrélée a une faibleesdes patients et a un taux élevé de récidive
de la maladie (Bringuieet al, 1993 ; Lipponen et Eskelinen, 1995). Ainsi, unerte
d’expression de la cadhérine E et de la catépiest un marqueur de mauvais pronostic pour
les patients atteints de carcinomes de vessie i@aet Muroet al.,2000). Cette inhibition de
I'expression de la cadhérine E est souvent assacige augmentation du taux de facteurs de
transcription tels que Snail et slug, a une exjprassucléaire de la caténifieet aussi a une
expressiorde novode la cadhérine N consécutive au « switch » ddeéaes. L'expression
de ces cadhérines a été étudiée dans des lignkeasis dérivées de cancer de vessie.
L’expression de la cadhérine E est diminuée damdigeées peu différenciées et invasives et
la cadhérine N est présente dans les lignéesdressaves (Mialhet al.,2000). La cadhérine

N semble donc liée au phénotype invasif des tum&ieslleurs, la transfection stable de la
cadhérine N dans des cellules de carcinome deevegsi exprimaient la cadhérine E, a
conduit & une augmentation de la capacité invaggecellulesn vitro (Rieger-Christet al.,
2004). Une autre étude réalisée a partir d’échansil provenant de patients atteints de
tumeurs urothéliales infiltrantes a révélé une dirtion de I'expression de la cadhérine E et
des caténines et une expresgi@nnovode la cadhérine N en fonction du grade de la tumeu
(Rieger-Christet al., 2001). Ce « switch » des cadhérines a été deéans dle nombreux
cancers tels que les cancers cutaneés, de la mrodtasein (Cavallaret al.,2002, Cavallaro

et Christofori, 2004), du pancréas (Wheeletlal.,2008), de I'estomac, du rein (Tat al.,
1995) et de la vessie (Bryan et Tselepis, 2010aillBurs, des travaux précédents réalisés
dans notre laboratoire ont montré, suite a uneyaaglar immunohistochimie a partir de 101
échantillons de tumeurs de vessie, une diminutiormérquage de la cadhérine E et une
expressiorde novode la cadhérine N en fonction du stade de la tarf@&airotteet al.,2006;
Lascombeet al., 2006). Ces études ont permis d’identifier la caieéN mais aussi la
caténiney comme des marqueurs pronostiques de progressimrale des tumeurs de vessie

n'infiltrant pas le plan musculaire.
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Les tumeurs épithéliales (ou carcinomes) sont las fréquentes et leur dissémination
métastatique constitue la cause majeure de mértaie a ces cancers. Le développement
d’'un carcinome métastatique est un processus lorgpraplexe. En effet, la progression
tumorale comprend une cascade d’événements pentnettare autres, la croissance de la
tumeur primairevia I'angiogenése tumorale et I'invasion des tissusmawx environnants
suite a l'acquisition par les cellules épithélialesnorales de capacités migratoires et
invasives impliquant des changements phénotypigeg@oupés sous le terme de transition

épithélio — mésenchymateuse (TEM).

Une meilleure compréhension des mécanismes imgigiaés la progression tumorale
devrait permettre de proposer de nouvelles stedétfiérapeutiques pour le traitement du
cancer et conduire a I'amélioration de la prisecharge des patients. L’identification de
marqueurs moléculaires pronostiques de la prognessimorale des cancers épithéliaux est

un enjeu capital dans le domaine de la cancéralogie

Dans le Groupe de Recherche en Urologie de 'EA3b8us avons travaillé a partir

de deux modeéles de carcinomes :
+ Le cancer de la vessie, un modéle de carcinogem#seiro — induite.
+ Le cancer de col de I'utérus, un modele de cagenese viro — induite.

Les tumeurs urothéliales de la vessie représefiffhtdes tumeurs vésicales et se répartissent
en deux grands groupes : les tumeurs n'infiltraag |2 muscle vésical ou TVNIM (70%) et
les tumeurs infiltrant le plan musculaire ou TVIBD@6). Les TVIM requierent un traitement
chirurgical radical par cystectomie et les TVNIMhsopour la plupart, traitées par résection
endoscopique associée ou non a des instillatiodevésicales de Bacille Calmette-Guérin.
L’évolution des TVNIM est capricieuse, dominée [ga risques de récidive et de progression
vers l'invasion musculaire : ces risques sont d¢ésré la fois au stade et au grade. Les
TVNIM de stade et grade élevés constituent un ehketnés hétérogene a haut risque : si
certaines d’entre elles peuvent étre contrbléesupatraitement conservateur, plus de 50%
évoluent vers l'invasion du plan musculaire et 8éitent une cystectomie totale (Solovety
al., 2002) et 30% des patients décédent de leur tufiir, 1997). Donc le probléme posé

par ces tumeurs est d’identifier celles qui deviendinfiltrantes et envahissantes.

Des résultats antérieurs obtenus au laboratoire paninis d'identifier des marqueurs
pronostiques de progression tumorale des TVNIMtadeset grade élevés :
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+ Un facteur angiogénique, le VEGF

- Le VEGF sérique (Bernardirgt al., 2001) : en effet, un taux sérique de VEGF d’'une

valeur supérieure a 450 ng/ml a permis d’identifies cancers vésicaux métastatiques.

- Le VEGF tissulaire (Fauconnet al.,2009) : ainsi, trois isoformes du VEGF (VEff
VEGF65, VEGFR3gg) sont surexprimées dans les tumeurs infiltrant@sparativement aux
tumeurs n’infiltrant pas le plan musculaire.

+ Une protéine impliquée dans I'adhérence cellulaimdes cadhérines

- La cadhérine N : en effet, 'expression atypigieela cadhérine N dans les TVNIM de
stade et grade élevés (Clairodtal., 2006, Lascombet al., 2006) est associée a une
diminution de I'expression de la cadhérine E (Okié et al., 2006) reflétant ainsi un «

cadherin switch » caractéristique d’'une TEM. Lesdurs urothéliales de mauvais

pronostic expriment donc la cadhérine N.

Apres l'identification de marqueurs de progressiomorale des TVNIM de stade et grade
élevés, il nous ait apparu intéressant de rechem&e molécules capables d'inhiber leur

expression pour bloquer le développement tumoral.

Notre intérét s’est porté, dans un premier tempsjarégulation de I'expression du VEGF
par les récepteurs nucléaires PPAR et notammenfigatype p. PPARB est un facteur de
transcription inductible par des agonistes natufatsdes gras, prostacycline, ...) et aussi
synthétiques dont certains sont en cours d’évanatlinique. Il est impliqué dans de
nombreuses fonctions physiologiques telles quéff@renciation, la prolifération cellulaire et
la régulation du métabolisme lipidique. Quelquasiés ont montré que PPARouvait étre
une cible thérapeutique intéressante pour le mm&itd du syndrome métabolique. Il est aussi
impliqué dans la carcinogenéese et notamment dangibgenese ou il aurait un réle pro- ou
anti-angiogénique. Dans une étude précédente ééalis laboratoire (Fauconrettal, 2002),
notre équipe a montré, dans des lignées cellulaiézsrées de cancer de la vessie, une
surexpression du VEGF par un agoniste de ARAR L-165041. De plus, cette étude a
démontré que :

- L’effet du ligand de PPARsur I'expression du VEGF est dépendant de PRAR
- La régulation de I'expression du VEGF se faihateau transcriptionnel.

- La synthésele novod’une protéine intermédiaire est nécessaire a cégfulation.
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- L’activation de la voie ERK1/2 est impliquée.

Compte — tenu des résultats obtenus dans le mddélancer de la vessie, nous nous sommes
interrogés sur I'effet de I'activation de PPARans un modele de carcinogenese viro-induit
tel que le cancer du col de l'utérus dans lequadnt étiologique est I'infection par certains
types de papillomavirus humains ou HPV du genret notamment les HPV16 et 18 a haut
risque carcinogene. Il est maintenant établi qpless de leur réle dans I'immortalisation et la
transformation des cellules hotes, les oncopratéuales E6 et E7 sont capables d’induire
une néovascularisation en modulant I'expressiotiadeeurs pro- et anti-angiogéniques tels
que le VEGF. De plus, E6 et E7 d’HPV18 peuvent rade avec certains récepteurs
nucléaires (ER, AR, TR) par des interactions prnagiprotéines et ainsi réguler leur activité.

Pourquoi ces protéines n’interagiraient-elles pax #PAR ?
Dans la premiére partie de ce travail de théses agans eu pour objectifs :

+ d'étudier l'effet de l'activation de PPARsur I'expression du VEGF (ARNm et
protéine) dans des cellules dérivées de canceoldied’utérus.

+ de déterminer I'implication potentielle de I'ongopéine virale E6 et du statut de la

protéine suppressive de tumeur p53 sur l'actioREARS.

+ d'élucider les mécanismes moléculaires mis endans la régulation du VEGF
(mécanisme dépendant ou indépendant de PBPARgulation au niveau
transcriptionnel ou post-transcriptionnel, voies dgnalisation intracellulaires

impliquées).

La modulation de lI'angiogenésda la régulation de I'expression du VEGF devrait
avoir un impact sur l'invasion tumorale. PPRRegule I'expression du VEGF. Par ailleurs,
une étude rapporte que le VEGF diminue I'adhérbnoeotypique de cellules de carcinomes
hépatocellulaires en association avec une diminum® I'expression de la cadhérine E (Mao
et al.,2001).

C’est pourquoi, dans la deuxieme partie de ce ilrdeathése, nous avons cherché a répondre

aux guestions suivantes :

+ Dans les deux modeéles de cancers épithéliaux étu@®PAR a-t-il un réle dans

I'altération de I'adhérence cellulaire en contrblbexpression des cadhérines E et N ?
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+ Si oui, quels sont les mécanismes moléculairesemigu (mécanisme dépendant ou

indépendant de PPARvoies de signalisation impliquées) ?
+ PPAR3 augmente I'expression du VEGF et le VEGF peutlg¥diinitiation de la

TEM. Existe-t-il un « cross — talk » entre le VEGIRAR3 et I'expression des cadhérines
EetN?
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. Culture cellulaire

1. Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires ont été achetées auprélAdeerican Type Culture Collection
(ATCC).

La lignée cellulaireC-33A (n° ATCC : HTB-31) est issue d’'un carcinome épieide du

col de l'utérus. Elle n’abrite pas d’HPV mais expe une p53 mutée.

La lignée cellulaire CaSki (n°® ATCC: CRL-1550) est dérivée d'un carcinome
épidermoide du col de I'utérus, métastase d’unerapimitif du mésentere. Elle est infectée

par un HPV16 et exprime une p53 sauvage.

La lignée cellulaireHelLa (n° ATCC : CCL-2) est dérivée d’'un adénocarcinatoecol de

I'utérus. Elle est infectée par un HPV18 et exprime p53 sauvage.

La lignée cellulaireRT4 (n°® ATCC: HTB-2) est dérivée d'un carcinome ugdihl

papillaire récidivant de grade 1 dans lequel p33-eds sont sauvages.

La lignée cellulaireT24 (n° ATCC: HTB-4) est dérivée d'un carcinome urdilé

indifférencié de grade 3 pour lequel p53 et H-@# snutés.

2. Maintien des lignées cellulaires en culture

Les cellules HeLa et CaSki sont cultivées dans tieurDMEM, la lignée C-33A dans du
milieu EMEM et les cellules T24 et RT4 dans du euliMcCoy's 5A. Chaque milieu de
culture est additionné de 15 mM d’Hépes et suppiéénavec 10% de sérum de veau fecetal
décomplémenté (SVFd) (Invitrogen), 2 mM de glutaaminl% (v/v) d'un mélange
d’antibiotiques/antimycotiques (10 000 U/ml de p#hne, 10 mg/ml de streptomycine et 25
ug/ml d’amphotéricine B) (Sigma). Les cellules smidcées en atmosphére humide et
controlée (5% Cg@ 95% Q) dans une étuve a 37°C et des tests mycoplasmesésdisés

tous les mois.

Les cellules C-33A, CaSki, HeLa (3,2%1®llules/cri), RT4 (4,2.16 cellules/cm) et T24
(5,2.1G cellules/cm) sont ensemencées en plaques de culture 6, 12 quui&s dans les
milieux précédemment décrits supplémentés de 5% @ SVFd pour les différentes

expériences.
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3. Traitements des cellules

Les cellules sont stimulées par différents traitetmeans un milieu dépourvu de sérum.

Tableau | : Traitements et concentrations utilisépour stimuler les cellules

Traitement Concentration Fournisseur
WY14,643 Ligand de PPAR 50 uM 24 h Chemsyn Science
Laboratories
L-165041 Ligand de PPAR 25 uM 24 h Calbiochem
BRL49653 Ligand de PPAR 10 uM 24 h Cayman Chemical
Pifithrine-o. (PFT-o) Inhibiteur de I'activité 20 uM 24 h Tebu-Bio
transcriptionnelle de p53
LG10068 Ligand du RXR 1-10 yM 24 h Park Davis
Acide 9 cis-rétinoique Ligand du RXR 1-10 uM 24 h igra
GW501516 Ligand de PPAR 25 uM 24 h Cayman Chemical
GSK0660 Inhibiteur spécifique de PPAR 10 uM 24 h Santa Cruz
Actinomycine D Inhibiteur de transcription 5 pg/ml Oha6h Sigma
Staurosporine Inhibiteur des PKC M 24 h Sigma
Rapamycine Inhibiteur de la voie Akt/mTOR 10 uM P4 Sigma
Wortmannin Inhibiteur de la voie PI 3 kinase 10 uM 24 h Sigma
PD98059 Inhibiteur de voie ERK MAPK 20 uM 24 h Galthem
SB203580 Inhibiteur de la voie p38 MAPK 10 uM 24 h Calbiochem
Cycloheximide (CHX) Inhibiteur de synthése prot@qu 10 pg/ml 2h Sigma

[I. Etude par cytomeétrie de flux

La distribution des cellules dans les phases dieayellulaire (GO/G1, S et G2/M) et e
pourcentage des cellules en sub-G1 sont analyséas/ganétrie de flux. La quantité d’ADN
d’'une cellule est déterminée par un marquage ddfi® de propidium, agent intercalant de
I'ADN et fluorescent X excitation : 488 nm) émission : 610 nm). Cette fluorescence est
détectée a lI'aide d’un cytométre de flux (FC50Q)res traitement, les cellules sont récoltées
grace a de la trypsine/EDTA (Lonza) puis centrikgy¢300 g, 10 min, 4°C). Les culots
cellulaires sont fixés dans de I'éthanol a 70% )(\ghacé ajouté goutte a goutte. Aprés une
nuit de fixation a 4°C, ils sont centrifugés (3Q0L8 min, 4°C) puis lavés 2 fois au PBS 1X.
Les cellules sont ensuite marquées avec 1 mg/mtlagfe de propidium dans 50 pl de PBS
1X additionné de 1 mg/ml de RNAse A DNAse-free (8% pendant 15 minutes a
température ambiante et a I'obscurité. L'analysecyde cellulaire et du pic Sub-G1 est

réalisée par le logiciel Multicycle Analysis (BecamCoulter).
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[1l. Etude de I'expression des ARNmM

1. Extraction des ARN totaux

Les cellules contenues dans chaque puits sontdaaséer du PBS 1X (MEPO, 8 mM ;
KH,PO, 1,5 mM ; KCI 2,7 mM ; NaCl 0,137 mM ; pH 7,2) puisées avec 1 ml de réactif
TRI-REAGENT® (Euromedex) par puits pendant 10 minutes. Le lyshulaire est transféré
dans des tubes de 1,5 ml et 200 pl de chloroforom ajoutés. Les tubes sont agités
vigoureusement, incubés 15 minutes a températuleaate puis centrifugés (12 000 g, 15
min, 4°C). Les ARN contenus dans la phase aquays&isure sont préleves, transférés dans
de nouveaux tubes et précipités par un volume ébpnt d’'isopropanol. Les tubes sont
incubés 10 minutes a température ambiante puigiftegds (12 000 g, 10 min, 4°C). Les
culots d’ARN sont ensuite lavés a I'éthanol 75%v)vtentrifugés (12 000 g, 5 min, 4°C),
séchés puis resolubilisés dans de Il'eau stériles L&ARN sont quantifiés par
spectrophotométrie d’absorption a 260 nm. La coitation protéique est évaluée par lecture
de I'absorbance a 280 nm et la pureté jugée siatishiz si le rapport des absorbances a 260 et
280 nm est supérieur ou égal a 1,8.

2. Traitement des ARN a la DNase | et transcription inerse

Afin d'éviter une éventuelle contamination des ARfdr de ’ADN génomique, un
traitement a la DNase | (Desoxyribonucléase |, Aficption Grade) (Invitrogen) est réalisé
selon le protocole décrit par le fournisseur. Trpig d’ARN sont incubés 15 minutes a
température ambiante dans du tampon 1X (200 mMH@EpH 8,4 ; 20 mM MgCl et 500
mM KCI) (Invitrogen) en présence de 1 U d’enzyma. DNase | est ensuite inactivée par
incubation a 65°C pendant 10 minutes en présen2esdeM d’'EDTA.

La transcription inverse permet la synthése d’ABiNople brin grace a une transcriptase
inverse qui réalise la transcription de tous lesNARpar élongation d’oligomeéres poly-dT
préalablement hybridés sur la queue polyadényl8eARNmM. Les ARN sont ainsi incubés a
65°C pendant 5 minutes avec 500 ng d’oligofdlg (Invitrogen) et 0,5 mM de dNTPs
(Invitrogen) afin de permettre I'hybridation desgoldT). Les échantillons sont traités par 10
mM de DTT et 40 U de RNAse-OUT dans du First-StrBaéfer 1X (250 mM Tris-HCI pH
8,3 ; 375 mM KCI ; 15 mM MgG) (Invitrogen) et incubés 2 minutes a 37°C. En2igQ U de
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MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Tsamiptase, Invitrogen) sont
ajoutés. Apreés une incubation a 37°C pendant 50utedn la réaction est stoppée par

chauffage a 70°C pendant 15 minutes.

3. PCR (Polymerase Chain Reaction) PPAR, p ety et GAPDH

Les ADNc sont amplifiés par PCR a l'aide d’amoroéigonucléotidiques spécifiques. La
réaction a lieu dans un mélange réactionnel del2@mtenant 2 pul d’ADNc, du tampon de
PCR 1X (200 mM Tris-HCI pH 8,4 ; 500 mM KCI), du K& (1,5 mM pour les PCR PPAR
et 4 mM pour la PCR GAPDH), 200 uM de dNTPs, 10(bdiamorces sens et antisens
(Tableau Il) et 5 U de Tag DNA polymérase. Les dhmas de PCR sont indiquées dans le

Tableau lll.

Tableau Il: Séquences des amorces sens et antisatiisées lors des PCR

Amorce sens (5>3’) Amorce antisens (5>3’) | Taille de 'amplifiat
PPARy actctgccccctctcgecactc gccaaagcttccagaactatcctc 5pld2
PPAR3 gagcagccacaggaggaagcc gctgtggtcccccattgagcet 100 pb
PPARy agagatgccattctggcccac gtggagtagaaatgctggaga 130 pb
GAPDH catctctgccccctctgetga ggatgaccttgcccacagcct 04 pd

Tableau lll : Conditions de PCR

Dénaturation Amplification : 30 cycles

Dénaturation Hybridation Elongation
PPARy, B ety | 94°C| 5 min 94°C| 30se¢ 65°C 30sec 72IC 20jsec C72°10 min

J

GAPDH 94°C| 5 min 94°C 30 sec 60°C 30 sec 727C 1 mirv2°C | 10 min

Les produits d’amplification et un marqueur deléaflLlO0 pb DNA ladder, Invitrogen) sont
séparés par électrophorése sur un gel d'agarosép2/yaans du TBE 1X (Tris 0,1 M ; acide
borique 0,09 M ; EDTA 1 mM), visualisés par colavatau bromure d’éthidium et analysés

apres lecture sur plaque UV (Gel Doc, Biorad).

4. PCR en temps réel

4.1. qPCR ciblant les transcrits des isoformes 121, 165 189 du VEGF

Les PCR en temps réel sont réalisées dans un volumalkede 20 ul contenant 5 pl
d’ADNc dilué au 1/26™ du tampon « Fast Start DNA Master Hybridationbare 1X
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(Roche Diagnostics) contenant Taq polymérase, 7,5 mM de Mg£1100 nM de sonde

Tagman et 0,25 uM d’'amorces sens et antisens. bdesatilisée est commune aux 3
isoformes ainsi que I'amorce sens. L’amplificatigpécifique des transcrits des différentes
isoformes est possible grace a des amorces antiggast la jonction de 2 exons spécifiques

d’une isoforme (Figure 18).

VEGFtotal
1 p) 3 4 S 6a [6b]

VEGF121 .  m— <
I Y A | ]
VEGF 165 —p  — e
—r— 1 17— T 1 [— |
VEGF 189 —  — -
) s s I — [ ]

=p Amorce sens - sonde <— Amorce antisens

Figure 18 : Position des amorces et de la sonde Tagn pour la quantification spécifique des transcris
des isoformes du VEGF (VEGF 121, 165 et 189).

Tableau IV : Séquences des amorces et de la sondiisées lors des gPCR

PCR Amorce sens (5>3’) Amorce antisens (5>3’) Sonde (5-3’)
VEGF121 exon 3 Jonction exon 5/8 exon 3
ccctgatgagatcgagtacatgtt — gcctcggcttgtcacatttt 6-FAM-atcctgtgtgcccctgatgcgatgeggt-BHQ-1
VEGF165 Jonction exon 5/7
agcaaggcccacagggattt
VEGF189 Exon 6
aacgctccaggacttataccg

Les PCR sont réalisées a I'aide du LightCycler(ROche Diagnostics). Les conditions de
PCR sont les suivantes : une étape permettantvidicn de la Taq polymérase (95°C, 10
min), suivie de 50 cycles d’amplification comprehame étape de dénaturation (95°C, 10
sec) et une étape d’hybridation/élongation (70°C s&c). Le genatp5s est utilisé comme

gene de reférence.

4.2. qPCR ciblant les transcrits e6 d’HPV18, de la cadhéne E et de la
cadhérine N

Ces PCR en temps réel sont réalisées dans un vdinalede 25 pl contenant 5 pl
d’ADNc dilué au 1/28™ du Tagman Gene Expression Master Mix 1X (AppBéasystems),

la sonde Tagman et les amorces spécifiques.
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Tableau V : Concentrations et séquences des amoragtsdes sondes utilisées lors des gPCR

Concentrations
Amorce sens Amorce anti-sens

E6 HPV18 0,5 uM 0,5 uM 50 nM
Cadhérine E| 0,5 uM 0,5 uM 0,1 uM
Cadhérine N 1uM 1uM 0,1 uM
VEGF165b 0,5 uM 0,5 uM 0,1 uM

A-FABP 0,9 uM 0,9 uM 0,2 uM

ATP5B 0,5 uM 0,5 uM 0,3 uM

Amorce sens

Séquences (5>3)

Amorce anti-sens

E6 HPV18 ggcgcgctttgaggat ttcagttccgtgcacagatc d&ifacggcgaccctgcaagctacc-BHQ
Cadhérine E| aaatctgaaagcggctgatactg cggaaccguitacit 6-FAM-ccccacagccccgcecttatga-BHQ-]
Cadhérine N tgggaatccgacgaatgg gcagatcggaccggatacégFAM-tgaaagacccatccacgctgagcc-BHQ
VEGF165b aacacagactcgcgtgcaa tcctggtgagagatctgecaagt
A-FABP ctggtggtggaatgcgtcatgd caacgtcccttggcttatgetf  6-FAM-aggcgtcacttccacgagagttt-BHQ-
ATPS3 tactgtcgcgtgccattgct cacgggcaacatcgtaatgc 6-FAldeancattgttggcagt-BHQ-1

Nous avons utilisé la PCR en temps réel pour fd&rda quantification relative selon les

formules suivantes :

Normalisation par rapport au gene de référentigsf) :

ACt = Ct gene cible — Ct contréle endogéne

Normalisation par rapport au standard (cellules tnaitées) :
AACt = ACt échantillon —ACt standard

Facteur d'induction (FI) FI = 244

Ces PCR sont réalisées a I'aide du thermocycleptiégh 7500 (Applied Biosystems). Les
conditions de PCR sont les suivantes: une prengépe (50°C, 2 min), une étape de
dénaturation (95°C, 10 min), suivie de 40 cycleanglification comprenant une étape de
dénaturation (95°C, 15 sec) et une étape d’hyhod&tiongation (60°C, 60 sec). Le gene
atp5s est utilisé comme géne de référence.
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V. Etude de I'expression des protéines

1. Extraction et quantification des protéines totales

Apres traitement par les différents agents, lelsilesl sont décollées dans du tampon RIPA
(Tris-HCI 50 mM pH 7,4 ; NaCl 150 mM ; NP-40 1% \{¥/ désoxycholate de sodium
0,5% (p/v) ; EDTA 1 mM) contenant 30 ul/ml d’'unelg®mn d’inhibiteurs de protéases
(Complete, Roche Diagnostics). Les lysats obtenmst solubilisés par sonication et
centrifugés (10 000 g, 10 min, 4°C). Les protéimesitenues dans le surnageant sont

quantifiees a 'aide du kit Protein Assay (Bio-Rad)y mesure de I'absorbance a 595 nm.

2. Extraction des protéines cytosoliques et nucléaires

Apres traitement par les différents agents, lekilesl sont lavées puis décollées dans du
PBS 1X froid. Aprés centrifugation (1 000 g, 10 m#3iC), les culots sont repris dans du
Tampon A pH 7,4 (10 mM Hépés ; 1 mM EDTA ; 0,5 mMD; 0,25 mM PMSF ; 50 mM
NaF ; 2 mM Na métavanadate ; cocktail anti-prot€agriis homogénéisés a l'aide d'un
Dounce. Aprés centrifugation (1 000 g, 10 min, 4°[@s surnageants correspondant aux
extraits cytosoliques sont récupérés et les cuotsespondant aux extraits nucléaires sont
lavés 2 fois dans du tampon A contenant 250 mMugdeose. Les culots sont ensuite repris
dans du tampon A contenant du NaCl 0,5 mM puis bdsul h sur la glace. Apres
centrifugation (8 000 g, 30 min, 4°C), les surnageaorrespondant aux extraits nucléaires

sont récupérés.

3. Western-blotting

3.1. Migration et électrotransfert

Les extraits protéiques sont dénaturés dans ductami@ Laemmli (Bio-Rad) supplémenté
de 5% (v/v) dep-mercaptoéthanol (Bio-Rad) puis séparés par undgdectrophorése
dénaturant (SDS-PAGE) a l'aide du systéme Mini €antGel [P (Bio-Rad). Le gel est
constitué d’'un gel de concentration (25% (v/v) de&s-HCI 0,5 M pH 6,8 ; acrylamide/bis-
acrylamide 37,5/1 a 4% (v/v); SDS 0,1% (v/v); pdete d’ammonium 0,1% (p/v) ; TEMED
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0,08% (v/v)) et d'un gel de séparation (25% (v/@)Tdis-HCI 1,5 M pH 8,8 ; acrylamide/bis-
acrylamide 37,5/1 a 7,5-15% (v/v) ; SDS 0,1% (v/Wersulfate d’ammonium 0,1% (p/v) ;
TEMED 0,08% (v/v)). Apres le dép6t des extraitstigues dans les puits, parallelement a
un marqueur de poids moléculaire (Bio-Rad), la atign s’effectue dans un tampon de
migration (Tris-HCI 25 mM ; Glycine 192 mM ; SDS10% (v/v)) sous une tension de 120 V
jusqu’a I'entrée des échantillons dans le gel geusdion puis de 180 V jusqu’a la sortie du
front de migration. Les protéines sont ensuite sieiées sur une membrane de PVDF
(Hybond®, Amersham) en présence de tampon de transfes §BimM ; glycine 39 mM ;
méthanol 10% (v/v)) sous une tension de 100 V peintldh a I'aide du systéme Mini Trans
Blot® (Bio-Rad).

3.2. Hybridation et révélation

Les sites aspécifiques de la membrane de PVDFssdutés 1 h a température ambiante
dans un tampon TBS-T (Tris-HCI 200 mM pH 7,4 ; NdC36 mM ; Tween 0,1% (v/v))
supplémenté de 5% (p/v) de lait. La membrane estitnmise en contact avec l'anticorps
primaire approprié (Tableau) pendant 1 h a tempéraambiante. Apres 3 lavages dans du
TBS-T, la membrane est mise en contact pendard fempérature ambiante avec I'anticorps
secondaire spécifique conjugué a la peroxydaseaiferR(Tableau VI). Aprés 6 lavages de 5
min, la présence des protéines d’intérét est révéhéappliquant sur la membrane le réactif
ECL (Enhanced ChemiLuminescefice Amersham) selon les recommandations du
fournisseur et la membrane est mise au contact filmnphotosensible (Hyperfilm ECi,

Amersham).

Tableau VI : Anticorps utilisés en western-blotting

Anticorps Animal d’origine  Dilution Fournisseur

primaires
PPAR3 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 Signalin
p38-P (Thr 180/Tyr 182) sc-17852-R (polyclonal itap 1/200 Tebu-bio
caspase 3 AAP-113 (polyclonal) lapin 1/1900 Stressg
PARP AC-15 (monoclonal) souris 1/1 000 BD Pharminge
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 ttogien
Cadhérine N 3B9 (monoclonal) souris 1/2 00( Ing&n
A-FABP AF1443 (polyclonal) chevre 1/1 000 R&D Syste
VEGFR-1 (flt-1) C-17 (sc-316) (polyclonal lapin 200 Tebu-bio
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VEGFR-2 (flk-1) A-3 (sc-6251) (monoclonal) souris /200 Tebu-bio
B-actine AC-15 (monoclonal) souris 1/8000 Sigma
secondaires

Anti-lgG de lapin Ref. 554021 chevre 1/5 000 BD Pharmingen
HRP conjugué

Anti-lgG de souris Ref. 554002 chevre 1/10 000 BD Pharmingen
HRP conjugué 1/40 000

Anti-IgG de chévre Ref. AP106P Lapin 1/10 000 Chemicon
HRP conjugué

4. Dosage du VEGF total par ELISA (Enzyme-Linked ImmuroSorbent
Assay)
Apres stimulation ou non des cellules, les milieoxditionnés sont préleves, centrifugés
(7 500 g, 10 min, 4°C) et les surnageants sonpk¥és. La protéine VEGF est dosée par une

technique ELISA (kit Quantikine, R & D Systems)aeles recommandations du fournisseur.

Les quantités de VEGF obtenues sont exprimées/em.pg

V. Etude de l'activité luciférase

1. Transfection transitoire

Les cellules sont ensemencées dans le milieu ap@rep présence de 5% (v/v) de SVFd
dans des plaques 24 puits a raison de 100 00Olexelpar puits, pour atteindre 70% de
confluence 24 h aprés, au moment de la transfediibaque réaction de transfection contient
0,5 pg de plasmide pRL-CMV (contréle interne quinpet de normaliser I'expérience) et 1,5
Kng de vecteur rapporteur Cyp2XPal-Luc (contenacvfes de la séquence PPRE en amont
du géne codant la luciférase) ou VEGF-1-Luc (coaméta région -2279 a +56 du promoteur

du VEGF en amont du géne codant la luciférase).

L’ADN est dilué dans un tube en polystyréne dansb@’'une solution de NaCl 150 mM
et mélangé a l'aide d'un vortex. Dans un autre tebepolystyréne, 2 ul de réactif de
transfection jetPElN (PolyPLUS Transfection) sont dilués dans 50 phe'solution de NaCl
150 mM et mélangés a l'aide d’'un vortex. Puis leRitions sont mélangées et incubées 25

minutes a température ambiante. Les 100 pl du mélaetPEI/ADN sont ajoutés dans
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chaque puits contenant le milieu de culture apjéogm présence de 5% (v/v) de SVFd et les
cellules sont incubées 16 h (37°C, 95% &% CQ). Le milieu est ensuite éliminé et les

cellules sont stimulées 24 h par le ligand de PRPAR

2. Préparation des lysats cellulaires

Aprées 24 h de stimulation et afin de doser lesvdés luciférase, les cellules sont lavées
dans du PBS 1X puis lysées dans 100 pl/cupulerdpda de lyse PLB 1X (Passive Lysis
Buffer). Les lysats sont alors incubés 15 minutedgmpérature ambiante puis centrifugés
(10 000 rpm, 30 sec, 4°C). Les surnageants sontpééés pour l'analyse de l'activité

luciférase.

3. Détermination de l'activité luciférase

L’activité luciférase de chacun des lysats estrdéteée a l'aide de la trousse « Dual-
Luciferase Reporter Assay System » (Promega) & pl@t20 pl de lysat et 100 ul de réactif
LAR 11, selon les recommandations du fournissear niesure de I'activité luciférase se fait a
I'aide d’un luminometre, pendant 10 sec toutes3lesc. Un signal luminescent est produit en
oxydant la luciférine en oxyluciférine grace a leiférase en présence d’ATP et de?fig

L’activité luciférase est exprimée en unités rekdide luminescence (URL).

VI. Interférence a I'ARN

Les siRNA utilisés pour cette étude sont des siR#iflex contenant 2 nucléotides
désoxythymidine non appariés aux extrémités 3'siRNA ciblant e6 HPV18 (NC8001357)
utiisé a été décrit dans une étude de Koivusab al. (brin sens: 5'-
cuaacacuggguuauacaadTdT-3'; brin antisens: 5StaugacccaguguuagdTdT-3’). Les
SiRNA PPARB (sc-36305), p38 (sc-29433) et HUR (sc-35619) mmavent de chez Santa
Cruz Biotechnology.

Les cellules sont ensemencées dans du milieu DMEpré&sence de 5% (v/v) de SVFd en

plaqgue 24 puits a raison de 100 000 cellules pats.pépres 24 h, les cellules sont
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transfectées par différentes concentrations de AiBbplex a I'aide du réactif de transfection
GeneEraser (Stratagene). Les complexes siRNA/GaseErse forment dans un milieu
DMEM sans antibiotique et sans sérum selon le padodu fournisseur. Le SiRNA e6
HPV18 (5 nM) est transfecté pendant 24 h, les siRNARB (25, 50, 70 ou 100 nM), p38
(100 nM) et HUR (20 ou 100 nM) pendant 48 h. Apretie période, le milieu de culture
contenant les siRNA est éliminé et les celluleg stimulées ou non par le L-165041 pendant
24 h.
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Resultats







|. Effet du ligand de PPARB sur I'expression du VEGF-A

Dans une étude précédente, notre équipe a mongrdaqiivation du PPAR augmente
I'expression du VEGF (ARNm et protéine) dans ddgrées cellulaires dérivées de cancer
de la vessie, la lignée RT4 (représentative d’'umaeur non agressive) et la lignée T24
(représentative d’'une tumeur a haut potentiel neigee). Pour mettre en évidence la
régulation de I'expression des ARNm du VEGF, leshtéques de northern-blotting et de
southern-blotting a partir d’ADNc ont été utiliséesest pourquoi, récemment, une technique
de quantification des transcrits par PCR en tendet & été mise au point. En effet, en
utilisant 3 couples d’amorces spécifiques des ARM® VEGF121, 165 et 189 et une sonde
Tagman commune, nous avons montré que l'activatioPPAR augmente I'expression de
ces 3 isoformes du VEGF dans les cellules RT4 muassi dans les cellules T24, confirmant
de ce fait, les résultats préecédemment publiéscranetet al, 2002).

A T'heure daujourd’hui, les agonistes de PHRARsemblent étre des molécules
prometteuses pour le traitement de maladies agsoaiéin syndrome métabolique et sont en
cours d’évaluation clinique pour le traitement dgslipidémies, du diabéte de type Il ou des
maladies cardio-vasculaires. Pourtant, ce sont whedécules angiogéniques capables
d’augmenter I'expression du VEGF dans des celldisvées de cancer de la vessie et ce
guel que soit le phénotype des cellules.

Le cancer de vessie est un modele de carcinogao@seiro-induite. Nous nous sommes
alors posé la question suivante : qu’en est-il'eféet des ligands de PPARsur I'expression

du VEGF dans un modéle de carcinogenése viro-iadeltque le cancer du col de l'utérus ?

Les résultats de cette étude font I'objet d’'une lipagbon soumise a ©@ncogene»

présentée pl119 et peuvent étre résumés comme suit :

Suite a l'analyse par RT-qPCR de I'expression diésrdntes isoformes du VEGF-A, nous
montrons que le L-165041, ligand de PHARugmente le taux des transcrits 121, 165 et 189
du VEGF dans les cellules Hela, dérivées de cathceol de I'utérus, infectées par HPV18

et exprimant une protéine p53 non mutée (publioafigure 1).

- 109 -



Dans ces cellules, le maximum d’expression de®mdiffts transcrits est observé avec un
traitement de 24 h en présence de 25 uM de L-169Ddplus, 'augmentation des ARNm
du VEGF est corrélée a une augmentation protéiqu&/EGF. Par contre, dans d’autres
cellules dérivées de cancer du col de l'utéruesetjue les cellules C-33A n’abritant pas

d’'HPV, le ligand n’a aucun effet sur I'expressian\dEGF.

Les cellules HelLa étant infectées par HPV18, naussrsommes donc interrogés sur le
réle potentiel que pourrait jouer l'oncoprotéineralé E6 sur l'action du ligand sur
I'expression du VEGF. Dans ces cellules, en suimant la protéine E6 d’'HPV18, suite a la
transfection d’'un plasmide pCG-E6, ou en réprimlfaxpression de 'ARNm E6 en utilisant
une technique d’interférence a I'ARN (siRNA), l'effdu ligand sur I'expression du VEGF
n'est pas modifié. De plus, lorsqu’on induit I'eepsion de la protéine E6 dans les C-33A
(HPV-), suite a la transfection du plasmide pCG-ESJigand L-165041 ne modifie pas
I'expression du VEGF (publication, figure 2). Seloas résultats, I'oncoprotéine virale E6
n’intervient pas dans l'effet du L-165041 sur laesgoression du VEGF. De plus, nous avons
montré que le L-165041 ne modifie pas le taux d'egpion des ARNm E6 d’'HPV18 dans

nos cellules.

Une des différences caractéristiques entre cepeatgellulaires est pourtant la présence ou
non de I'oncoprotéine virale E6. C’est pourquoiusimous sommes interrogés sur l'effet du
ligand sur I'expression du VEGF dans un autre medellulaire de cancer du col de l'utérus,
la lignée CaSki abritant HPV16. Les résultats obgeme sont pas présentés dans la

publication mais décrits ci-apres.

Les cellules CaSki ont été stimulées dans les m&aditions, c’est-a-dire 25 uM de L-
165041 pendant 24 h. Nous montrons que le liganchodtifie pas le taux des transcrits des
isoformes 121, 165 et 189, ni le taux de protéie€s¥ dans les milieux conditionnés (Figure
19).
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Figure 19 : Analyse, par RT-gPCR et dosage ELISA dss les milieux conditionnés, de I'effet du L-165041
ligand de PPARB sur I'expression du VEGF dans les cellules CaSkR) Les cellules CaSki ont été traitées
pendant 24 h avec 25 pM de L-165041. Les ARN totmbété extraits puis 3 pg d’ARN ont été soumimea
analyse par RT-qPCR ciblant les transcrits despeésgf12] vegfl65 vegfl89etatpys (géne de référence). B)
Les cellules CaSki ont été traitées pendant 24elc 26 uM de L-165041 puis les concentrations de N Eal
présent dans les milieux conditionnés ont été deéteres par dosage ELISA. Le taux de VEGF obtenu est
exprimé en pg/ml.

Ces résultats permettent de conclure que la préssmtoncoprotéine E6 d’HPV18 ou E6
d’HPV16 dans les cellules, n’intervient pas dareffét du L-165041 sur I'expression du
VEGF.

Bien évidemment, la présence et la fonctionnalitér@écepteur PPARont été vérifiées
dans les lignées Hela, CaSki et C-33A, prouvant lgaecellules étaient bien sensibles au
ligand. En effet, ces différentes lignées exprimentrécepteur PPAR et nous avons
démontré qu’il était bien fonctionnel, suite a fansfection des cellules par un plasmide
contenant 2 copies de la séquence consensus PR&EEPlen amont du géloeiférase Seul
les résultats concernant les cellules CaSki soésgmtés ci-aprés; ceux concernant les
cellules HelLa et C-33A sont présentés dans la gatidn (publication, figures 2 (C-33A) & 4
(HeLa)). Les résultats de I'immunoblot présentésdianFigure 20 montrent que les cellules
CaSki expriment PPAR(les cellules HelLa ont été utilisées comme ténpoisitif) et que la
stimulation des cellules par le ligand de PBARIgmente I'activité luciféerase du plasmide

rapporteur.

Par conséquent, selon nos résultats, le récepARP est bien fonctionnel dans les 3
types cellulaires dérivés de cancer du col derugte
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Figure 20 : Analyse de la présence du récepteur PR par western-blotting et de sa fonctionnalité par
mesure de l'activité luciférase dans les cellulesaSki. A) Une quantité de 40 pg de protéines provenant de
cellules CaSki et HelLa et extraites a I'aide dugamRipa, est soumise a une électrophorése puisférge sur
une membrane de PVDF. Cette membrane est ensuitelég avec I'anticorps anti-PPAR1/200) et antp-
actine (1/8000). B) Les cellules CaSki ont étégfactées par un plasmique Cyp2XPal-Luc contenaopie de
PPRE consensus placées en amont du lgeiférasepuis stimulées pendant 24 h par 25 uM de L-1650é4.
cellules ont été lysées et 20 ul de lysat cellelamt été utilisés pour mesurer I'activité lucigaCette activité a
été déterminée en divisant les valeurs arbitraleefuminescence obtenues avec le plasmide rappgéeues
valeurs arbitraires de luminescence obtenues &vptasmide pRL-CMV pour chaque condition expériratnt
L’activité luciférase relative est exprimée en @siRelatives de Luminescence (URL).

Nous nous sommes donc posés la question suivaotequoi I'effet du ligand de PPAR

sur I'expression du VEGF n’est-il observé que das<ellules HelLa ?

Dans les lignées HelLa et C-33A, une des caradtpres des cellules est que le statut de
p53 differe. En effet, les cellules HelLa abritené yprotéine p53 sauvage alors que les cellules
C-33A abritent une p53 mutée. De plus, selon lemédes de la littérature, p53 est capable de
contréler I'expression du VEGF selon le modélewaile étudié. Nous avons donc vérifié
I'implication potentielle du statut de p53 dansslarexpression du VEGF induite par le L-
165041 dans les cellules Hela. Les résultats s@septés dans la publication, figure 3. Par
immunoblotting, nous avons observé que, dans l#sle® HelLa, en plus d’augmenter
I'expression du VEGF, le L-165041 augmente le tdaxprotéine p53 ainsi que celui de sa
cible, la protéine p21. Par contre, lorsque I'atdivranscriptionnelle de p53 dans ces cellules
est inhibée, en utilisant un inhibiteur spécifiglaepifithrine-n, aucune modification de I'effet
du L-165041 sur l'expression du VEGF n’est observgeourtant, p53 n’est plus
transcriptionnellement active puisqu’elle ne colrplus le taux de p21. Ces différents

résultats nous permettent de conclure que, danscddsles Hela, I'oncoprotéine E6
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d’'HPV18 ou la protéine p53 n’interviennent pas déastion du ligand de PPAR sur
I'expression du VEGF.

Ce qui a particulierement retenu notre attentiéestoque lorsque les cellules HeLa sont
stimulées par le L-165041, nous observons une anigiien du taux de p53 et de p21 et un
blocage des cellules en phase GO0/G1, accompagme diiminution du pourcentage de
cellules en phases S et G2/M (publication, figytePar contre, le ligand n’est pas toxique car
aucune mort cellulaire par apoptose n’est obserlémutre part, nous avons montré que
I'effet du ligand sur 'augmentation de p53 estrboependant de la présence du récepteur
PPARB, puisqu’en diminuant I'expression de ce derniarlpailisation d’'un siRNA PPAR,
I'effet du L-165041 sur 'augmentation de p53 n’phkts observé.

Dans ces cellules, le ligand L-165041 augmentetession de p5@ia son récepteur.

Par contre, I'effet du ligand sur la surexpressiaiVEGF ne semble pas faire intervenir le
récepteur PPAR (publication, figure 4). En effet, I'association d-165041 avec des ligands
du RXR (partenaire d’hétérodimérisation de PBARIs que I'acide 9-cis rétinoique ou le
LG10068, ne potentialise aucunement I'effet du BA4L sur I'induction du VEGF. De plus,
I'utilisation d’un inhibiteur chimique de I'activét transcriptionnelle du récepteur (GSK0660)
et de siRNA PPAR, montre que l'effet du L-165041 sur l'expression ¥EGF est
indépendant de I'activité transcriptionnelle etlagrésence du récepteur PHAR e résultat
n'est pas spécifique du L-165041. En effet, un eaatgoniste de PPAR le GW501516,
augmente lui aussi I'expression des transcrits 3lésoformes du VEGF et un traitement
combinatoire associant I'antagoniste GSK0660 au G18%6 ne réprime pas l'effet du
GW501516.

Selon nos résultats, le ligand n’agit pas par dintédiaire de son récepteur ni par
'intermédiaire des récepteurs PPARt y (Figure 21). En effet, lorsque les cellules sont
stimulées par le WY14,643 (ligand de PRARU le BRL49653 (ligand de PPAR aucune
augmentation de I'expression des différentes isoésr du VEGF est observée. D’autre part,
suite a la transfection des cellules par un plasnmidntenant 2 copies de la séquence
consensus PPRE placées en amont du gamnkerase la stimulation des cellules par les
ligands des PPAR et y n‘augmente pas l'activité luciféerase du plasmidgporteur,

suggérant que les récepteurs PlRARy ne sont pas fonctionnels dans les cellules Hela.
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Figure 21 : Analyse de I'effet des ligands de PPAR B ety sur I'expression du VEGF par RT-gPCR, et de

sa fonctionnalité par mesure de I'activité luciférae dans les cellules HelL&) Les cellules HelLa ont été
traitées pendant 24 h avec 50 uM de WY14,643, 25deM.-165041 et 10 uM de BRL49653, ligands des
PPARy, B ety respectivement. Les ARN totaux ont été extraits Buug d’ARN ont été soumis a une analyse
par RT-gPCR ciblant les transcrits des gévegf121 vegfl65 vegfl89et atpys (géne de référence). B) Les
cellules HelLa ont été transfectées par un plasmigye2XPal-Luc contenant 2 copie de PPRE consensus
placées en amont du géneiférasepuis stimulées pendant 24 h avec 50 uM de WY 14,8831M de L-165041

et 10 uM de BRL49653, ligands des PRAR ety respectivement. Les cellules ont été lysées etl2® lysat
cellulaire ont été utilisés pour mesurer l'actiitéiférase. Cette activité a été déterminée eisali les valeurs
arbitraires de luminescence obtenues avec le pliesnaipporteur par les valeurs arbitraires de lustieece
obtenues avec le plasmide pRL-CMV pour chaque timmdexpérimentale. L’activité luciférase relatiest
exprimée en Unités Relatives de Luminescence (URL).

Donc, dans les cellules HeLa, nous montrons d’'warg pn effet du L-165041 dépendant
de son récepteur (expression de la p53), et d'apdre un effet indépendant du récepteur
PPARB (expression du VEGF).

Ce qui est a noter, c’est que le ligand L-16504dnaente I'expression de p53, bloque les
cellules en phase GO/G1 et augmente I'expressiovEdsF. Pourtant, le VEGF est un facteur
qui permet entre autres la prolifération des ceiitendothéliales. De plus, selon les données
de la littérature, le VEGF peut agir sur les celdutumorales puisque ces derniéres expriment
les récepteurs au VEGF a leur surface. Le VEGFg&qar les cellules Hela pourrait donc

avoir un effet autocrine sur ces cellules.

Selon nos résultats, les cellules HelLa exprimdetiasurface les récepteurs VEGFR-1 et
VEGFR-2, et le ligand de PPARaugmente le taux de VEGFR-1 (Figure 22).
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Figure 22 : Analyse par western-blotting de I'expresion des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2Une
quantité de 20 pg de protéines provenant de cslldie a, et extraites a I'aide du tampon Ripa, eshsse a
une électrophorése puis transférée sur des menshdaneVDF. Ces membranes sont ensuite hybridéedes/e
anticorps anti-VEGFR-1 (1/500), anti-VEGFR-2 (1/p@0antif-actine (1/8000).

Nous pouvons donc supposer que le VEGF pourrait sagi les cellules HeLa par une
boucle autocrine, et au lieu d’'induire une probtén cellulaire, pourrait bloquer les cellules
en phase GO/G1.

En effet, il a été décrit que selon le contextiestvironnement cellulaire, la surexpression
du VEGF pourrait conduire les cellules a la mont goptose, expliquant ainsi ces résultats
apparemment contradictoires. Cependant, pour caneslur le réle du VEGF dans l'arrét de

prolifération des cellules HelLa, d’autres expéreenseront nécessaires.

Dans la suite de notre travail, nous avons recléepdr quel mécanisme moléculaire

I'expression du VEGF pouvait étre augmentée par165041.

Aprés des expériences de transfection des celldédsa par un plasmide contenant le
promoteur du VEGF (- 2279 a + 56) placé en amorgaheluciférase et par des expériences
réalisées en présence d’actinomycine D, nous anmmgré que le L-165041 n’active pas la
transcription mais stabilise les messagers du VEssBlication, figure 5). Dans les cellules
HelLa, le temps de demi-vie des transcrits des fdns®s du VEGF est d’environ 3 h alors
gu'en présence du ligand, les temps de demi-vie tdmsscrits des 3 isoformes sont
augmenteés. En effet, ils sont de 10 h pour le VEX3F4t 165 et de plus de 16 h pour le
VEGF189.

Selon les données de la littérature, le controléadstabilité des messagers du VEGF est
souvent le fait de I'activation de voies de sigsetiion impliquant des protéines kinases, telles
que la p38 MAPK. D’ailleurs, dans les cellules Heloaisque certaines voies de signalisation

sont inhibées, en présence du L-165041, seulalitiim de la voie impliquant la p38 MAPK
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diminue l'effet du ligand sur I'expression du VEQH effet, lorsque la phosphorylation de la
protéine p38 est inhibée, I'effet du L-165041 sarstabilisation des ARNm des différents
isoformes du VEGF est significativement diminué mation, figure 6). Nous avons
confirmé que la protéine p38 était bien impliquémgl cet effet, puisqu’en bloquant son
expression par la technique d’interférence a TA@NRNA p38 MAPK), I'effet du L-165041
sur 'augmentation du VEGF est diminué. De plussdoe la synthesge novode protéines
est inhibée, par I'utilisation de cycloheximidesffet du L-165041 sur I'expression du VEGF
est inhibé. L’inhibition de I'effet du L-165041 esés rapide puisque 5 minutes d’incubation
des cellules avec la cycloheximide suffisent. Gesultats suggerent I'intervention d’une
protéine intermédiaire de demi-vie trés courte.t€qirotéine n'est pas la protéine p38
puisqu’elle est toujours exprimée alors que I'effetL-165041 sur le VEGF est inhibé. Nous
pouvons supposer qu'’il s’agit peut-étre de la MARKKine protéine kinase nécessaire a la
phosphorylation de la p38 MAPK. Cependant, d’auegpériences devront étre réalisées
pour confirmer cette hypothese.

Selon nos résultats, le L-165041 augmente la gtallkes messagers du VEGF-A, par
'intermédiaire de la phosphorylation de la pro&ip38. Cette stabilité des transcrits du
VEGF peut étre sous le contrble de protéines stabiles telles que HUR ou de protéines
déstabilisantes telles que TIS11b. C’est pourguoiils nous sommes intéressés au rbéle que

pourrait jouer ces protéines dans I'effet du L-146b8ur I'expression du VEGF.

Par western-blotting, TIS11b n’'a pu étre mise edehce dans notre modele. Cependant,
nous avons montré que lorsque I'expression de HstRnhibée (SiRNA HuR), l'effet du
ligand sur la surexpression du VEGF est signifiatient diminué (publication, figure 7). De
plus, en présence du ligand, la protéine HUR stactel dans le cytoplasme et son taux
diminue dans le noyau, et la translocation cytaplgee de la protéine HuR est diminuée
lorsque la voie p38 MAPK est inhibée. Ces résubatggerent que le L-165041 conduit a la
phosphorylation de la p38 MAPK, qui facilite la nsdocation de HUR du noyau vers le
cytoplasme, ou elle pourra stabiliser les ARNMVJESF121, 165 et 189.

En résumé, nous avons montré, pour la premiéredaes dans un modele dérivé de cancer
du col de l'utérus, un ligand de PPARugmente le taux de VEGF en augmentant le temps de

Y vie des messagers du VEGF, et ce, sans l'intdovedu récepteur PPAR
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Selon les données de la littérature, I'acquisitibnn potentiel angiogénique conduit a
I'acquisition d’'un potentiel métastatique, caraist&rentre autre par une modification de

I'expression de molécules d’adhérence (les cadégiinet N).

La question suivante s’est donc posée : puisqligdad du PPAR contrdle le taux d’'un
facteur clef de I'angiogenése, peut-il controlénvasion tumorale en régulant I'expression

des cadhérines E et N ? Si oui, quel est le rONEGF ?
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[l. Effet du L-165041 sur I'expression des cadhérines

1. Distribution des cadhérines E et N

Dans un premier temps, nous avons mis en évidearcBRP-gPCR et par western-blotting,
I'expression des cadhérines E et N dans les csllldgivées de cancer du col de l'utérus (C-
33A, CaSki et HelLa) ou dérivées de cancer de Isi#¢RT4 et T24).

Pour quantifier les taux des différents transati's cadhérines E et N dans nos cellules,
nous avons mis au point une technique de RT-PCRraps réel, qui permet une analyse
quantitative de l'expression des geéenes, en utilidantechnologie Tagman ciblant les
cadhérines E et N. Grace a la détermination dedittoms optimales de PCR (choix des
couples d’amorces et de la sonde, concentratiossaderces et de la sonde, cycles de
température, nombre de cycles de POR.nous avons développé une méthode de
quantification relative des ARNm de la cadhérineek de la cadhérine N, précise,

reproductible et sensible.

Suite a l'analyse par RT-gPCR, nous avons monto@ed’part, que les cellules C-33A
n'expriment aucun des transcrits des cadhérine H,efue les cellules CaSki expriment
'ARNmM de la cadhérine E et faiblement TARNm dedadhérine N et que les cellules HeLa
n'expriment pas '’ARNm de la cadhérine E mais '’ARNle la cadhérine N. D’autre part,
gue les cellules RT4 expriment TARNm de la cadhédt mais pas celui de la cadhérine N et
a l'inverse, que les cellules T24 n’expriment pARNmM de la cadhérine E mais celui de la
cadhérine N (Figure 23).
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Figure 23 : Analyse par RT-gPCR de I'expression d&a cadhérine E et de la cadhérine NLes ARN totaux
de cellules C-33A, CaSki et Hela, dérivées de aadaecol de I'utérus et de cellules RT4 et T24j\des de
cancer de la vessie ont été extraits. Trois pg tlAdRt été soumis a une RT-gPCR ciblant les tratssdes
génescadhérine Ecadhérine Netatp5s (géne de référence).

Par une technique de western-bloting, nous avosgitenmontré une corrélation entre la

quantité des ARNm et celle des protéines cadhékrstsN (Figure 24).

C-33A CaSki HeLa RT4 T24

Cadhérine E C— R

Cadhérine —— T
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Figure 24 : Analyse par western-blotting de I'expresion de la cadhérine E et de la cadhérine NUne
quantité de 10 pg de protéines de cellules C-33SKC et HelLa, dérivées de cancer du col de l'utétude
cellules RT4 et T24, dérivées de cancer de la egssitraites a l'aide du tampon Ripa, est soumisme
électrophorese puis transférée sur des membran®/B€&. Ces membranes sont ensuite hybridées agec le
anticorps anti-cadhérine E (1/1000), anti-cadhéNr{&/2000) et antB-actine (1/8000).

Nous nous sommes ensuite posés la question suivastee que le ligand de PPARL-

165041) régule I'expression des cadhérines E edri¢ dos différents modeéles cellulaires ?

2. Effet du L-165041 sur I'expression des cadhérines & N

Les différents modeles cellulaires ont été trag@snon pendant 24 h par 25 pM de L-
165041. Aprés extraction des ARN, nous avons diiameis transcrits des cadhérines E et N

par RT-gPCR. Les résultats sont présentés sougfdimstogramme dans la Figure 25.
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Figure 25 : Analyse par RT-gPCR de l'effet du L-16941 sur I'expression des transcrits de la cadhéring

et de la cadhérine N.Les cellules C-33A, CaSki et HelLa, dérivées de eada col de 'utérus et RT4 et T24,
dérivées de cancer de la vessie ont été traitéetape24 h par 25 uM de L-165041 puis les ARN totaint été
extraits. Trois pg d’ARN ont été soumis a une aselyar RT-qPCR ciblant les transcrits des geadbkérine
cadhérine Netatps (géne de référence).

Pour les cellules C-33A, qui n’expriment aucune 2esadhérines, le traitement par le L-

165041 ne ré-induit pas I'expression des transdesscadhérines.

Pour les cellules CaSki, qui expriment beaucoug kel cadhérine E que de cadhérine N,
le traitement par le L-165041 ne modifie pas lanii@ d’ARNm des cadhérines.

En ce qui concerne les cellules HelLa, qui exprimentuement la cadhérine N, le taux

des transcrits n’est pas modifié suite au traiterpanle L-165041.

Par contre, dans les cellules RT4, le traitementig&-165041 augmente la quantité des
transcrits de la cadhérine E.

Et dans les cellules T24, suite au traitement pdr-165041, la quantité d’ARNm de la

cadhérine N est diminuée.

Les résultats obtenus suite a l'analyse des ARNs @hdhérines ont été corrélés au
niveau protéigue par un western-blotting (Figurg. Zh effet, aucune modification de la
quantité des cadhérines n’est observée suite tmalation des cellules issues de cancer de
col de l'utérus par le L-165041. Par contre, dascellules RT4, le taux de la cadhérine E est
augmenté suite au traitement par le L-165041 et temcellules T24, le taux de cadhérine N

est diminué.
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Figure 26 : Analyse par western-blotting de I'effetdu L-165041 sur I'expression de la cadhérine E ele la
cadhérine N.Les cellules C-33A, CaSki et Hela, dérivées de eadu col de I'utérus et de cellules RT4 et
T24, dérivées de cancer de la vessie ont étédsgiténdant 24 h par 25 pM de L-165041. Une quatiit€O pg
de protéines, extraites a l'aide du tampon Rip#,sesimise a une électrophorése puis transféréedesir
membranes de PVDF. Ces membranes sont ensuitelégbravec les anticorps anti-cadhérine E (1/1G0fi,
cadhérine N (1/2000) et arfitactine (1/8000).

Nous montrons que le ligand de PHA&St capable de réguler la quantité de cadhérine N
dans les cellules T24. Ce résultat est particutierg intéressant. En effet, le comportement
des cellules T24 peut mimer celui d’'une tumeur @ssie agressive a haut potentiel
métastasique. En effet, les cellules T24 ont laaci de proliférer rapidement, la possibilité
de migrer et sont résistantes a des inducteur®ptape. De plus, les cellules T24 expriment
la cadhérine N et des études antérieures dans labtyetoire ont montré que la cadhérine N

était un marqueur de progression des tumeurs dgeves

A I'heure d’aujourd’hui, il est bien établi que legands de PPARinterviennent dans la
différenciation cellulaire. C’est pourquoi, housoas émis I'’hypothese selon laquelle, il serait
possible de bloquer la capacité invasive des edllI24 en diminuant I'expression de la

cadhérine N par un traitement avec le L-165041.

D’ores et déja, nous avons montré que le taux deé@me N dans ces cellules, peut étre
contrélé par le ligand de PPARII nous semble donc nécessaire de mieux compeeledr
mécanisme moléculaire mis en jeu dans la régulagocette cadhérine.

C’est pourquoi, les cellules T24 ont été stimulgesdant 24 h par des doses croissantes de
L-165041 puis I'expression de la cadhérine N aéét€liee par western-blotting (Figure 27).
Une diminution du taux de la cadhérine N n’est olse qu’a partir d’'une concentration de
25 UM de L-165041.
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Figure 27 : Analyse par western-blotting de l'effetde concentrations croissantes de L-165041 sur
I'expression de la cadhérine NLes cellules T24 ont été traitées pendant 24 ldearconcentrations croissantes
de L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 uM). Une quantitél@iqig de protéines, extraites a l'aide du tampipa,Rest
soumise a une électrophorése puis transférée summenbranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite
hybridées avec les anticorps anti-cadhérine N (2@t antig-actine (1/8000).

La quantité de protéine cadhérine N est diminudie suun traitement par 25 puM de L-

165041 : qu’en est-il de la quantité des trans@rits

Les cellules T24 ont été stimulées ou non 24 Hpast 25 uM de L-165041. L’expression
des transcrits de la cadhérine N a été analysé&PpajPCR et le taux d’expression de ces
transcrits a été représenté sous forme d’histogenfiiigure 28). Comparativement au
témoin, une diminution d’environ 50 % du taux demscrits de la cadhérine N est obtenue a

partir d’'une concentration de 25 uM de ligand.
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Figure 28 : Analyse par RT-gPCR de l'effet de difféentes concentrations de L-165041 sur I'expression
des transcrits de la cadhérine NLes cellules T24 ont été traitées pendant 24 hdpax concentrations de L-
165041 (10 et 25 uM) puis les ARN totaux ont étéragbs. Trois g d’ARN ont été soumis a une analyae
RT-gPCR ciblant les transcrits des gecadhérine Ecadhérine Netatp5s (gene de référence).

Vraisemblablement, il est nécessaire d'utiliser aoacentration de 25 uM de L-165041
pour obtenir une diminution de la quantité d’ARNtnde protéine cadhérine N. Nous avons

ensuite déterminé si des voies de signalisatioradetiulaires impliquant des protéines
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kinases intervenaient dans l'effet du L-165041 kurrégulation de I'expression de la

cadhérine N.

3. Voies de signalisation intracellulaires impliqguéeslans I'effet du L-165041

sur I'expression de la cadhérine N

Les cellules T24 ont donc été traitées 24 h pauiidbde L-165041 seul ou en association
avec des inhibiteurs de voies de signalisatiormagtiulaires tels que le SB203580 (inhibiteur
de la voie p38 MAPK, 20 uM), le PD98059 (inhibitede la voie ERK1/2, 20 uM), la
wortmannin (inhibiteur de la voie PI3K, 10 uM) et tapamycine (inhibiteur de la voie
Akt/mTOR, 10 pM). Le taux de cadhérine N a enséité analysé par western-blotting
(Figure 29).

A SB203580 PD98059
Témoin L-165041 Témoin L-165041Témoin L-165041

CadhérineN S & 0 S & & @l . 130kDa

B-actine e 3 kDa

B Wortmannin Rapamycine
Témoin L-165041 Témoin L-165041 Témoin L-165041

Cadhérine N#sssss o s B e 130 Da

B-actine — e === 43kDa

Figure 29 : Analyse par western-blotting de I'effetd’'inhibiteurs de voies de signalisation sur la dirimution

de I'expression de la cadhérine N induite par le 11:65041.A) Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 h
par 25 uM de L-165041, seul ou en association 20geM de SB203580 (inhibiteur de la voie p38 MAPHJ),

20 uM de PD98059 (inhibiteur de la voie ERK1/2 MAPR) Les cellules T24 ont été traitées pendant péar

25 UM de L-165041, seul ou en association avecM@g wortmannin (inhibiteur de la voie PI3K), ou AW

de rapamycine (inhibiteur de la voie Akt/mTOR). A{Bne quantité de 10 ug de protéines, extraitéasidel du
tampon Ripa, est soumise & une électrophorésetamsférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes
sont ensuite hybridées avec les anticorps antiérathN (1/2000) et anfi-actine (1/8000).

L’association des inhibiteurs SB203580, PD9805%ettmannin avec le L-165041, ne
perturbe pas I'effet inhibiteur de I'agoniste deARP sur le taux de cadhérine N. Par contre,

en présence de rapamycine, le ligand de HPAR diminue plus le taux de cadhérine N
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comparativament au témoin rapamycine. Par contraglie les cellules T24 sont mises en
présence de rapamycine seule, nous observons wnntains important de cadhérine N
comparativement a celui obtenu lorsque les cellsta# incubées avec le solvant, ce qui
laisse supposer que la rapamycine agit sur le basal de I'expression de la cadhérine N et
gue la rapamycine n’interviendrait pas sur I'effiet ligand L-165041 sur I'expression de la
cadhérine N. Ces résultats suggérent que seul®iéa Akt/mTOR est impliquée dans le
contrdle de I'expression de la cadhérine N et ¢eféet du L-165041 sur la diminution de
I'expression de la molécule d’adhérence ne fait jpdsrvenir les voies de signalisation
ERK1/2, p38 MAPK et PI3K.

4. L’effet du L-165041 est-il dépendant de I'activitedu récepteur PPARS ?

Pour déterminer si I'effet du L-165041 est dépemdgmnl’activation transcriptionnelle du

récepteur, nous avons utilisé un inhibiteur spgadide PPAR (GSK0660).

Les cellules T24 ont été traitées par le L-165@&Ll ou en association avec 10 uM de
GSK0660, un antagoniste du récepteur PRARexpression de la cadhérine N a été analysée
par western-blotting (Figure 30).

+ GSK0660
Témoin L165041 Témoin L165041

CadhérineN WSS & = = . 130kDa
B-actine — — — — 43 kDa

Figure 30 : Analyse par western-blotting de I'effetd’'un antagoniste de PPAR sur la diminution de
I'expression de la cadhérine N par le L-165041.es cellules T24 ont été traitées ou non 24 2paquM de L-
165041, seul ou en association avec 10 uM de GSK086e quantité de 10 ug de protéines, extrailésde

du tampon Ripa, est soumise a une électrophorésdrpnsférée sur des membranes de PVDF. Ces measbra
sont ensuite hybridées avec les anticorps antiérathN (1/2000) et anfi-actine (1/8000).

En présence de 25 uM de L-165041, la quantité deéame N diminue comparativement
a celle observée dans le témoin confirmant nodtegésiprécédents. Cependant, I'association
de l'antagoniste de PPARavec le L-165041 ne perturbe par I'effet de L-1486b8ur le taux
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de protéine suggérant un effet de I'agoniste sxpfession de la cadhérine N indépendant de
I'activation transcriptionnelle du récepteur PHAR
Bien évidemment, I'efficacité de I'antagoniste GHI60 a été testée. Pour cela, dans les

cellules T24, nous avons contrélé l'efficacité décepteur PPAR sur le contrble de
I'expression de 'une de ces cibles, la A-FABP (@atiyte-Fatty Acid Binding Protein).

Les cellules T24 ont été traitées 24 h par diffl@enconcentrations de ligand, et
I'expression des transcrits et de la protéine A-PAB été étudiée par RT-gPCR et par

western-blotting (Figure 31).
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Figure 31 : Analyse de l'effet de concentrations cissantes de L-165041 sur I'expression de la A-FABP
Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 rdparconcentrations croissantes de L-165041 (1, PQ Bt 25
KM). A) Une quantité de 15 pg de protéines, exisadt I'aide du tampon Ripa, est soumise a unerépduirese
puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces raBesbsont ensuite hybridées avec les anticorpgf\ant
FABP (1/1000) et anfi-actine (1/8000). B) Trois ug d’ARN totaux extra@at été soumis a une RT-gPCR
ciblant les transcrits des geree$abpetatps (géne de référence).

Une augmentation du taux de la protéine mais ales$h quantité d’ARNmM A-FABP est
observée quelle que soit la concentration de L-4650ilisée (Figure 30). Cette protéine est
bien régulée par le ligand agoniste de PBA& cet effet est bien dépendant du récepteur
PPAR3 puisque l'association de I'antagoniste GSK0660cale ligand L-165041 bloque
I'effet du ligand sur 'augmentation de I'expresside la A-FABP (Figure 32).
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Figure 32 : Analyse par western-blotting de I'effetd’'un antagoniste de PPAR sur la surexpression de la
A-FABP par le L-165041.Les cellules T24 ont été traitées ou non 24 h pap® de L-165041, seul ou en
association avec 10 uM de GSK0660. Une quantitésdeg de protéines, extraites a I'aide du tampqraRest
soumise a une électrophorése puis transférée summenbranes de PVDF. Ces membranes sont ensuite

hybridées avec les anticorps anti-A-FABP (1/10aQreif3-actine (1/8000).

Cette expérience confirme l'efficacité de I'antagpd®, ce qui nous permet de conclure que
'effet du L-165041 sur l'expression de la cadhériN est indépendant de [lactivité
transcriptionnelle du récepteur PPRR

Afin de vérifier que la diminution du taux de cadhé N, due a la stimulation par le

ligand de PPAR, n'est pas le résultat d’'une toxicité du produmibus avons analysé par

cytométrie en flux le pourcentage de cellules dnG.

5. Analyse par cytométrie de flux de I'effet du L-165@1 sur le cycle
cellulaire des cellules T24
Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 hbserae ou en présence de concentrations

croissantes de L-165041. Aprés un marquage a fedie propidium, les cellules ont été

analysées par cytométrie en flux (Figure 33).
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Figure 33 : Analyse par cytométrie de flux de I'efét de concentrations croissantes de L-165041 surrgort
cellulaire des cellules T24Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 hdparconcentrations croissantes de
L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 pM) et analysées ptomagtrie de flux aprés un marquage a 'iodure dgpiglium.
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Quelle que soit la concentration de L-165041 uédis aucune mort cellulaire n’est
observée. En effet, il 'y a pas d’augmentationpdurcentage de cellules en sub-G1. En
revanche, le traitement par des doses croissartésl®5041 entraine une augmentation du
pourcentage de cellules en phase GO/G1 comparaivteaux cellules témoins. Ce résultat
est associé a une diminution du pourcentage deleglén phase S attestant d’'une diminution
de la synthése d’ADN (Figure 34).
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Figure 34 : Analyse par cytométrie de flux de I'eft de concentrations croissantes de L-165041 surdgcle
cellulaire des cellules T24Les cellules T24 ont été traitées pendant 24 hdparconcentrations croissantes de
L-165041 (1, 2, 5, 10 et 25 uM) et analysées ptorogtrie de flux aprés un marquage a I'iodure dplium.

Ces résultats suggerent que le traitement parllé3041 provoque l'arrét des cellules T24
en phase GO/G1 donc I'arrét de leur prolifératicaism’induit pas la mort de ces cellules. Ce
résultat est particulierement intéressant. En effemme dans le cas des cellules Hela,
dérivées de cancer du col de l'utérus, le ligantbb041 provoque un arrét des cellules T24,
dérivées de cancer de la vessie, en phase GO/@&laldl augmente I'expression du VEGF,

mais a la différence des cellules Hela, le ligamdime I'expression de la cadhérine N.

Etant donné que le VEGF peut réguler I'expressiercettaines molécules d’adhérence et
intervenir dans le processus de TEM, nous nous ssmposés la question suivante : la
diminution de I'expression de la cadhérine N ob&ersuite au traitement par le ligand est-

elle la conséquence de la surexpression du VEGS$ ldamilieux conditionnés ?
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6. Réle du VEGF dans l'effet du L-165041 sur I'expresen des cadhérines E
et N

Dans un premier temps, nous avons déterminé sligroses dérivées de cancer de la vessie
exprimaient les récepteurs au VEGF, condition ppue le VEGF agisse de fagon autocrine

sur les cellules.

6.1. Expression des récepteurs au VEGF dans les cellslRT4 et T24

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées penddnh ar 25 uM de L-165041 puis
I'expression des récepteurs au VEGF, le VEGF-Ré ¥MEGF-R2, a été étudiée par western-
blotting (Figure 35).

RT4 T24
Témoin L-165041 Témoin L-165041

N . ] d
VEGFR-2 | B8 &8 ——

B—actine — e — e —

Figure 35: Analyse par western-blotting de I'expresion des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2Une
guantité de 20 pg de protéines de cellules RT424t Térivées de cancer de la vessie extraiteside I'du
tampon Ripa, est soumise & une électrophorésetpamsférée sur des membranes de PVDF. Ces membranes
sont ensuite hybridées avec les anticorps anti-MEGF(1/500), anti-VEGFR-2 (1/500) et aftactine
(1/8000).

Vraisemblablement, selon nos résultats, les calluig4 expriment les VEGFR-1 et
VEGFR-2 alors que les cellules RT4 expriment unigemet le VEGFR-2. Ces résultats sont
en faveur d'une boucle autocrine du VEGF. Par eprir stimulation par le L-165041 ne
modifie pas le taux des récepteurs au VEGF, coptrant a ce que nous avons observé pour

les cellules Hela.

Selon un certain nombre d'études, le VEGF, partdimédiaire de l'activation de ces
récepteurs contrélerait I'expression de certainekaules d’adhérence. C’est pourquoi, hous
avons émis I'hypothése selon laquelle le VEGF rémguil I'expression des cadhérines E et N

dans nos modeles de cancer de la vessie.
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6.2. Effet du VEGF exogene sur I'expression des cadhées E et N

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées par diffées concentrations de VEGF exogene
puis une analyse de I'expression des cadhéringsNEpar RT-gPCR a été réalisée (Figure
36).

Expression de la cadhérine E Expression de la cadhérine N
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Figure 36 : Analyse par RT-gPCR de l'effet du VEGFsur I'expression des transcrits de la cadhérine Ete

de la cadhérine N.Les cellules RT4 et T24 ont été traitées pendartt par des concentrations croissantes de
VEGF exogene puis les ARN totaux ont été extrditsis ug d’ARN ont été soumis a une analyse paigRTR
ciblant les transcrits des germslhérine Ecadhérine Netatp55 (géne de référence).

Lorsque les cellules RT4 et T24 ont été stimulemsdifférentes concentrations de VEGF
exogene, aucune modification de I'expression dasstrits de la cadhérine E et de la
cadhérine N n’a été observée. Par contre, lorsgupression des protéines a été étudiée par
western-blotting, nous avons observé un effet duGNWEexogene sur l'expression des
cadhérines E et N (Figure 37).
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Figure 37 : Analyse par western-blotting de I'effetdu VEGF sur I'expression de la cadhérine E et deal
cadhérine N.Les cellules RT4 et T24 ont été traitées pendarit dr des concentrations croissantes de VEGF
exogeéne. Une quantité de 10 pg de protéines, tedrail'aide du tampon Ripa, est soumise a uné¢réfgmrese
puis transférée sur des membranes de PVDF. Ces rapeshsont ensuite hybridées avec les anticorps ant
cadhérine E (1/1000), anti-cadhérine N (1/200@ngit3-actine (1/8000).

Dans les cellules RT4, I'expression de la cadhégmminue & partir d'une concentration
de 50 ng/ml de VEGF. Par contre, dans les cellligg I'expression de la cadhérine N est
augmentée a partir d’'une concentration de 10 ngdfWEGF. L’'expression de la cadhérine
N, pour les cellules RT4, et de la cadhérine Ey pesicellules T24, n’est pas induite suite a

la stimulation par le VEGF exogene.

Finalement, le L-165041 a un effet opposé a celuwi \MEGF sur I'expression des
cadhérines. Par exemple, dans les cellules T24.-165041 diminue I'expression de la
cadhérine N alors que le VEGF exogéene augmenteegpression. C’est pourquoi, nous

avons étudié I'effet de I'association de ces 2 mulEs sur I'expression des cadhérines.

6.3. Effet de l'association du L-165041 et du VEGF suf’expression des

cadhérines E et N

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées 24 h Z@mmuM de L-165041, seul ou en
association avec 100 ng/ml de VEGF exogéene pouced#ales RT4 et 50 ng/ml pour les
cellules T24. L'effet du co-traitement sur I'expsem des cadhérine E et N a ensuite été

étudié par western-blotting (Figure 38).

- 183 -



Cellules RT4 Cellules T24
+1-165041 +1-165041

Témoin VEGF Témoin VEGF Témoin VEGF Témoin VEGF

-— e B o cac
CadN s WD won B

oS essssy @meme  [ACHNE e 0T e e

Figure 38 : Analyse par western-blotting de I'effetdu co-traitement VEGF + L-165041 sur I'expressiorde
la cadhérine E et de la cadhérine NLes cellules RT4 ont été traitées pendant 24 l2pguM de L-165041,
seul ou en association avec 100 ng/ml de VEGF enxadées cellules T24 ont été traitées pendant g4ri25
MM de L-165041, seul ou en association avec 50 IndgnYEGF exogéne. Une quantité de 10 pg de pedgéin
extraites a l'aide du tampon Ripa, est soumiseegélectrophorése puis transférée sur des membdanesDF.
Ces membranes sont ensuite hybridées avec lesgugtianti-cadhérine E (1/1000), anti-cadhérine /2QQ0) et
anti-actine (1/8000).

Dans les cellules RT4, la stimulation par le L-14b@&ugmente le taux de cadhérine E.
Cependant, I'association du VEGF exogene avec1639041 bloque I'effet du L-165041 sur
'augmentation du taux de cadhérine E. De faconlaire, dans les cellules T24, le L-165041
diminue le taux de cadhérine N. Cependant, l'assioci du VEGF exogene avec le L-
165041 bloque I'effet inhibiteur de I'agoniste d@ARB sur I'expression de la cadhérine N.

Selon nos résultats, 'effet du L-165041 sur lautégion du taux de cadhérine E ou N est
inhibé par la présence d’'une forte concentratioVB&F. Pourtant, le L-165041 augmente
I'expression des isoformes VEGF121, 165 et 189 disss cellules RT4 et T24 et régule
toujours I'expression des cadhérines E dans lésleglRT4 et N dans les cellules T24. Nous
pouvons supposer que le taux de VEGF sécrété dudestimulation par le L-165041 n’est
pas suffisant pour contrecarrer I'effet du VEGF g&xwe sur I'expression des cadhérines.
Nous pouvons aussi imaginer que, dans notre modékelgue chose empéche le VEGF
sécrété sous l'action du L-165041, d’'activer sesepéeurs. En effet, des formes anti-
angiogéniques VEGFxxxb ont été décrites ; ellesrpagent empécher 'action des formes
VEGFxxx sur la régulation de I'expression des caities et pourraient expliquer pourquoi le

VEGF sécrété ne contrecarre pas l'effet du L-165041'expression des cadhérines.
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C’est pourquoi, nous avons étudié si le L-16504julat I'expression d’isoformes anti-

angiogéniques VEGFxxxb.

6.4. Effet du L-165041 sur I'expression du VEGF165b

En effet, nous nous sommes intéressés a l'effelL-d65041 sur I'expression d’une
isoforme anti-angiogénique, le VEGF165b. Pour deefanous avons mis au point une
technique de RT-PCR en temps réel spécifique de tsmiforme, en utilisant la technologie
SybrGreen. Pour étre discriminant entre le VEGF&6YEGF165b, nous avons choisi une
amorce anti-sens ciblant la jonction des exons, fi8ar la PCR spécifique du VEGF165 et
ciblant la jonction 7/8b, pour la PCR spécifiqueMtiGF165b (Figure 39).

Exon7 Jonction
7

/8
VEGF 165 — —
Jonction
VEGF 165b — 7/8b
[
- AMmorce sens <+— Amorce antisens

Figure 39 : Position des amorces pour la quantifid@on spécifique des transcrits des isoformes du
VEGF165 et VEGF165b.

Les conditions optimales (concentration d’amorcesnditions de PCR) ont été
déterminées pour ces 2 PCR et la spécificité desraan pour 'amplification de ces 2
isoformes a été vérifiée par séquencage. Ces RRg®C ensuite été réalisées sur 3 pg
d’ARN totaux extraits de cellules T24, stimuléesnmn 24 h par 25 uM de L-165041 (Figure
40).
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Figure 40 : Analyse par RT-gPCR de l'effet du L-16841 sur I'expression des transcrits du VEGF165 et
VEGF165b. Les cellules T24, dérivées de cancer de la vesti€té traitées pendant 24 h par 25 uM de L-
165041 puis les ARN totaux ont été extraits. Tpagsd’ARN ont été soumis a une analyse par RT-qPiGRnt

les transcrits des genesgfl65, vegfl65et atpss (géne de référence).

Selon nos résultats, le L-165041 augmente d'unefmclll le transcrit de lisoforme
VEGF165 et d’'un facteur 10 le transcrit de I'isofer VEGF165b.

Vraisemblablement, dans les cellules T24, le ligemtrole aussi I'expression du transcrit
du VEGF165b. Ce résultat est particulierement @ggant lorsque I'on sait que cette isoforme
a une action anti-angiogénique. Pour vérifier cdtypothese selon laquelle les formes
VEGFxxxb peuvent étre synthétisées et sécrétéedegacellules T24, empéchant ainsi
I'activité des VEGFxxx (Batest al, 2002), d’autres expériences devront étre resist il
sera particulierement intéressant d'étudier leedihts mécanismes moléculaires mis en jeu
dans la régulation de cette isoforme par le ligdadPPAR, afin de déterminer si le ligand
régule l'expression de lisoforme anti-angiogénigde la méme facon que lisoforme

angiogénique.
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Avec environ 357 000 nouveaux cas en France en,20bancer est un véritable enjeu de
santé publique. La principale cause de complicatidiéchecs thérapeutiques et de décées est
la formation de métastases. La dissémination dédesecancéreuses repose entre autres sur
la mise en place du processus angiogénique etui'siign par les cellules tumorales d’un
phénotype invasif. C’'est pourquoi, il est nécessdiidentifier des marqueurs moléculaires de
progression permettant de cartographier la tumeiin d’adapter la thérapeutique
précocément en fonction de chaque patient. Comras Pevons décrit préecédemment, nous
nous sommes intéressés a deux marqueurs biologidaes/EGF, facteur clef de
I'angiogenése et les cadhérines E et N, qui sostpietéines impliguées dans I'adhérence

cellulaire.

Dailleurs, des travaux antérieurs de notre éqoipemontré que le VEGF et la cadhérine
N sont des marqueurs de progression des tumeutkéliates (Lascombet al, 2006 ;
Fauconnett al, 2009). D’autre part, I'expression de ces margaibiologiques est dérégulée
lors de l'acquisition du phénotype angiogéniquéneasif de la tumeur. C’est pourquoi, au
cours de ce travail de thése, nous nous sommehasta mieux comprendre les mécanismes
de régulation de ces marqueurs, et a détermineesirécepteurs nucléaires de la famille de

PPAR, sont capables de contrdler leur expression.

Les PPAR sont des facteurs de transcription lighdgendants impliqués dans de
nombreuses fonctions physiologiques telles que dtabolisme lipidique et glucidique ainsi
que dans certaines pathologies telles que le diab@bésité ou le cancer. Parmi ces
récepteur, c’est le PPARyui a retenu notre attention ; d’ailleurs, a I'reed’aujourd’hui, des
agonistes spécifiques de ce récepteur sont en d@waluation clinique dans le traitement de

pathologies associées a des désordres métaboliques.

Cependant, d’apres les données de la littératimdlé du PPAR dans la carcinogenese et
dans I'angiogenese n’est pas encore élucidé. En, abit PPAR a une action protumorale
(Parket al, 2001 ; Glinghammaet al, 2003 ; Pedchenket al, 2008), soit il a une action
antitumorale (Mariret al,, 2006 ; Fukumotet al.,2005, Bilityet al., 2008).

De plus, PPAR favoriserait I'angiogenese ou n’interviendrait pdans le processus
angiogénique (Abdollaket al, 2007 ; Muller-brusselbadadt al.,2007b). La surexpression du
VEGF par l'activation de PPARa été montrée dans le cancer du colon (wral, 2006a ;
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Rohrl et al, 2011), dans le cancer du sein et de la prot&epheret al, 2004). D’ailleurs,
dans un travail antérieur, notre équipe a montygaréir de cellules dérivées de cancer de la
vessie, que le VEGF est contrélé par les réecepteB&R, en particulier I'isotype PPAR
(Fauconneet al., 2002). Par contre, a partir de cellules dérivéesahcer du cblon, HT29,
HCT119 et LS174T, il a été montré que l'activatide PPAR ne contrblait aucunement
I'expression du VEGF (Hollingshead al, 2007a).

A notre connaissance, aucune étude dans la littérata décrit d'effet du PPARsur
I'expression du VEGF dans des cellules dérivéesateer du col de I'utérus. Dans ce travail,
et ce pour la premiere fois dans des lignées desivd cancer du col de l'utérus, nous
montrons que le ligand L-165041, agoniste de PRABgule I'expression de 3 isoformes du
VEGF, le VEGF121, 165 et 189, uniquement dangyl#élé Hela, infectée par un HPV18. Ce
ligand n'a aucun effet sur la régulation du VEGHgl#es lignées C-33A (HPV-) et CaSki
(HPV16+). Le cancer du col de l'utérus est la cons@ice de la persistance d’'une infection
par un HPV a haut risque (zur Hausen, 1999). Dasscellules, I'oncoprotéine virale E6
contréle la dégradation de p53 (Scheffaerl.,1993) et cette protéine virale interfere aussi
dans la régulation de I'expression de facteursgmgiogéniques tels que le VEGF (Lopez-
Oceroet al, 2000 ; Clereet al.,2007). La protéine p53 a un rble de gardien dwgénmais
pas seulement. En effet, cette protéine pourrhibar les fonctions des récepteurs nucléaires
ER, AR et TR (Liuet al.,1999 ; Shenlet al.,2001 ; Bhatet al.,1997). De plus, la protéine
E6 d’'HPV18 est un corégulateur transcriptionnel cd¢tains récepteurs nucléaires, mais
contrairement a p53, elle serait un co-activateutedir activité transcriptionnelle (Warag
al., 2003).

Nous nous sommes posés la question suivante :rtg6ines E6 et p53 peuvent-elles
intervenir dans l'effet du ligand de PPBRur I'expression du VEGF ? Dans notre étude,
nous montrons sans ambiguité que la protéine Efuet’activité transcriptionnelle de p53
n'ont aucun role a jouer dans l'augmentation deptession du VEGF suite a la stimulation

par I'agoniste de PPAR

Dans les différentes lignées dérivées de canceodde I'utérus que nous avons utilisées,
nous avons montré que le récepteur PRARIt présent et bien fonctionnel. Par contre, la
régulation de l'expression du VEGF par le L-16504kst pas dépendante de la
transactivation du récepteur PPRREN effet, I'absence de potentialisation de lactdu
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ligand de PPAR par un ligand de RXR, nous a permis de supposer lgucomplexe
RXR/PPAR3 n’intervenait pas sur la régulation du VEGF. Desplen utilisant d’autres
techniques (inhibiteur de [lactivité transcripti@tie du PPAR, et invalidation de
I'expression de PPAR, nous avons montré que l'effet du L-165041 sexpression du
VEGF ne fait pas intervenir le récepteur PBARe qui revient a dire que I'agoniste de
PPAR3 augmente l'expression du VEGF par un mécanismee agtie |'activation du
récepteur PPAR

Quelques études ont montré que les ligands deptetrs PPAR ety agissent par un
mécanisme indépendant de leur récepteur. Par egemiplagoniste spécifique de PRAR
induit I'expression de génes dans des cellules poiirtant n'expriment pas le récepteur
PPARy (Pauleyet al., 2002). La ciglitazone et la troglitazone, deuxaligs spécifiques de
PPARy, inhibent la croissance cellulaire des cellulesARP’* et des cellules PPAR
(Palakurthiet al., 2001). Ces résultats suggerent que dans cesexllgls ligands ont une
action biologique indépendante de la présence weréeepteur. L'effet de ces ligands serait
permis grace a l'activation des voies de signatisaimpliquant les protéines kinases ERK
(extracellular signal regulated kinase), p38 MABKIK (c-jun N-terminal kinase) et ERK-5
(Gardneret al., 2005). Vraisemblablement, la phosphorylation desémnes kinases serait
dde a l'intervention de récepteurs membranairesgeé EGFR ou au calcium intracellulaire
dont I'accumulation déclencherait I'activation demmbreuses protéines kinases. D’allleurs, la
ciglitazone et la troglitazone controlent le taur dalcium intracellulaire puisqu’elles
permettent sa libération a partir du réticulum guidemique. L’augmentation de calcium dans
le cytoplasme va initier un stress oxydatif quicaamduire a I'activation de protéines kinases
dont la JNK ou la p38 MAPK (Palakurtét al.,2001).

Par contre, a notre connaissance, des effets dndige PPAR indépendants du récepteur
ont été peu décrits dans la littérature. Nous posvater quelques exemples. Dans des
cellules épithéliales dérivées de cancer du cdmiiEW501516, ligand de PPARdiminue
significativement la prolifération de ces cellubdsrs que ces derniéres ne possedent pas de
récepteur PPAR (Matthiesseret al.,2005). De plus, I'extinction de I'expression deARp
dans des kératinocytes n'empéche pas l'effet d63041, sur la régulation de I'expression
du VEGF (Schiefelbeiet al, 2008). D’autres expériences seront nécessamasgbucider le

mécanisme moléculaire mis en jeu par le L-16504dr montrdler I'expression du VEGF.
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Cependant, nous pouvons, d'ores et déja, affirme @pligand n’utilise pas les récepteurs
PPARu ety puisque ces derniers ne sont pas fonctionnelsldamtellules HelLa.

Dans le promoteur humain du VEGF a la position -843 une séquence PPRE a été
identifiee (Peeterset al., 2005). Pourtant, lors de nos expériences de watgh d'un
plasmide contenant la totalité du promoteur du VE@Ecun effet du L-165041 sur
I'activation de ce promoteur n'a été observé, swagéque l'effet du L-165041 n’intervient
pas au niveau de la transcription du geeef De plus, nous avons démontré qu’en présence
de I'actinomycine D, le ligand stabilise les ARNrasddifférentes isoformes du VEGF. Un
certain nombre de protéines ont été décrites conmieevenant dans la stabilisation des
messagers du VEGF (Pagetsal, 2000). D’ailleurs, dans notre modéle, nous avoostré
que la voie de signalisation impliquant la p38 MARKervenait dans la stabilisation des
ARNmM du VEGF induite par le L-165041.

Selon les données de la littérature, les protéRi&R (RNA binding protein) stabilisent des
ARNmM présentant des séquences riches en A et Uldadgion 3'UTR des genes (Leey
al., 1996). Parmi ces protéines, il y a les protéinaR lqui ont un rdéle dans la stabilisation
des ARNm (Levyet al.,1998) et les protéines TTP (Tristetraproline) gui un réle dans la
dégradation des ARNm (Lat al.,1999).

Dans nos différentes lignées cellulaires, suitena analyse par western-blotting, nous
n'avons pas observé d’'expression de TTP ; ce edquatut s’expliquer par le fait que dans les
cellules tumorales, I'expression de TTP est energghérale inhibée (Sulbt al.,2004). Par
contre, dans les cellules HelLa, nous avons montede L-165041 augmente I'accumulation
cytoplasmique de HuR. De plus, l'inhibition de lpgrssion de HUR dans ces cellules est
associée a une diminution significative de I'effatL-165041 sur I'expression du VEGF. Ces
résultats suggerent que ce ligand augmente laligtalies messagers du VEGF par
I'intermédiaire de I'activation de HUR. Vraisemblaiment, c’est dans le cytoplasme que HUR
stabilise les messagers. C’est pourquoi, pour exean action, il lui est nécessaire de quitter
le noyau pour rejoindre le cytoplasme. D’ailleuilsa été montré que dans des cellules
tumorales soumises a des conditions d’hypoxieale tle VEGF est fortement augmenté et
gu’il est associé a une accumulation cytoplasmigiee HUR. De plus, empécher la

translocation de HUR du noyau vers le cytoplasmiaime une diminution de I'expression du
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VEGF (Sakumeet al., 2008). L'implication de HuR dans la stabilisatidas messagers du
VEGF a été mise en évidence dans les cellulesé@iide glioblastomes, de cancer du rein et
du sein, et dans des cellules endothéliales tuemi@asiet al, 2010 ; Gubiret al, 2010 ;

Ido et al, 2008 ; Kurosuet al, 2011). D’autre part, selon nos résultats, letdraent des
cellules HelLa avec un inhibiteur de la phosphomytate la p38 MAPK diminue I'effet du L-
165041 sur I'expression du VEGF et cela est assoaige diminution du taux de HuR dans le
cytoplasme et une accumulation de HuR dans le ndyas résultats indiquent que, dans nos
cellules, la forme phosphorylée de la p38 MAPK rvient dans le mouvement de HuR du
noyau vers le cytoplasme permettant a cette pmtédiexercer son action stabilisatrice des
ARNmM VEGF. D’autres études ont décrit I'intervemtide la voie de signalisation impliquant
la p38 MAPK dans l'activité de HUR (Faroeq al, 2009 ; Pagest al, 2000). D’ailleurs,
dans certains cas, c’est la phosphorylation de K2Mcible de la p38 MAPK, qui
interviendrait dans l'activation de HUR (Deanal, 2004 ; Subbaramaiat al, 2003 ; Tran

et al, 2003). Cette cascade de phosphorylation conauid phosphorylation de HuR,
permettant son accumulation dans le cytoplasme,diela protéine stabiliserait les ARNm
cibles (Lafargeet al., 2009).

Dailleurs, selon I'étude de Lafarget al (2009), TARNm p21 serait une cible de HuR
cytoplasmique. Ainsi, la stabilisation de TARNm @21 conduirait a I'accumulation de la
protéine p21 et a un arrét des cellules en phasd&Inaniére intéressante, nous montrons
aussi que l'agoniste de PPBRL-165041) provoque un arrét des cellules HelLapbkase
GO/G1 qui est associé a un taux élevé de p53 shdable p21. Selon nos résultats, le L-
165041 augmente le taux de la protéine p53, or sawens que dans les cellules Hela,
I'expression de p53 est faible puisque I'oncoprmévirale E6 conduit a la dégradation de
p53. Cependant, 'accumulation de p53 dans lesileslin’est pas due a linhibition de
I'expression de la protéine E6 puisque I'agonisteRIPARB ne modifie pas le taux de E®6.
Nous pouvons supposer que le ligama le promoteur, augmente la transcription de p53. A
notre connaissance, un effet de I'agoniste de HP#R la régulation de I'expression de p53
n'a pas encore été deécrit dans la littérature.d@atre, si nous nous référons a ce qui a été
décrit pour la rosiglitazone, ligand de PPARette thiazolidinedione (TZD) augment&
son récepteur, la transcription de p53 dans ldslesl MCF-7, et de ce fait, celle de p21
(Bonofiglio et al., 2006). Dans notre étude, nous montrons aussi’ggeniste de PPAR

augmente I'expression de p53 par un mécanisme dépede la présence de son récepteur
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puisque lorsque PPARN’est plus exprimé, I'effet du L-165041 sur laexpression de p53
est inhibé.

Dans notre étude, a partir d'un modéle de cellidleta, dérivées de cancer du col de
I'utérus, nous avons mis en évidence un effet ddgan(p53) et indépendant de PHAR
(VEGF).

Le VEGF est un facteur qui déclenche une cascadsigialisationvia ses récepteurs
localisés a la surface des cellules. Or, nous awoissen évidence que les cellules HelLa
expriment les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Cesltats suggerent que le VEGF
pourrait, par une boucle autocrine, activer segpteurs et contrdler certains mécanismes
biologiques des cellules HelLa. En regle générabetivation des récepteurs au VEGF
augmente la prolifération, la survie, la migratidas cellules endothéliales. De maniere
surprenante, dans notre modele, le L-165041 augnenxipression du VEGF et cet effet est
associé a un arrét de prolifération des celluléapi@s les données de la littérature, quelques
articles sont en faveur d'un effet apoptotique dtGF dans certaines cellules tumorales. De
plus, il a été montré que dans un modele animat daguel sont inoculées des cellules
tumorales, inhiber I'expression du VEGF dans lebules myéloides augmente la densité

tumorale (Stockmanaet al.,2008).

Dans des cellules endothéliales, inhiber la casdadsignalisation initiée par le récepteur
VEGFR activé par le VEGF, inhibe I'effet du T@HE-sur I'apoptose des cellules. En absence
de TGF1, le VEGF,via son récepteur, active la voie de signalisationliopppnt la p38
MAPK et permet la survie des cellules endothéliadkss qu'en présence de TGE; le
VEGTF, via son récepteur, conduit a I'apoptose des cellles données suggerent que le
VEGF peut, selon I'environnement cellulaire, étme facteur apoptotique (Ferraet al.,
2006). Le celecoxib, un inhibiteur de la COX, prque I'apoptose des cellules ; pourtant,
cela est associé a un taux de VEGF élevé €Dal., 2011). Dans des cellules dérivées de
cancer du poumon, les thiazolidinediones, ligarel®BAR;, inhibent la prolifération de ces
cellules pourtant ces molécules augmentent awsgiiession du VEGF et de la neuropiline-
1. Ces études suggerent que le VEGF interviendiaits I'arrét de prolifération de ces
cellules (Yoshizakiet al., 2010). Dailleurs, récemment, il a été montré @ies cellules
dérivées de cancer du sein subissant un stresstifxybsocié a un taux de VEGF189 élevé
vont mourir par apoptose. L’effet apoptotique duGHL89 ne se révelerait qu’en présence de

la NRP-1 (Vintonenkeet al.,2011). Selon nos résultats, en présence de L-1650%arrét
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des cellules HelLa en phase GO/G1 est observé etrréttde prolifération est associé a une
augmentation de la stabilisation des ARNm VEGHRjli@¢urs, la %2 vie du transcrit VEGF189

est beaucoup plus augmentée que celle des auifesngs.

Nous pouvons donc émettre I'’hypothése selon laguelVEGF189 jouerait un role dans
I'effet du L-165041 sur I'arrét de prolifération sleellules HeLa. Cependant, un contexte de
stress oxydant serait nécessaire pour que le VEGHse un arrét de cycle. Nous pouvons
imaginer, que dans notre modele, ce contexte @ssstoxydant soit présent puisque nous
avons montré que I'activation de p38 MAPK est ngaie a |'effet du ligand sur le VEGF et
gu’il a été décrit que dans les cellules souchebrgonnaires de souris, le L-165041
augmente la production d’espéces réactives dedemg par le biais de la p38 MAPK (Jeong
et al.,2009).

Nous pouvons donc envisager que dans notre modeleellules Hela, le L-165041
induise un stress cellulaire, qui permet la lihérat’esperes réactives de I'oxygéne, qui vont
activer plusieurs protéines kinases dont la p38 MABonduisant a l'augmentation de
I'expression du VEGF associée a un arrét de pralifén cellulaire. Cet environnement de
stress oxydant serait propice a la conversion aetiVité anti-apoptotique/proliférative du

VEGF en une activité antiproliférative.

C’est pourquoi, dans la suite de ce travall, ilasgitéressant de déterminer le role des
différentes isoformes du VEGF sur la prolifératamnos lignées cellulaires, et de déterminer
si les différents VEGF ont un réle pro- ou antituaio

En regle générale, la progression tumorale estrif@® par la mise en place d'une
angiogenese tumorale mais aussi par I'acquisitioplienotype métastatique ou les cellules
vont subir le processus de TEM ou transition éfitl@ésenchymateuse. La TEM est un
processus caractérisé par la perte d’expressiomleofionction de marqueurs épithéliaux
(cadhérine E) en faveur de l'acquisition de margsiemnésenchymateux (cadhérine N)
(Cavallaroet al, 2002 ; Cavallaro et Christofori, 2004).

Dailleurs, nous avons a notre disposition deux éhesl de cellules dérivées de cancer de
la vessie, de phénotype difféerent. En effet, d’'apreos résultats, les cellules RT4,

représentatives d’'une tumeur de la vessie non sigegsexpriment la cadhérine E et les
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cellules T24, représentatives d'une tumeur de Iasiee agressive a haut potentiel
métastasique, expriment la cadhérine N. Ces réssitat similaires a ceux qui ont été décrits
dans d’autres études (Mialle¢ al., 2000 ; Lascombet al., 2006). Par contre, peu de choses
sont connues quant a I'expression des cadhérineslda cellules dérivées de cancer du col
de l'utérus. Des études montrent que les lignée3, WMIE18, C41 et CaSki exprimeraient la
cadhérine E et que cette protéine ne serait pameg dans les lignées Hela, SiHa et C-33A
(Vessey et al., 1995). En revanche, les cellules HelLa exprimetaian cadhérine N
(Prozialecket al.,2002). Nos résultats révelent que les celluleskC&8V16) expriment la
cadhérine E et faiblement la cadhérine N, que letules HeLa (HPV18) expriment
uniquement la cadhérine N et que les cellules C3BRV-) n'expriment aucune de ces deux

cadhérines.

Compte-tenu du réle de la cadhérine N dans la pssgyn tumorale, empécher
I'expression de cette protéine serait une stratdgieapeutique intéressante afin d’inhiber le
développement tumoral. D’ailleurs, un inhibiteuraphacologique ciblant la cadhérine N a
été développé par Adherex, 'ADH1. C'est un penpgide cyclique, qui a une forte
spécificité pour la cadhérine N (Mario#t al, 2007) et qui est actuellement en essai clinique
(Beasleyet al.,2009) .

Précédemment, nous avons montré dans nos modetestuie que les ligands de PPAR
controlaient I'expression du VEGF. Or, I'acquisitidu potentiel angiogénique est associée a
I'acquisition du potentiel métastatique. Nous neasimes donc posés la question suivante :

les ligands de PPARsont-ils capables de réguler 'expression des éaais ?

PPAR3 intervient dans le processus de cicatrisation égulant la prolifération et la
migration des kératinocytes (Ta& al.,2007). A notre connaissance, aucune étude n’& port
sur le réle que peut jouer PPBRIans la régulation de I'expression des cadhéiaes un
modele de cellules tumorales. Néanmoins, nous aaamgtre disposition certaines données
sur le role de PPARdans la régulation des molécules d’adhérence. Dassellules HepG2,
dérivées de cancer du foie, un traitement par I3 {rosiglitazone et troglitazone), ligands
de PPAR, augmente I'expression de la cadhérine E, ce quiua conséquence de diminuer
la mobilité des cellules (Leet al., 2009). De plus, dans des cellules NSCLC, dérivkes
cancer du poumon, un traitement par la rosiglitazdiminue I'expression d’un répresseur

transcriptionnel de la cadhérine E ; il s’en sujwatre autres, une augmentation du taux de

- 196 -



cadhérine E (Choudhast al.,2010). De plus, les TZD semblent empécher 'effeTGF1

sur l'induction de la TEM. En effet, suite au teamitent de cellules dérivées de cancer du
poumon par les TZD, il y a ré-induction de la cadieE et les marqueurs mésenchymateux
(vimentine, cadhérine N, fibronectine) ne sont mxprimés (Rekaet al., 2010). Les TZD
semblent agir sur I'expression des cadhérines s#doix mécanismes distincts. En effet, la
régulation de I'expression de la cadhérine E selgiiendante du récepteur PRA&ors que
celle de la cadhérine N serait indépendante duptéae(Tanet al.,2010). Dans notre étude,
le L-165041 ne modifie pas le taux des cadhérinets & dans les cellules dérivées de cancer
du col de l'utérus, mais a un effet dans les cefiudérivées de cancer de vessie. Dans les
cellules RT4, le L-165041 augmente I'expressiotadeadhérine E et dans les cellules T24, le
L-165041 diminue [I'expression de la cadhérine N.p&want, inhiber [lactivité
transcriptionnelle de PPARpar un antagoniste n’inhibe pas l'effet du L-16504ur
I'expression de la cadhérine N. Ces résultats seggeque l'effet du ligand serait
indépendant de Il'activité de son récepteur ; bieldetnment, d’autres expériences seront

nécessaires pour confirmer ces résultats.

Par contre, nous avons montré que le ligand de PBR&Rbe I'expression de la cadhérine
N par l'intermédiaire d’'une voie de signalisatiompliquant Akt/mTOR. Cette voie de
signalisation est souvent activée dans les canaceosamment dans les carcinomes
urothéliaux, et est généralement associée a unmemnigtion de I'agressivité de la tumeur
(Hanselet al.,2010), a une augmentation de la migration desilesllet a une diminution de
'expression de la cadhérine E (Warg al., 2011). Vraisemblablement, le L-165041
diminuerait le pouvoir de migration des cellules4TRuisqu’il diminue I'expression de la
cadhérine N. Cependant, d’autres expériences de@ton réalisées pour mieux comprendre
le r6le du ligand de PPARsur la migration et I'invasion des cellules T24.

D'ores et déja, nous avons montré que le ligandgtnf@ms toxique pour les cellules
puisqu’il n'induit pas I'apoptose. Par contrepibvoque un arrét des cellules T24 en phase
GO0/G1 avec une diminution du nombre de celluleplemse S. Apparemment, le L-165041
semble bloquer la prolifération des cellules T2drivies de cancer de vessie et celle des
cellules Hela, dérivées de cancer du col de I'stéEn effet, le L-165041 arréte les cellules
T24 et les cellules HeLa en GO/G1. Ces étudescpéiitement intéressantes, devront étre

reprises et développées afin d’élucider les difftyenécanismes moléculaires mis en jeu, et
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déterminer si l'effet du L-165014 est dépendantnmun de la présence ou de l'activité
transcriptionnelle du PPAR

Comme dans le cas des cellules HelLa, dans lese=RT4 et T24, le L-165041 augmente
I'expression des isoformes 121, 165 et 189 du VE&&on les données de la littérature, nous
savons que le VEGF contréle la migration cellulaies cellules tumoralasa ses récepteurs.
Ces données suggérent que dans notre modele, l&-\6EGété sous l'effet du L-165041,
pourrait agir sur les cellules selon une boucleairte, a condition que les cellules expriment
des récepteurs au VEGF a leur surface. En effets myons montré que les cellules RT4
expriment les récepteurs VEGFR-2, alors que lekilesl T24 expriment les récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2. De plus, nous avons montré daes des cellules stimulées en
présence de VEGF exogene, le taux des cadhérireisNEest modifié. En effet, dans les
cellules RT4, exprimant normalement la cadhérindeByraitement par du VEGF diminue
I'expression de la cadhérine E. Dans les cellul2$, Te traitement par du VEGF augmente
I'expression de la cadhérine N. A notre connaissatrés peu d’études ont décrit un réle du
VEGF dans I'acquisition, par les cellules tumoralds potentiel métastatique. Une étude a
montré que, dans des cellules dérivées de canceradoréas, l'activation des récepteurs
VEGFR-1 par le VEGF-A ou le VEGF-B conduit a desampements cellulaires
caractéristiques de la TEM. Ces modifications dentaphologie cellulaire sont associées a
une diminution du taux des marqueurs épithéliaadiférine E et plakoglobine), et a une
augmentation du taux de marqueurs mésenchymatadkédne N et vimentine). De plus, les
facteurs de transcription snail, twist et slug spmt impliqués dans la TEM, voient leur taux

augmenter (Yanegt al.,2006).

Vraisemblablement, le VEGF favorise la TEM puisqata a été confirmé a partir d’'un
modelein vivo de souris xénogreffées par des cellules dérivéesadcer de la prostate. En
effet, dans les tumeurs, une augmentation de l&fgradion cellulaire est observée et la
présence des récepteurs au VEGF a la surface dakesdumorales suggérent un effet
autocrine du VEGF. L’acquisition du phénotype invgar les cellules est associée a une
perte de I'expression de la cadhérine E et une antation du taux de la vimentine et de la
cadhérine N (Gonzalez-Morerat al.,2010). De plus, 'augmentation de la concentragan
VEGF est associée a 'activation de la voie deaigation contrblée par le TG qui est un

inducteur de TEM (Xwet al.,2009). Dans notre étude, seul le taux des pra@semodifié
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suite a la stimulation des cellules par le L-16504% qui suggére une régulation
traductionnelle ou post-traductionnelle.

D’aprés nos résultats, dans les cellules dérivéiesadcer de la vessie, le L-165041 et le
VEGF exogene ont des effets contraires sur I'exgioesdes cadhérines. De plus, lorsque ces
deux molécules sont associées, c’est I'effet du FEeg€ogene sur la régulation des cadhérines
qui est observé. Pourtant, dans ces cellules, 16390641 augmente I'expression des isoformes
du VEGF. Ces résultats suggérent d'une part, qUEEIBF sécrété par les cellules n'aurait
pas le méme effet que le VEGF exogéne, et d’audre pgue la concentration du VEGF
sécrété est insuffisante pour activer les réceptaur VEGF. Nous pouvons aussi imaginer
gue les cellules stimulées par le L-165041 séctrates isoformes du VEGF, ayant un role
différent ou opposé a celui des VEGF121, 165 et EBeffet, nous avons montré que dans
les cellules T24, le L-165041 augmente I'expressam l'isoforme anti-angiogénique
VEGF165b dans les mémes proportions que le VEGR26ette isoforme est un inhibiteur
de l'effet du VEGF165 (Batest al, 2002). Il est possible que dans notre modetealdres
isoformes VEGFxxxb soient également exprimées. tgiesirquoi, Nnous pouvons supposer
que l'effet des isoformes VEGF121, 165 et 189 itehiipar le L-165041 est inhibé en
présence des VEGFxxxb, que ces isoformes anti-gégiques bloquent les récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2, empéchant I'effet des VEGF1285 et 189 sur I'expression des
cadhérines.

Ces différents résultats posent de nombreusesigoesfuant au réle du ligand de PAAR
sur I'expression de nos différents marqueurs dgrpssion. En effet, d’autres expériences
seront nécessaires pour déterminer, si le L-16%@dtlpar I'intermédiaire de son récepteur,
quels sont les réles des isoformes des VEGFxxx EGRkxxb sur la prolifération et la
migration de nos cellules, et si PPAR un rble pro- ou antitumoral dans nos modéles
cellulaires. Nos résultats suggerent que le L-16504 PPAR3 aurait un réle antitumoral
puisqu’il conduit les cellules en arrét de cycleenbqu’il permette d’augmenter le taux de
VEGF. Vraisemblablement, ce VEGF n’aurait peut-éuas le réle qu'on lui assigne

habituellement.
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