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Résumé 

 

 
 

PPARγ est un récepteur nucléaire ligand-activé qui contrôle, dans différents organes, 

de nombreuses fonctions cellulaires, impliquées notamment dans le contrôle de 

l’inflammation, de la carcinogenèse ou du métabolisme. Au niveau de la cellule épithéliale 

intestinale, certaines fonctions de PPARγ, comme son rôle métabolique, reste méconnu. Les 

effets génomiques des ligands de PPARγ sont eux aussi très mal connus dans cette cellule. 

L’objectif de ce travail était de comparer l’expression génomique induite par différents 

agonistes de PPARγ dans la cellule épithéliale intestinale par la technique de microarrays, et 

ainsi identifier de nouveaux gènes cibles de PPARγ et les différentes fonctions cellulaires 

contrôlées par ce récepteur nucléaire. Nous avons pu identifier le gène lactase, dont le déficit 

d’expression est responsable de l’intolérance au lactose, comme un gène cible de PPARγ. 

Nous avons ensuite pu montrer que les agonistes de PPARγ étaient capables d’augmenter 

l’expression et l’activité de la lactase in vitro et in vivo, ainsi que d’améliorer les symptômes 

d’intolérance au lactose dans un modèle animal ; identifiant les agonistes de PPARγ comme 

potentiellement le premier traitement pharmacologique de l’intolérance au lactose. Nous 

avons pu ensuite confirmer l’effet antinéoplasique du 5ASA au niveau de la cellule épithéliale 

intestinale, in vivo et in vitro, et confirmer que cette action était dépendante de PPARγ. 

Comme dans d’autres organes, PPARγ régule dans la cellule épithéliale intestinale les voies 

de l’inflammation, la différenciation et la maturation cellulaire mais aussi des fonctions 

métaboliques, confirmant le rôle clé de PPARγ dans le contrôle l’homéostasie intestinale, et le 

potentiel thérapeutique des agonistes de PPARγ. 
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Abstract 

 
PPARγ is a ligand-activated nuclear receptor that controls, in various organs, numerous 

cellular functions, involved in the control of inflammation, carcinogenesis or metabolism. In 

intestinal epithelial cell, some functions of PPARγ, as its metabolic role, remain unknown. 

The genomic effects of PPARγ ligands are also poorly known in this cell. Our objective was 

to compare the genomic expression induced by different PPARγ agonists in the intestinal 

epithelial cells by a microarrays technique, and thus to identify new PPARγ target genes and 

the different cellular functions controlled by this nuclear receptor. We have identified the 

lactase gene, whose lack of expression is responsible for lactose intolerance, as a target gene 

of PPARγ. We then showed that PPARγ agonists were able to increase lactase expression and 

activity in vitro and in vivo, identifying PPARγ agonists as potentially the first 

pharmacological treatment of lactose intolerance. We then confirmed the antineoplastic effect 

of 5ASA in intestinal epithelial cell, both in vivo and in vitro, and confirmed that this action 

was PPARγ-dependent. As in other organs, PPARγ regulates in intestinal epithelial cell 

inflammation, cell differentiation and maturation as well as metabolic functions, confirming 

the key role of PPARγ in the control of intestinal homeostasis, and the potential therapeutic 

effect of PPARγ agonists. 
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Mots clés : PPARγ, intolerance au lactose, cellule épitheliale intestinale, cancer 

colorectal 

Keywords : PPARγ, lactose intolerance, intestinal epithelial cell, colorectal cancer 
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Abréviations 

 
ALA : acide α-linoléique 

 
AGCC : acides gras à courtes chaines 

AOM: azoxymethane 

CA : cryptes aberrantes 

CCR : cancer colo-rectal 

CHIP : test d'immunoprécipitation de la chromatine 

CLA : acide linoléique conjugué 

CTEN : C-terminal tensin-like 

DHA : acide docosahexaenoique 

DR : direct repeat 

EPA : acide eicosapentaenoique 

FCA : foyer de cryptes aberrantes 

GED : minophenyl-alpha-methoxypropionic acid 

LCT : lactase 

MICI : maladies inflammatoires chroniques intestinales 

PB : paires de bases 

PCR : polymerase chain reaction 

PIO : pioglitazone 

PPARγ : peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

PPRE : peroxisome proliferator response element 

PUFA : acides gras polyinsaturés 

ROSI : rosiglitazone 
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RXR : retinoid-x-receptor 

TLR : toll like receptor 

5-ASA : acide 5-aminosalicylique 
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1. Le récepteur nucléaire PPARγ 
 
 
 
 

1.1 Structure moléculaire et rôle de PPARγ 
 

PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) est un récepteur nucléaire 

de la superfamille des facteurs de transcription ligands-activés, un groupe comprenant une 

cinquantaine de facteurs impliqués dans différents processus biologiques. Il appartient à la 

famille PPAR qui comprend différents isotypes: PPARα, PPARβ / δ et PPARγ (Figure 1). Ces 

trois membres sont codés par différents gènes situés sur différents chromosomes. Malgré un 

niveau élevé de séquences et d’homologies structurelles, les différents sous-types de PPARs 

ont des profils d’expression tissulaire unique (Shearer and Billin, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Représentation tridimensionnelle de PPARα, PPARβ et PPARγ avec leurs sites de 

liaison au ligand 
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Deux isoformes de PPARγ (PPARγ1, PPARγ2) existent, avec des sites d’expression et donc 

des fonctions physiologiques différentes. PPARγ contrôle l'expression d'un grand nombre de 

gènes régulant le métabolisme des lipides, la sensibilité à l'insuline, ainsi que l'inflammation 

et la prolifération cellulaire. Ainsi PPARγ a été lié à diverses pathologies chroniques telles 

que l'athérosclérose, la polyarthrite rhumatoïde, la maladie d'Alzheimer, différents cancers 

(i.e. sein, côlon) et les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) (Dubuquoy et 

al. 2002). Ces récepteurs nucléaires constituent donc une cible thérapeutique importante dans 

ces différentes pathologies (Greschik and Moras, 2003; Dubuquoy et al. 2002 ; Whright et al. 

2014). 

 

 

PPARγ peut avoir différents rôles au sein de la cellule : 

 
1) Co-répression ligand indépendant de gène cible : en l’absence de ligand, PPAR interagit 

avec corépresseur qui, à l'état dé-acétylé, inhibe la transcription de l’ADN (Figure 2A) 

(Nolteetal et al. 1998). 

2) Trans-activation ligand dépendant de gène cible : après activation par un de ses ligands, 

PPARγ forme un hétérodimère dans le noyau cellulaire avec un autre récepteur nucléaire le 

Retinoid-X-Receptor alpha (RXRα), recrute un co-activateur tel que PPARγ coactivator1-α 

(PGC-1α) ou la E1A Protéine 300 (EP300) contenant une activité histone acétylase. Cet 

hétérodimère se fixe à un site de réponse spécifique sur l’ADN, situé sur le promoteur du gène 

cible, le peroxisome proliferator response element (PPRE). Un PPRE est composé de la 

répétition d’une séquence consensus : AGGTCA, généralement espacée par un, deux ou trois 

nucléotides. Ces PPRE prendront le nom de direct repeat 1 (DR1) lorsqu’il n’y aura qu’un 

nucléotide qui sépare les deux séquences consensus, DR2 si deux nucléotides, etc. 

(Schoonjans et al. 1996). Ce complexe va entrainer des modifications structurelles de la 

chromatine pour faciliter l’assemblage de la machinerie transcriptionnelle au niveau du 

promoteur, aboutissant à l’activation ligand-dépendant des gènes cibles (Figure 2B). 
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3) Un rôle de trans-répression ligand-dépendant: il s’agit d’une régulation négative de 

l’expression de gènes cibles de manière ligand-dépendante. Contrairement à l’activation ou la 

répression des gènes cibles, l’hétérodimère PPAR/RXR ne se fixe pas sur son élément de 

réponse pour agir lors de la trans-répression (Ricote et al. 2007). Son action répressive se fait 

directement sur d’autres facteurs de transcriptions (Figure 2C) (Glass et al. 2006; Pascual et 

al. 2006). 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 2. Différents mécanismes d’action de PPARγ sur ses gènes cibles : (A) 

Répression ligand-indépendante ; (B) Transactivation ligand-dépendante ; (C) Répression 

ligand-dépendante (d’après Ruan et al. 2008) 
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1.2 Expression de PPARγ 
 

PPARγ2 est exprimé uniquement dans le tissu adipeux. PPARγ1 est fortement exprimé 

dans les tissus adipeux, mais aussi dans le colon. Au niveau colique, l’expression de PPARγ est 

maximale au niveau du côlon distal puis diminue progressivement vers le côlon proximal et est 

beaucoup plus faible dans l’intestin grêle (Su et al. 2007). Son expression a aussi été mise en 

évidence dans l'estomac, l'intestin grêle, le foie, le pancréas, la peau, les reins (Figure 3). 

 
Dans le tube digestif, divers types de cellules tels que les cellules épithéliales intestinales, les 

monocytes ou les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules B et cellules T, expriment 

PPARγ (Dubuquoy et al. 2003). 

 

 

 

 

Figure 3. Localisation d’expression de l’ARNm de PPARγ dans différents tissus 

(d’après Dubuquoy et al. 2003). 
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1.3 Agonistes de PPARγ 
 

Contrairement à la majorité des récepteurs nucléaires, de nombreux agonistes naturels 

et synthétiques peuvent se lier à PPARγ et ainsi changer sa conformation, pour aboutir à son 

activation (Figure 4). 

Il faut cependant souligner que beaucoup de ces ligands n’ont qu’une faible affinité avec le 

récepteur. Pour certains d’entre eux, les concentrations nécessaires pour activer PPARγ in 

vitro sont supérieures aux concentrations physiologiques, ce qui amène à se questionner sur 

leur véritable rôle in vivo. 
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Figure 4. Structure chimique des principaux ligands naturels et synthétiques de PPARγ. 

 

 

 

 

1.3.1 Ligands naturels de PPARγ 

 
De nombreux ligands endogènes tels que les acides gras polyinsaturés (PUFA) et leurs 

dérivés appelés eicosanoïdes ont été identifiés comme ligands naturels de PPARγ. Les 

principaux ligands naturels de PPARγ sont détaillés dans le Tableau 1. 

Le rôle des ses ligands naturels comme activateur de PPARγ au niveau du tube digestif reste 

méconnu. Pourtant, des quantités micro-molaires de PUFA suffisent pour activer PPARγ et 
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ces molécules sont détectées à des concentrations fonctionnelles dans le plasma humain 

(Dubuquoy et al. 2003, Marion-Tellier 2015). Ainsi, ces PUFA pourraient avoir un rôle 

physiologique dans les tissus exprimant PPARγ. 

 

 

Acides-gras polyinsaturés 

 
La position de la première double liaison à partir de l’extrémité méthylée de l’acide 

gras (AG) définit les AG polyinsaturés comme n-3 ou n-6. Certains sont considérés comme 

essentiels car ils ne peuvent pas être synthétisés par voie endogène et doivent donc être 

apportés par l’alimentation tels que l’acide α-linoléique et l’acide linoléique. 

L’acide linoléique (AL), un n-6 PUFA, et ses dérivés, tels que l’acide 

droxyoctadecadienoique (HODE), sont capables de transactiver PPARγ de façon dose- 

dépendante dans des cellules entérocytaire en culture Caco-2 et HCT-116 (Bull et al. 2003), et 

ainsi exercer des propriétés anti-inflammatoires et apoptotiques (Altmann et al. 2007, 

Vangaveli et al. 2014). L’AL et ses dérivés sont aussi capables de transactiver PPARγ de 

façon dose-dépendante dans des cellules enterocytes-like (Bull et al. 2003). 

De même, l’acide α-linoléique (ALA) et l’acide docosahexaenoique (DHA), des n-3 PUFA 

sont capables d’inhiber la synthèse de cytokines pro-inflammatoires via l’inhibition de NF-κB 

par PPARγ dans des cellules monocytaires (Zhao et al. 2005). Dans la cellule épithéliale 

intestinale en culture (Caco2), le DHA et l’acide eicosapentaenoique (EPA) sont capables de 

diminuer la production de cytokines pro-inflammatoires (IL1b, IL6, TNFα) par un mécanisme 

PPARγ dépendant (Marion-Letellier et al. 2008). Plus récemment, il a été démontré qu’un 

régime à faible ratio n-6/n-3 PUFA était efficace pour réduire l'inflammation dans les modèles 

animaux de colite (Huang et al. 2014). Il semble aussi que l’effet anti-inflammatoire des n-3 

PUFA passe aussi par l’inhibition du Toll Like Receptor de type 4 (TLR4) (Lee JY et al. 

2003, Weathrill AR et al. 2005). Ces molécules pourraient aussi moduler la composition en 

des phospholipides membranaires en acides gras et ainsi diminuer certains eicosanoïdes pro- 
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inflammatoires et augmenter certains composés anti-inflammatoires tels que les resolvines 

(Arita et al. 2005). 

Il faut noter que certains éléments du microbiote intestinal sont capables de synthétiser des 

métabolites à partir de PUFA non digérés. Ces métabolites ont de nombreuses propriétés 

physiologiques dont celle de se fixer à PPARγ (Gotoetal et al. 2015). 

Du fait de ses propriétés anti-inflammatoires, les PUFA ont été évalués dans des essais 

cliniques chez des patients atteints de maladies inflammatoires chroniques intestinales. Les 

données actuelles ne permettent pas de conclure à un éventuel bénéfice de ces derniers que ce 

soit dans la maladie de Crohn ou la rectocolite hémorragique (Feagan et al. 2008) 

 

 
Les eicosanoïdes 

 
Les eicosanoïdes sont des substances dérivées de l'acide arachidonique (AA) libéré à 

partir de phospholipides membranaires à courte durée de vie. Elles comprennent notamment 

des prostaglandines, des leucotriènes, et des thromboxanes. La prostaglandine 15dPGJ2 à la 

dose de 1mM est capable d’activer PPARγ dans différentes cellules dérivées de cancer du 

sein, du poumon mais aussi du colon (Allred et al. 2005). Cette même molécule a aussi 

montré des propriétés anti-inflammatoires au niveau colique chez le rat (Ponferrada et al. 

2007). 

 

 

Acide linoléique conjugué 

 
L'acide linoléique conjugué (CLA) est un acide gras essentiel. Les bactéries présentes 

dans le rumen des ruminants convertissent l'acide linoléique en CLA, dont il existe quatre 

isomères (cis-9, cis-10, trans-11, et trans-12). Ainsi on retrouve surtout ces composés dans  

les matières grasses du lait et de la viande des ruminants, notamment le boeuf et le mouton 



19  

(Marion-Letellier et al. 2015). 

 
Il a été montré que le CLA était capable d’améliorer les colites induites chez la souris 

(Bassaganya-Rieraetal et al. 2004, Hontecillasetal et al. 2002) ainsi que d’inhiber la 

carcinogenèse colique via l'activation de PPARγ (Hiroyuki Kohno et al. 2004). De même, il a 

été observé que les effets anti-inflammatoires et antinéoplasiques du CLA sont médiés par 

PPARγ dans de nombreux types cellulaires dont les cellules épithéliales intestinales (Caco-2) 

(Yasuietal et al. 2005). D’autres isomères du CLA sont capables, via PPARγ, d’influencer 

positivement l'homéostasie du glucose et d'inhiber certains médiateurs inflammatoires tels que 

le TNFα (Hontecillasetal et al. 2009). 

 

 

 

 

 

 

Acides gras polyinsaturés (PUFA) 

n-6 

 
 

n-3 

 
Acide arachidonique (AA) 

Acide linoléique (AL) 

 

Acide α-linoléique (ALA) 
Acide docosahexaenoique (DHA) 

Acide eicosapentaenoique (EPA) 

 

 
Huiles 

 
Légumes verts, lin 

Poisson 

Poisson 

Eicosanoïdes 

(dérivés de l’acide arachidonique) 

Prostaglandines (PG) 

Leucotriènes (LT) 

Thromboxanes (TX). 

 

Isomères de l’acide linoléique 

conjugué 

Acide linoléique conjugué (CLA) Bœuf, lait de bovin 

 

 

Tableau 1. Principaux ligands naturels de PPARγ et sources alimentaires pour les acides gras 

essentiels 
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1.3.2 Ligands synthétiques de PPARγ 

 

 

 
La plupart des agonistes de PPARγ ont été initialement développés pour le traitement 

du diabète ou du cancer. 

La famille des thiazolidinediones a été la première classe d’agonistes synthétiques spécifiques 

de PPARγ. La troglitazone a été la première glitazone développée pour un usage 

thérapeutique chez les patients diabétiques mais elle a été retirée du marché en raison de sa 

toxicité (Dubuquoy et al. 2006). De nombreuses autres glitazones ont ensuite été développées 

et certaines ont été depuis approuvées pour le traitement du diabète de type 2 (i.e rosiglitazone 

(avandia) et pioglitazone (actos)), avant d’être, elles aussi, retirées du marché pour leur 

toxicité hépatique et cardiovasculaire, avec une augmentation du risque d’accident vasculaire- 

cérébral (AVC) et d’infarctus du myocarde (IDM), et de cancer de vessie (Consoli et al. 2013, 

Neumann et 2012, Ravinuthala et al. 2000). 

Un essai pilote en ouvert a évalué l'efficacité de la rosiglitazone (4 mg par voie orale deux  

fois par jour) chez 15 patients atteints de rectocolite hémorragique réfractaires aux 5ASA 

et/ou aux corticoïdes et/ou aux immunosuppresseurs. Après 12 semaines de traitement, une 

rémission clinique et endoscopique étaient observées chez respectivement 27% et 20% des 

patients (Lewis et al. 2008). Du fait de cette faible efficacité et surtout des effets systémiques 

de cette classe thérapeutique, cette molécule a été abandonnée dans les maladies 

inflammatoires chroniques intestinales. 

Malgré tout, ces résultats ont aboutit au développement de nouveaux agonistes de PPARγ 

avec une mécanisme d’action plus ciblé. Récemment, il a été mis en évidence au laboratoire 

que PPARγ était la cible des aminosalicylés, une des plus anciennes molécules utilisées dans 

le traitement des maladies inflammatoires intestinales dont les mécanismes d’action étaient 
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jusqu’alors inconnu. Il a été montré que le 5-ASA était capable de se lier à PPARγ, d'induire 

sa translocation du cytosol au noyau des cellules épithéliales, responsable d’un changement 

conformationnel de PPARγ, et du recrutement d’un co-activateur nommé DRIP (Dubuquoy et 

al. 2003 ; Rousseaux et al. 2005). Le 5-ASA est aussi capable d'induire l’expression de 

PPARγ et son activation dans la cellule épithéliale intestinale. Aussi, il a été montré chez des 

souris que l’efficacité du 5ASA sur les colites expérimentales était dépendante de l’expression 

de PPARγ (Rousseaux C et al. 2005). 

 

 

Cette découverte a aboutit au développement de nouveaux analogues du 5ASA avec un plus 

grand pouvoir d’activation de PPARγ. L’action de plusieurs dizaines de nouveaux agonistes 

de PPARγ au niveau des cellules épithéliales coliques, a déjà été mise en évidence. Une de 

ces dernières molécules est une nouvelle entité chimique, développée au laboratoire, le 

aminophenyl-alpha-methoxypropionic acid family appelé GED-0507-34-Levo (GED) (Speca 

et al. 2016 ; Rousseaux et al. 2010). Dans des modèles de colite induite chez la souris, un 

premier travail a montré un effet anti-inflammatoire du GED (1mM) 30 fois supérieur à l’effet 

du 5-ASA au dosage optimal (30 mM), diminuant l’inflammation intestinale de 50 à 70%. Le 

GED (1mM) a également des propriétés antalgiques viscérales similaires à la morphine, avec 

une activité plus précoce et plus longue en comparaison au 5-ASA. Aucune toxicité n’a été 

mise en évidence jusqu’à des dosages de 2000mg/kg/j ainsi qu’aucune génotoxicité ou 

aberration chromosomique. Une étude de phase I a rapporté une excellence tolérance et une 

étude de phase II est en cours (Rousseaux et al. 2010). 
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Figure 5. Actions des agonistes naturels et synthétiques sur les gènes cibles de PPARγ. 
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1.4 Fonction de PPARγ dans l’organisme et au niveau intestinal 
 

 

Après le tissu adipocytaire, le côlon est le principal site d’expression de PPARγ dans 

lequel les cellules épithéliales en sont la principale source. PPARγ y est aussi exprimé, dans un 

degré moindre, par les macrophages et les lymphocytes. L'estomac, l'intestin grêle, le foie, le 

pancréas, expriment aussi PPARγ avec de plus faible concentration (Dubuquoy et al. 2003). 

 
Au niveau intestinal, PPARγ contrôle l’expression de nombreux gènes et régule des fonctions 

cellulaires très différentes telles que l’inflammation intestinale, et la prolifération cellulaire. Au 

niveau intestinal, le rôle métabolique de PPARγ est méconnu. 



24  

 
 

 

 

 

 

Figure 6. Effet pléiotropique de PPARγ (issu de Kim et al. 2005) 
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1.4.1 PPARγ et inflammation 

 
 

PPARγ agit sur les voies de l’inflammation via une interaction avec différents facteurs 

de transcription tels que NF-kB, AP-1 (activating protein-1), STAT (signal transducer and 

activator of transcription) ou encore NFAT (nuclear factor activated T cell) (Hou et al. 2012, 

Dubuquoy et al. Gut 2006). L’effet anti-inflammatoire de PPARγ a été observé dans les 

macrophages (Shoelson et al. 2003), au niveau de la plaque d’athérome (Nagy et al. 1997, 

Tontonoz et al. 1998). PPARγ est aussi capable d’inhiber la maturation des cellules 

dendritiques (Szanto et al. 2008, Kiss et al. 2013) et la survie et l’activation des Lymphocytes T 

et est capable de favoriser la réponses immunitaire TH2 aux dépends de la voie TH1 (da Rocha 

Junior et al. 2013, Tontonoz et al. 2008). 

 
Les agonistes naturels de PPARγ, tels que les PUFA, ont démontré des activités anti 

inflammatoires dans différents modèles d’inflammation notamment au niveau hépatique (Chen 

et al. 2014, Lian et a. 2015). 

 
Dans la cellule épithéliale intestinale en culture HT-29, PPARγ est capable de contrôler la 

réaction inflammatoire en formant un complexe avec NF-kb, ce complexe est ensuite transporté 

dans le noyau où il inhibe la transcription de nombreux gènes impliqués dans la cascade 

inflammatoire (Hou et al. 2012). Les propriétés anti-inflammatoires des agonistes de PPARγ 

naturels et synthétiques ont été clairement démontrées dans la cellule épithéliale intestinale. Le 

DHA et l’EPA sont capables de diminuer l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles 

que IL-6 et IL-8 dans les Caco2 (Marion-Letellier et al. 2008). Les agonistes naturels et 

synthétiques de PPARγ ont des effet bénéfiques dans plusieurs modèles de colites chez le 

rongeur (Bassaganya-Riera et al. 2004 ; Bassaganya-Riera et al. 2006 ; Cuzzocrea S et al. 

2003). 

 
Le déficit du récepteur nucléaire PPARγ au niveau des cellules épithéliales intestinales chez la 
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souris augmente l’inflammation lors d’une colite expérimentale et à l’inverse, les agonistes de 

PPARγ améliorent les lésions induites (Adachi et al. 2006 ; Desreumaux et al. 2001). Chez 

l’homme, le laboratoire a mis en évidence un déficit significatif de l’expression et de l’activité 

de PPARγ dans les cellules épithéliales intestinales coliques de patients atteints de rectocolite 

hémorragique (Dubuquoy et al. 2003). Ce déficit, dont l’origine est encore inconnue, est limité 

au côlon et n’existe pas au cours de la maladie de Crohn. Le niveau d’expression de PPARγ 

influence aussi la réponse au traitement. 

 
Différentes équipes, dont la nôtre, ont mis en évidence que la flore intestinale colique, et 

certains produits bactériens, tels que le LPS, le butyrate, ou les probiotiques étaient capables de 

moduler l’expression de PPARγ via la cellule épithéliale intestinale (Dubuquoy et al. 2003 ; 

Dubuquoy et al. 2003 ; Wächtershäuser et al. 2000 ; Eun et al. 2007; Lee et al. 2005; Voltan et 

al. 2008). Enfin, PPARγ régule l’expression de b-defensin, un peptide antimicrobien et jouerait 

un rôle clé dans les activités bactéricides et candidacides au niveau de la muqueuse colique 

(Peyrin-Biroulet et al. 2010). 
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1.4.2 PPARγ et cancer 

 
 

PPARγ est exprimé dans différents types de cancers tels que le colon, le sein, le poumon 

ou la prostate. Différentes études ont mise en évidence que PPARγ était capable d’inhiber in 

vitro et/ou in vivo la progression de ces cancers (Bren-Mattison et al. 2008 ; Bonofiglio et al. 

2006 ; Cesario et al. 2006 ; Sikka et al. 2012). Les cellules cancéreuses pulmonaires exprimant 

PPARγ semblent plus chimio-sensibles (Jeong et al. 2012). Pour le cancer du colon, la survie 

semble même corrélée à l’expression de PPARγ (Ogino et al. 2009). 

 
De même, les agonistes de PPARγ sont capables d’influencer positivement la tumoregénèse. 

Les agonistes de PPARγ sont capables d’induire l’arrêt du cycle cellulaire et de favoriser 

l’apoptose dans des cellules en culture dérivées de cancer du pancréas ou de cancer du sein 

(Matomura et al. 2000). Des résultats similaires ont été observés dans le cancer du colon. Dans 

une étude de phase II chez 41 patients atteints de cancer prostate, la troglitazone était associée à 

une stabilisation durable du PSA (prostatic specific antigen) (Mueller et al. 2000). 

 
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les fonctions antinéoplasiques de PPARγ. Ces 

mécanismes ont été largement étudiés dans différents types cellulaires dont la cellule épithéliale 

intestinale, dans laquelle PPARγ joue finalement un rôle de gène suppresseur de tumeur en 

contrôlant notamment la maturation, l’adhésion et la motilité entérocytaire (Gupta et al. 2001) 

 
L’activation de PPARγ par un agoniste : 

 
 

1) inhibe la prolifération cellulaire et l'entrée en phase S du cycle cellulaire en favorisant la 

dégradation de la cycline D1 (Sarraf et al. 1998 ; Fajas et al. 2003), 

 
2) stimule la différenciation cellulaire (Sarraf et al. 1998), 
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3) favorise l’apoptose en induisant l’expression du Death Receptor 5 (DR5), en inhibant la 

protéine anti-apoptotique c-flip, en diminuant l’expression de la protéine anti-apoptotique bcl2, 

et en inhibant l’expression de NF-κB (Elrod HA et al. 2008), 

 
4) active la dégradation de β-caténine et en conséquence de c-Myc (Fujisawa T et al. 2008 ;  

Liu J. et al. 2006), 

 
5) inhibe l’activité de la voie de l’EGF-R (epidermal groth factor receptor) en augmentant 

l’activité de la phosphatase SH-PTP2, 

 
5) réduit l'expression de Cox2 (Yang et al. Carcinogenesis 2001), 

 
 

6) induit l'expression du répresseur transcriptionnel TSC22 et du gène suppresseur de tumeur 

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog at chromosome Ten) et réduit la survie cellulaire via 

un mécanisme caspase-dépendant (Patel L. et al. 2001) et, 

 
7) inhibe l'angiogenèse (Bisho-bailey et al. 2011). 

 
 

Récemment, le 5-ASA a été décrit, à une concentration cliniquement pertinente, comme un 

nouveau ligand synthétique de PPARγ, capable d'induire son expression et son activation dans 

les cellules épithéliales intestinales (Rousseaux et al. 2005). Dans les cellules épithéliales 

coliques HT-29, le 5-ASA induit l'expression de PPARγ, inhibe la prolifération et induit 

l'apoptose des cellules épithéliales par un mécanisme PPARγ dépendant (Schwab M et al. 

2008). L'effet antinéoplasique du 5-ASA a ensuite été confirmé dans les modèles animaux de 

cancer colorectal. Dans un modèle de cancer colorectal induit par la 1,2-diméthylhydrazine 

(DMH 40 mg/kg) chez des rats, le 5-ASA à 60 mg/kg/j réduisait la taille de la tumeur de plus 

de 60% par rapport aux animaux non traités (Kim et al. 2014). Le balsalazide, une prodrogues 

du 5ASA, était capable de réduire significativement le nombre de foyers de cryptes aberrantes 
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induits par l'azoxymethane (AOM) de façon dose dépendante. Un effet chimioprotecteur du 5- 

ASA (administration intra-rectale) a également été confirmé en dans un modèle de cancer du 

côlon induit par le NMNU chez les rats F344 (Narisawa et al. 2003). 

 
Les mécanismes par lesquels les agonistes de PPARγ sont capables d’inhiber la cancérogenèse 

colique in vivo restent finalement méconnue. De nouvelles études devront confirmer le 

caractère PPARγ-dépendant par lequel ces agonistes exercent, au moins en partie, leurs effets 

antinéoplasiques. 
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1.4.3 PPARγ et métabolisme glucidique et lipidique 

 

 
PPARγ est un régulateur essentiel du métabolisme comme en témoigne son rôle dans 

l’obésité, le diabète, ou l’athérosclérose. PPARγ régule l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans la sensibilité à l’insuline, la synthèse des lipides et la différenciation 

adipocytaire, comme CD36, FABP4 (fatty acid binding protein 4), l’adiponectine, le CEBPA 

(CCAAT/enhancer bonding protein alpha), etc (Kim et al. 2015). 

 
Le contrôle de l’adipogenèse est finalement le rôle physiologique de PPARγ le plus connu où il 

semble jouer un rôle de chef d’orchestre. L’activation de PPARγ entraine la différenciation des 

pre-adipocytes en adipocytes et induit un phénotype adipocytes-like chez les fibroblastes. 

PPARγ est aussi capable de contrôler l’apoptose des adipocytes (Auwerxs et al. 1999). PPARγ 

peut induire la synthèse de gènes qui vont modifier la matrice extra-cellulaire et favoriser le 

développement du tissu adipeux (Hong et al. 2010). L’activation de PPARγ diminue 

l’expression de la leptine, favorisant alors une hyperphagie (Hollenberg et al. 1997). Aussi, 

l’activation de PPARγ va induire l’expression des gènes codant les enzymes lipogènes telles 

que l’acétyl CoA carboxylase ou l’acides gras synthétase, et les protéines de transport des 

acides gras (Tontonoz et al. 1998). 

 
Des mutations de PPARγ ont été associées au diabète et à l’insulino-résistance (Tontonoz et al. 

2008). Les ligands synthétiques de PPARγ comme les glitazones améliorent la sensibilité à 

l’insuline et ont été utilisés dans le traitement du diabète avant leur retrait pour des effets 

indésirables graves. Les agonistes de PPARγ naturels tels que l’EPA et ses dérivés sont aussi 

capables d’augmenter la sécrétion d’adiponectine par les adipocytes. 

 
PPARγ a aussi des fonctions métaboliques dans d’autres tissus. Dans le muscle, PPARγ 

contrôle la répartition des lipides, la sécrétion des adipokines (Tontonoz et al. 2008) et la 

sensibilité à l’insuline (Norris et al. 2003). L’expression de PPARγ est augmentée dans la 
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stéatose hépatique (Grilova et al. 2003) et un déficit d’expression de PPARγ dans le foie 

diminue la sensibilité à l’insuline dans les modèles de souris diabétiques. 

 
Alors que l’activation de PPARγ semble moduler l’expression de nombreux gènes impliqués 

dans le métabolisme, le rôle métabolique de PPARγ au niveau de la cellule épithéliale 

intestinale reste largement méconnu. 



32  

2. Hypothèses de travail 
 

 

 

PPARγ présente des effets pléiotropiques, essentiellement dans le contrôle de 

l’inflammation, de la cancérogénèse et du métabolisme. Ces effets sont observés dans des types 

cellulaires très différents. Alors que les différents ligands de PPARγ semblent avoir des effets 

communs, des effets très différents sont aussi observés, dont certains sont responsables d’effets 

indésirables. Les effets génomiques de ces différentes familles de ligands sont très mal connus 

en particulier au niveau de la cellule épithéliale intestinale. Certaines fonctions de PPARγ, 

comme son rôle métabolique reste méconnu au niveau de la cellule épithéliale intestinale. 

 
C’est pourquoi l’objectif de ce travail était initialement de comparer l’expression génomique 

induite par différents agonistes de PPARγ dans la cellule épithéliale intestinale par la technique 

de microarrays afin de mieux comprendre le mode d’action de ces différentes molécules et de 

découvrir des nouveaux gènes cibles de PPARγ dans la cellule épithéliale intestinale. 

 
Ce projet s’inscrit dans la dynamique de recherche de notre laboratoire. Au cours des deux 

dernières décennies, celui-ci a pu mettre en évidence les propriétés anti-inflammatoires de 

PPARγ dans la cellule épithéliale intestinale (Desreumaux et al. 2001), et le déficit de PPARγ 

dans la muqueuse colique des patients atteints de rectocolite hémorragique (Dubuquoy et al. 

2003). Apres la découverte du mécanisme d’action du 5-ASA, notre laboratoire a développé de 

nouveaux agonistes de PPARγ tel que le GED. L’étude des profils d’expression génomique de 

la cellule épithéliale intestinale induite par ces différents agonistes devaient aussi mieux nous 

faire comprendre leurs mécanismes d’actions thérapeutiques et aussi le risque d’effets 

indésirables. 
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3. Découverte de nouveaux gènes cibles de PPARγ 
 

 

3.1 Matériels et méthodes 
 

 

3.1.1 Culture cellulaire 

 
La lignée Caco-2 dérivée de cellules épithéliales d'adénocarcinome colique a été 

utilisée dans ce projet. Ces cellules sont capables de se différencier spontanément avec un 

phénotype entérocytes-like après confluence. Les cellules Caco2 différenciées expriment 

plusieurs marqueurs de différenciation entérocytaire, y compris la lactase. Ces cellules Caco-2 

étaient mises en culture dans un milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM, Invitrogen, 

Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec du sérum de veau foetal décomplémenté à 20% 

(SVF, Dutscher, Brumath, France), 1% de pénicilline-streptomycine (5 ml/l) (Invitrogen) et 

1% de acides aminés non-essentiels (5 ml/l) (Invitrogen). Toutes les lignées cellulaires étaient 

cultivées en monocouches confluentes à 37°C dans un environnement contrôlé à 5% de CO2. 

Chaque semaine, les monocouches confluentes ont été traitées à la trypsine (Invitrogen) puis 

réensemencées après une dilution de 1/10. Pour les expériences de stimulation, les cellules ont 

été placées dans des plaques 6-puits à une densité de 1x106 cellules par puits. Une privation 

en sérum était réalisée 16 heures avant la stimulation afin de synchroniser les cellules. 

 

 

3.1.2 Traitement des cellules 

 
Les cellules ont été traitées avec du GED (1 mM et 30 mM, Guliani, Italie), du 5-ASA 

(30 mM, Sigma), ou de la pioglitazone (1 µM, Sigma). Du milieu seul a été utilisé comme 

témoin (Ctrl) des conditions GED et 5ASA, et le DMSO (Sigma) comme témoin de la 

pioglitazone. Après 24 heures de stimulation, les puits ont été rincés trois fois avec du tampon 

phosphate alcalin (PBS) stérile à 4°C. Les cellules ont ensuite été lysées avec un tampon de 

lyse (RA1, Macherey-Nagel) contenant 1% β-mercaptoéthanol. Les stimulations cellulaires 
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étaient réalisées en quadriplicatas. 

 

 

 
3.1.3 Extraction de l'ARN 

 
Les ARN totaux ont été extraits à l’aide d’un kit Nucleospin RNA (Macherey Nagel). 

Après inactivation des RNAses, les ARN totaux ont été débarrassés des traces d’ADN 

génomique par un traitement à la DNAse, et élués dans de l’eau RNAse-free. La qualité des 

ARN a été évaluée à l’aide du spectre UV sur Nanodrop de 220 à 350 nm puis par profil sur 

BioAnalyzer Agilent 2100. 1µg d’ARN total a été utilisé (concentration minimale 50ng/µl). 

 

 

3.1.4 Microarray 

 
La technique de puces d'expression en deux couleurs a été utilisée afin de comparer les 

ARNc de deux échantillons (cellules traitées par le contrôle vs cellules traitées par un 

agoniste) (figure supplémentaire 1). Brièvement les ARN des échantillons ont été, dans une 

première étape, rétrotranscrits en ADNc grâce à une rétrotranscriptase (Affinity-Script RT, 

Agilent). Cet ADNc sert de matrice pour la synthèse et l’amplification des ARNc grâce à une 

T7 RNA polymérase en présence de cyanine3-CTP pour le Ctrl (fluorescence verte) ou de 

cyanine5-CTP pour l’agoniste (fluorescence rouge). Les deux ARNc marqués ont été 

mélangés et hybridés sur une seule lame (G4851A Agilent 8x44K) qui a été scannée (Agilent 

G2505B scanner). La fluorescence a été visualisée après excitation par un laser et les 

intensités relatives des deux fluorophores ont été analysées en ratios qui donneront l'état de 

sur ou sous expression de chaque gène grâce au logiciel GeneSpring (Agilent). 
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3.2 Résultats 
 

 

Les résultats du microarrays sont disponibles en ligne à partir du lien suivant : 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE68852); GEO Series accession 

number GSE68852). 

 
Les profils d’expression génomique des cellules Caco2 stimulées avec le GED 1mM et 30  

mM, le 5ASA 30 mM ou la pioglitazone 1 µM ont donc été comparés grâce à une puce à ADN. 

Dans ces conditions, respectivement 46, 355, 1574 et 121 gènes ont montré une expression de 

plus de 2 fois supérieure à leurs contrôles respectifs. 

 
Parmi ces gènes, le gène de la lactase, était celui qui a bénéficié de l’induction la plus 

importante dans les conditions GED 1mM, GED 30mM, et pioglitazone, avec des 

augmentations d’expression de respectivement 5.28, 8.28 et 17.9 fois. Dans la condition 5ASA 

30mM, la lactase est le 16éme gène dont l’induction d’expression est la plus importante, avec 

une augmentation de 8,76 fois en comparaison au contrôle. 

 
A l’inverse, la tensine 4 (TSN4 ou CTEN) était le gène dont l’expression était la plus réprimée 

dans les conditions 5ASA et GED 30mM avec des diminutions d’expression de respectivement 

19 et 18 fois. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE68852)%3B
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Figure 7. A. Exemple de résultats d’une partie de la puce à ADN pour différents gènes cibles 

pour les trois conditions : 5ASA 30 mM, GED 30 mM et pioglitazone 1mM. B. Représentation 

schématique du nombre de gènes up-regulés dans l’analyse en microarray dans les différentes 

stimulations (5ASA, GED 1mM et 30mM et pioglitazone). 
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4. PPARγ régule l’expression et l’activité intestinale 

de la lactase 

 

 

 

4.1 Introduction 
 

 

 
 

4.1.1 La lactase et l’hypolactasie 

 
Le lactose est présent en quantité importante dans les produits laitiers, notamment  

dans le lait indispensable à l’alimentation du nouveau né. Ce disaccharide est hydrolysé en 

glucose et galactose par une disaccharidase (β-galactosidase), la lactase-phlorizin hydrolase, 

communément appelée lactase. Après son absorption, le galactose participe à la synthèse de 

glycoprotéines et de glycolipides, il peut aussi être isomerisé en glucose au niveau hépatique. 

Le glucose peut lui être utilisé comme source directe d’énergie par de nombreux tissus dont 

les muscles et le cerveau. Il peut aussi être stocké sous forme de glycogène au niveau 

hépatique. 

 

 

La lactase est située au niveau de la bordure en brosse entérocytaire, exprimée de façon 

maximale au niveau du jéjunum médian (Figure 8) (Montgomery. 1999 ; Troelsen. 2005 ; 

Newcomer et al. 1966). 
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Figure 8. Représentation schématique de l’expression de la lactase au niveau des différents segments 

de l’intestin grêle (d’après Troelsen et al. 2005). 

 

 

 

 

 
L’expression et l’activité de la lactase sont finement régulées de manière spatio-temporelle. 

Ainsi la lactase est reconnue comme un marqueur de l’entérocyte différencié (Troelsen. 

2005). Chez certains nouveau-nés l’activité lactase est absente à la naissance. Cette situation 

incompatible avec la vie définit l’hypolactasie primaire congénitale. Normalement, son 

activité est maximale durant la période post natale et chez le nourrisson (Rings et al. 1992). 

Deux phénotypes émergent ensuite après le sevrage: (i) le phénotype  « lactase  non  

persistant » avec une activité lactase qui devient faible (hypolactasie primaire acquise) et (ii) 

le phénotype « lactase persistant » qui est associé à une activité lactasique adaptée à l’âge 

adulte (>10 UI/g) (Troelsen. 2005). Le phénotype lactase persistant est considéré comme 

ancestral et est observé chez les autres mammifères (Sebastio et al. 1989 ; Troelsen. 2005). La 

mutation ayant aboutie au phénotype lactase persistant semble être un phénomène adaptatif 

apparu il y a environ 5000-10000 ans de façon contemporaine à la domestication des bovins et 

à l’utilisation du lait dans l’alimentation à l’âge adulte (Hollow et al. 2001). Deux 

polymorphismes du gène de la lactase ont été identifiés et corrélés à ces deux phénotypes 

(Vesa et al. 2000). Les polymorphismes C/T13910 et G/A22018 sont étroitement corrélés au 
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phénotype « lactase persistant ». Les génotypes CC13910 et GG22018 sont associés au 

phénotype « lactase non-persistant » et à l’intolérance au lactose (Lomer MC et al. 2008). La 

présence de ces SNPs ne suffisent cependant pas à contrôler toute la machinerie 

transcriptionnelle du gène lactase. Des mécanismes dynamiques, temps dépendant semblent 

aussi être en jeu. Le lien fonctionnel entre l’allèle C -13910 et la non-persistance de la lactase 

a été récemment établi (Labrie et al, 2016). Labrie et al. ont montré que des facteurs 

épigénétiques, contrôlés par ces SNPs, modulait de façon temps-dépendant l’expression de la 

lactase chez la souris et chez l’homme. 

La régulation transcriptionnelle de la lactase est finalement méconnue et semble complexe. 

L’expression du gène de la lactase diffère en fonction de l’état de différenciation cellulaire, du 

segment d’intestin grêle concerné et de l’âge de l’individu. Des études fonctionnelles ont 

montré qu’une zone de 150pb sur le promoteur de la lactase semblait très importante pour le 

contrôle de l’expression de la lactase. Ces 150 pb sont très bien conservés à travers les 

différentes espèces telles que l’homme, la souris, le rat ou le cochon (Troelsen et al. 2003). 

Sur cette région du promoteur peut se lier différents facteurs de transcription, tels que les 

récepteurs nucléaires appartenant à HNF (hépatocyte famille nucléaire), les facteurs Cdx-2, 

GATA, ou Oct-1 (Troelsen, 2005; Jarvela et al, 2009) qui semblent influencer l’expression de 

la lactase. Ces différents facteurs ne sont pas spécifiques, et sont impliqués notamment dans le 

contrôle de la différenciation et l’identité cellulaire ainsi que dans le maintien de l’épithélium 

intestinal (Troelsen et al. 2003). 

Aussi, une régulation post-traductionnelle du gène de la lactase a été mise en évidence. Elle a 

par exemple été observée chez des enfants dénutris où une diminution d’expression de la 

lactase a été retrouvée. 

Bien que de significatifs progrès ont été réalisés, les mécanismes moléculaires sous-jacents de 

ce modèle complexe d'expression sont encore incomplètement compris (Enattah et al. 2002; 

Tishkoff et al. 2007 ; Lewinsky et al. 2005). 
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Figure 9. Biosynthèse de la lactase. Dans la cellule épithéliale intestinale différenciée, la 

transcription du gène lactase aboutit à la translocation dans le réticulum endoplasmique d’une pre-pro- 

lactase (I). Apres un clivage et une N-glycosylation, la pro-lactase arrive dans l’appareil de Golgi (II). 

Une nouvelle glycosylation intervient et la pro-région N est clivée à son tour. La protéine lactase 

mature est ensuite transportée et externalisée au niveau de la bordure en brosse entérocytaire (d’après 

Troelsen JT et al. 2005). 
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La prévalence de l’hypolactasie primaire est évaluée aujourd’hui à 70% de la population 

mondiale adulte avec d’importantes différences géographiques. Elle serait observée chez 90% 

des asiatiques, 70% des africains, 40% des européens du sud et 20% des européens du nord 

(Sahi T et al. 2000). En France, on estime que 10 à 30% de la population sont 

hypolactasiques. 

Il faut aussi noter que le déficit en lactose peut être aussi temporaire. C’est le cas dans 

les lésions de l’épithélium de l’intestin grêle comme dans la maladie de Crohn du grêle ou les 

ischémies du grêle. Dans ce cas, le déficit est temporaire et l’activité lactasique reprend sa 

valeur initiale quand l’épithélium cicatrise (Vasa et al. 2000). 

 

 

 

 
4.1.2 L’intolérance au lactose 

 
L’intolérance au lactose est décrite depuis l’antiquité. Après la deuxième guerre 

mondiale, l’exposition au lactose a augmenté du fait de la découverte de propriétés 

fonctionnelles du lactose qui a un rôle de fixation des arômes, de gélification, d’émulsion, de 

cristallisation et de coloration (Barbut et al. 2010). Ainsi on retrouve aujourd’hui du lactose 

de façon « caché » dans de nombreux préparations manufacturés tels que les viennoiseries, la 

charcuterie, pâtes à pizza/gâteaux, céréales, soupes,…), ainsi que dans le conditionnement de 

certains médicaments. 

Une activité lactase insuffisante (hypolactasie) entraine une maldigestion du lactose et donc 

une malabsorption. Le lactose arrive donc intact au niveau du colon où la flore anaérobie 

hydrolytique et glycolitique va produire par fermentation des sucres réducteurs, des acides 

gras à courte chaine, des gaz et d’autres métabolites intermédiaires (Arola et al. 1994). Les 

gaz produits vont favoriser le météorisme abdominal et les douleurs tandis que les acides gras 
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à courtes chaines et les métabolites intermédiaires vont entrainer une diarrhée osmotique. 

Certains patients hypolactasiques restent asymptomatiques grâce à des phénomènes 

adaptatifs. L’exposition régulière au lactose pourrait modifier la flore colique, de façon 

quantitative et qualitative, qui serait alors capable de métaboliser les sucres réducteurs, les 

acides gras et les acides organiques (Szilagyi et al. 2010 ; Arola et al. 1994). 

Chez le sujet hypolactasique, la malabsorption pourra, dans certains cas, s’exprimer par des 

symptômes digestifs aspécifiques apparaissant 30 min à 2h après l’ingestion de lactose. Les 

douleurs abdominales, ballonnements, borborygmes et flatulences sont toujours présents. 

Deux tiers des patients atteints d’intolérance au lactose présentent des nausées/vomissements 

ou de la diarrhée (Matthews SB et al. 2005). L’intensité de ces symptômes est corrélée au 

niveau d’expression de la lactase et de la quantité de lactose ingérée (tableau 2) (Lomer MC et 

al. 2008). A charge identique, le lactose sous forme solide est associé à moins de symptômes, 

probablement du fait d’une vidange gastrique prolongée pour les aliments solides qui 

échelonne l’arrivée du lactose dans l’intestin (Vesa et al. 1997). 

A la différence de l’intolérance, différentes méthodes permettent de diagnostiquer une 

hypolactasie. Le dosage de la lactase à partir de biopsies de muqueuse par voie endoscopique 

a longtemps été la référence. Le diagnostic est défini par un ratio lactase/sucrase < 0,3 et une 

activité lactase < 10 UI/g de protéines (Dahlquist et al. 1970). Cette méthode est cependant 

peu sensible car soumise à l’échantillonnage des biopsies. Un test rapide basé sur  une 

réaction colorimétrique a récemment été développé. Il semble présenter une sensibilité et une 

spécificité satisfaisante (Kuokkannen et al. 2006). La mise en évidence de variants génétiques 

associé au phénotype lactase non-persistant a permis de développer des tests génétiques par 

PCR qui présentent une très bonne sensibilité (93 à 100%) et spécificité (95 à 100%). Ils se 

pratiquent sur de l’ADN constitutionnel qui peut être obtenu à partir d’un frottis buccal. Les 

polymorphismes C/T-13910 et T/T-13910 sont étroitement associés au phénotype tolérant 

alors que le génotype C/C-13910 est associe au phénotype intolérant (Rasinpera et al. Gut 

2004). 
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D’autres tests permettent non pas de diagnostiquer l’hypolactasie mais la malabsorption du 

lactose. Plusieurs test ont été proposés tels que l’analyse du PH des selles (Soeparto et al. 

1972), le dosage du galactose dans les urines (Aroloa et al. 1994), ou encore le dosage 

dynamique de la glycémie après ingestion du lactose (Jarvela. 2005). Du fait de leur 

complexité ou de leur faible sensibilité/spécificité, ces tests sont peu utilisés en pratique 

clinique. Le test respiratoire à l’hydrogène, qui est un test simple, non invasif et peu coûteux, 

est aujourd’hui le plus utilisé. En cas de malabsorption d’un sucre, une partie de la dose 

ingérée parvient au colon et l’H2 expiré augmente. Les sensibilités et spécificités rapportées 

par ce test varient respectivement de 80 à 100% et de 70 à 100% (Rosado et al. 1983). 

L’intolérance au lactose est plus difficile à caractériser. Un test d’exclusion et de 

réintroduction est souvent utilisé en pratique clinique. Un questionnaire a été validé afin 

d’évaluer les symptômes déclenchés par l’ingestion de 25 g de lactose (Cassellas et al. 2010). 

Du fait de l’absence de symptômes spécifiques, ses performances diagnostiques sont faibles. 
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Tableau 2. Teneur en lactase de principaux aliments (d’après Alexandre et al. 2011) 
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4.1.3 Traitement de l’intolérance au lactose 

 
L’exclusion complète du lactose de l’alimentation est à l’heure actuelle le principal 

traitement de l’intolérance au lactose (Wooten et al. 2004). Nombreux patients utilisent alors 

des produits laitiers pauvres en lactose (i.e lait végétaux) ou des produits sans lactose. En plus 

de son caractère contraignant, ce régime expose à un risque de carences en vitamines et en 

oligo-éléments comme le calcium, la vitamine D, le magnésium, le potassium ou encore le 

phosphore ou la vitamine A (Tableau 3). Cette stratégie thérapeutique va aboutir à une 

consommation inférieure aux besoins journaliers recommandés (AJR). Ainsi 86% des noirs- 

américains consomment à peine la moitié des AJR en calcium. L’intolérance au lactose va 

aboutir à une réduction de la densité minérale osseuse problématique chez les enfants et 

adolescents ou chez la femme ménopausée, favorisant ostéoporose et fractures. Aussi, le 

défaut de consommation de produits laitiers a été associé à l’hypertension artérielle (Wooten 

et al. 2004 ; Appel et al. 1997 ; Appel et al. 2003), à la prise de poids (Zemel et al. 2004 ; 

Zemel et al. 2004), ou encore à un sur-risque de cancer colique (Wooten et al. 2004). 

Aujourd’hui, le traitement le plus efficace semble finalement être l’utilisation de compléments 

alimentaires enrichis en lactase extraite de champignons ou de levures. Cette enzymothérapie 

a montré son efficacité sur les symptômes d’intolérance au lactose et sur les tests respiratoires 

(Portincasa et al. 2008 ; Montalto et al. 2005). 

Il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement pharmacologique permettant de moduler et 

restaurer l’expression et l’activité de la lactase. 
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Nutriments Part des apports journaliers apportée par les 

produits laitiers 

Calcium 72% 

Phosphore 32% 

Vitamine B2 26% 

Vitamine A 23% 

Vitamine B12 20% 

Protéines 19% 

Potassium 18% 

Zinc 16,5% 

Magnésium 15% 
 

 

 

Tableau 3. Part des apports journaliers en différents nutriments apportés pour les produits laitiers 

(d’après Wooten et al. 2004) 
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4.2 Article 1: PPARγ régule l’expression et l’activité de la lactase dans 

l’intestin 

 

 

 

4.2.1 Objectifs 

 
Notre analyse transcriptomique ayant identifié la lactase comme un nouveau gène cible de 

PPARγ. L’objectif de notre étude était donc : 

- de confirmer que les agonistes synthétiques de PPARγ étaient capables d’augmenter 

l’expression de l’ARNm et de la protéine lactase in vitro et in vivo 

- d’évaluer l’impact des agonistes naturels de PPARγ sur l’expression de la lactase in vitro et 

in vivo 

 
- de confirmer le caractère de PPARγ dépendant de l’effet des agonistes de PPARγ sur 

l’expression de la lactase 

- d’évaluer l’impact des agonistes de PPARγ sur les symptômes d’intolérance au lactose 
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4.2.2 Matériels et Méthodes 

 
Les modalités de culture des cellules Caco-2, de traitement par les différents agonistes 

synthétiques de PPARγ, et d’extraction de l’ADN ont été décrits ci-dessus. 

 

 

 
Stimulation cellulaire 

 
Comme précédemment décrit plus haut, les cellules ont été traitées avec du GED (1 mM et 30 

mM, Guliani, Italie), du 5-ASA (30 mM, Sigma), ou de la pioglitazone (1 µM, Sigma) mais 

aussi avec du CLA (1mM, Sigma), de la rosiglitazone (1mM, Sigma) et du Fenofibrate 

(Sigma). Pour ces expériences, les stimulations étaient réalisées en triplicatas. Afin d’évaluer 

l’influence de la durée de la stimulation, des stimulations par du GED 1mM durant 6 et 12h 

ont été effectuées. Afin de rechercher la dose minimale efficace et la dose permettant 

l’expression maximale, chaque stimulation a été effectuée pour chaque condition à différentes 

posologies : GED 0.1, 1 et 30mM, 5ASA 1, 30 et 100mM et pioglitazone 0.1, 1 et 10µM. 

Afin de mettre en évidence le caractère PPARγ dépendant de l’expression de la lactase, une 

stimulation comme décrite précédemment a été effectuée après traitement 1 heure par le 

GW9662 10µM, antagoniste irréversible de PPARγ . 

 

 

PCR quantitative 

 
L’expression des gènes a été évaluée par PCR quantitative (qPCR) afin de confirmer les 

résultats du microarray. La qPCR a été effectuée en utilisant un système ABI PRISM 7000 

(Applied Biosystem) à l'aide de Power SYBR ® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystem). Les paires d'amorces pour chaque transcription ont été identifiées grâce au 

logiciel qPrimer depot software (http://primerdepot.nci.nih.gov). La quantification des 

signaux qPCR était effectuée à l'aide d’une méthode de quantification relative en utilisant la 
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GAPDH comme gène de référence pour les extraits humains et la b-Actine pour les extraits de 

rongeurs. Les valeurs étaient représentées en terme de quantité relative de variation 

d’expression de l'ARNm (exprimée en ΔCt) ou de multiplication par rapport au témoin (Fold). 

 

 

Western blot 

 
6×106 cellules Caco-2 ont été traitées 24 h avec les différents agonistes de PPARγ, 5-ASA (30 

mM), Pio (1 mM), rosiglitazone (Rosi) (1 mM), GED (30 mM) et CLA (1 mM). La protéine 

totale était extraite dans du tampon RIPA contenant du Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 150 

mM, MgCl2 1.5 mM, 5 mM EDTA, 1% de Triton X-100 et 10% de glycérol, complétés par 

du fluorure de sodium 100 mM (NaF), orthovanadate de sodium 2 mM (Na3VO4), 

pyrophosphate de sodium 10 mM (NaPPi), phénylméthanesulfonyle 1 mM fluorure (PMSF), 

et un cocktail d’inhibiteur de la protéase (Complete Mini, sans EDTA, Roche). Pour chaque 

échantillon 50 ug de protéines étaient séparés par électrophorèse et transférés dans des 

membranes de nitrocellulose. Après deux lavages Tampon TBS-Tween contenant du Tris-HCl 

30 mM pH 8, NaCl 300 mM, et 0,1% de Tween-20, les membranes étaient fixées 2 h dans du 

lait 5% avec du TBS et 0,05% de Tween-20 et laissées 2 h à température ambiante avec des 

anticorps primaires anti-lactase (Novus Biological, monoclonal mice, clone 3C105.1, 1:200), 

PPARγ (Cell signaling, monoclonal rabbit, clone C6H12, 1:1000), et la b-actine (Sigma, 

monoclonal mice, clone AC-15, 1/5 000) diluées dans du lait 1% avec 0,05% de TBS-Tween. 

Les membranes étaient ensuite incubées avec un anticorps secondaire conjugué à la 

peroxydase de raifort [anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch) ; anti-mouse (Sigma)], à 

1:10,000 dans du lait 1% dans 0,05% de TBS-T pendant 1 h à température ambiante. 

L'immunodétection était réalisée grâce à un substrat chimiluminescent SuperSignal West Pico 

(Thermo Scientific Pierce, Erembodegem) selon le protocole du fabricant. Les signaux 

chimiluminescent étaient capturés par une caméra CCD, et la densité optique des bandes était 

déterminée en utilisant un densitomètre assisté par ordinateur et le logiciel public ImageJ (W. 

S., Rasband, ImageJ, US National Institutes of Health, Bethesda, MD; 
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http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2011). Les niveaux de protéines pour chaque échantillon 

étaient exprimés en unités de densité optique (DO) / quantité de protéines totales.  Les 

résultats étaient exprimés par rapport aux groupes témoins. 

 

 

Immunofluorescence 

 
Après 24 h de stimulation par du GED 1 mM, de la Pio 1 mM, de la Rosi 1 mM, ou du CLA 1 

mM, les cellules Caco-2 étaient fixées dans du paraformaldehyde à 4% 10 min, 

perméabilisées dans du PBS 0,1% Triton X-100 pendant 15 min à température ambiante, puis 

incubées avec du tampon de blocage [3% de sérum albumine bovine (BSA) dans du PBS]. 

Une incubation avec un anticorps lactase primaire (Atlas Antibodies, HPA007408; dilution 

1:200) était réalisée pendant une nuit à 4 ° C puis une incubation avec anticorps secondaire 

(Invitrogen, anti-rabbit Alexa 488; dilution 1: 100) était réalisée 1 h à température ambiante. 

Les noyaux étaient colorés avec une solution de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 0.125 

mg/ml). Les cellules étaient visualisées sous un microscope à fluorescence (Leica, Bensheim, 

Allemagne). Les expressions de PPARγ et de lactase étaient aussi évaluées dans des coupes 

histologiques de biopsies duodénales humaines (collection biologique locale approuvée par le 

comité d’éthique local (No DC-2008-642)). Les échantillons de tissus étaient fixés dans une 

solution de paraformaldehyde, puis déshydratés, et incorporés dans de la paraffine. Les 

coupes de 4 um d'épaisseur était traitées 10 min avec une solution bloquant les peroxydases 

endogènes (GeneTex) et 15 min avec une solution de blocage streptavidine/biotine (Vector 

Labs). Les coupes étaient ensuite incubées 10 min dans du TBS avec 0,1% de Triton X-100, à 

4°C et bloquées 10 min à température ambiante avec du sérum de veau à 5% dans du TBS 

avec Tween- 20 0.05% puis 10 min à température ambiante avec BSA 3% dans du lait 5%. 

Les coupes étaient ensuite incubées une nuit à 4°C avec des anticorps primaires anti-lactase 

ou anti-PPARγ (Novus Biological) aux dilutions de respectivement 1:100 et 1:50. Après deux 

lavages dans du Tween 0.05% dans du TBS, les coupes ont été incubées 1 h à température 

ambiante avec un anticorps secondaire dilué à 1:1000 (Jackson Immuno Research) et 30 min à 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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température ambiante avec de la Streptavidine-HRP diluée à 1:2000. Les protéines étudiées 

étaient détectées comme des précipités bruns visualisés après une courte incubation (3-5 min) 

avec 3,30-Diaminobenzidine (DAB) (Dako LSAB Corporation). 

 

 

Évaluation de l'activité lactase 

 
L’activité lactase des cellules Caco2 a été évaluée en utilisant une méthode dérivée de celle de 

Dahlquist (Glucose Assay Kit, Gago2, Sigma). Ce dosage en lactase est basé sur la quantité 

de glucose produite par l'action de la lactase après incubation d’une monocouche de cellules 

Caco2 avec une solution tampon de lactose (0.056mol/L de lactose dans un tampon 

0.1mol/Na-maleate). Le surnageant était ensuite dilué avec le réactif glucose oxydase à 37°c 

dans une plaque à 96 puits. Après 60 minutes, la réaction était arrêtée avec de l’acide 

sulfurique. La plaque était alors lue par spectrophotométrie à 540 nm. Lorsque l'activité de la 

lactase était déterminée à partir d’échantillons d'intestin, ils étaient d'abord homogénéisés sur 

de la glace pilée dans du NaCl à 0,9%. Ces homogénats étaient ensuite dilués dans du NaCl à 

0,9% (1/500), et 50 ul de cette dilution étaient incubés avec du tampon lactose pour 

déterminer l'activité de la lactase. 

 

 

Génération des cellules Sh PPARγ « PPARγ knock down » 

 
Les cellules épithéliales PPARg « knock-down » (ShPPARg) sont une lignée cellulaire 

disponible au laboratoire (Bouguen et al. 2015). Elles expriment de façon stable un ARN anti- 

sens contre PPARγ conduisant une diminution spécifique et significative de l’expression de 

PPARγ. Le déficit d’expression de PPARγ était confirmé par qPCR et western-blot en 

comparaison à la lignée contrôle ShLuc. 
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Gène rapporteur 

 
Le fragment correspondant aux premières 321 paires de bases (pb) en amont du site 

d'initiation de la transcription du gène de la lactase humaine était obtenu par PCR à partir 

d'ADN génomique de cellules Caco-2 en utilisant les oligonucléotides "Hs-Prom-0.3Kb sens" 

et "Hs-Prom-0.3Kb anti-sens". Les produits de PCR étaient ensuite clonés dans un vecteur 

TOPO pCR4 (TOPO TA cloning, Invitrogen) puis séquencés afin de rechercher la présence 

éventuelle d’erreur de Taq Polymerase. Un fragment sans mutation était cloné dans un  

vecteur pGL4.10 [Luc2] (Promega). Cette construction et le témoin vectoriel vide étaient 

ensuite transfectés dans des cellules Caco-2 en utilisant la technologie NucleofectorTM 

(Solution SE, programme DS 123). Les cellules transfectées étaient ensuite traitées par un 

agoniste de PPARγ pendant 24 heures. L’activité Luciferase était mesurée en utilisant le kit 

Promega et un compteur multilac Wallac Victor2TM 1420 (Perkin Elmer). 

 

 
Mutagenèse dirigée 

 
Les constructions "pGL4LucPromLCT MUT" et "pGL4Luc-PromLCT DEL " étaient crées en 

utilisant le kit QuickChange Site-directed Mutagenese (Stratagene) selon les instructions du 

fabricant, en utilisant le vecteur "pGL4LucPromLCT" comme modèle et les oligonucleotides 

"0.3 kb Mut Fwd"/"0.3 kb Mut Rev" pour la synthèse du "pGL4LucPromLCT MUT" et les 

oligonucleotides "0.3 kb Del Fwd"/"0.3 kb Del Rev" pour la synthèse de "pGL4LucPromLCT 

DEL". Après la vérification des séquences, les clones positifs étaient utilisés en transfection. 

 

 

Immunoprécipitation à la chromatine (ChIP) 

 
La liaison physique de PPARγ sur le promoteur du gène de la lactase a été étudiée par des 

expériences de ChIP dans les cellules Caco-2 stimulées pendant 24 heures avec le GED 1mM. 

Les cellules Caco2 ont été platées à une densité de 5 millions de cellules par boite (de 10 cm 
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diamètre). Ces cellules ont été synchronisées par ajout d’un milieu sans sérum pendant 16h 

puis stimulées 24h selon le protocole décrit ci-dessus. Les cellules ont ensuite été rincées au 

PBS puis les complexes ADN-Protéines ont été fixés par ajout de PAF 1% 30 minutes à 

température ambiante. Cette fixation a été stoppée grâce à l’ajout de glycine 0.125M 5 min à 

température ambiante. Après cette étape, le travail a été effectué à 4°C (sur glace). La lyse 

cellulaire a été réalisée par décollement avec du PBS avec inhibiteurs de protéases (SIGMA). 

Le culot cellulaire obtenu par centrifugation a été repris dans un tampon SDS (1% SDS, 

10mM EDTA, 50mM Tris-HCl pH8, inhibiteurs de protéases) et soniqué, à l’aide d’un 

sonicateur (Diagenode, Bioruptor UCD200TM-EX) afin d’obtenir des fragments de 

chromatine de 100pb à 1kb. L’input a été prélevé à ce moment (contrôle qui représente la 

chromatine totale de l’échantillon et qui sert ensuite à calculer le pourcentage de chromatine 

immunoprécipitée). Il a été réalisé ensuite une immunoprécipitation des complexes avec 

l’anticorps spécifique anti-PPARγ (PPARγ, mouse monoclonal IgG2a, clone K8713, RD 

systems ; PPAR mouse monoclonal antibody, clone 3B6, Thermo Fisher Scientific) par 

incubation une nuit à 4°c. Une étape de « préclearing » a été réalisée afin d’éliminer les 

complexes « billes de sepharoses-chromatine non spécifiques ». Le lendemain, 4 lavages ont 

été effectués afin de détacher les complexes non-spécifiques. L’ADN co-immunoprécipité a 

ensuite été extrait grâce au tampon d’extraction (0.1M NaHCO3, 1% SDS). Le dépontage des 

complexes ADN-Protéines est enfin réalisé par incubation toute la nuit à 65°C. L’ADN est 

alors purifié grâce au kit PCR Clean-up (Macherey-Nagel) et analysé par PCR. 

 

 

Expérimentation animale 

 
Les expérimentations animales étaient réalisées à l’animalerie de l'Institut Pasteur Lille 

accrédité pour les expérimentations animales (Institut Pasteur de Lille, France; 35009) 

conformément aux directives gouvernementales (no 2010/63 / UE; Décret 2013-118). Ces 

expérimentations étaient validées par le comité d'éthique animale (protocole 05273.01). Des 

souris males C57BL/6 et des rats Sprague Dawley ont été obtenus auprès de Janvier Labs 
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(France). Afin d'évaluer l'effet du GED et du CLA sur l'expression et l’activité de la lactase, 

les souris C57BL/6 sevrées (âgées de 8 semaines) et les rats Sprague Dawley sevrés (âgés de 

plus de 2 mois) étaient randomisés en deux groupes recevant un gavage intra-gastrique 

quotidien de 30 mg/kg de GED, 200 mg/kg de CLA, ou du placebo (CMC 0.5%, Tween-80 

1%). Après 7 jours de traitement, les animaux étaient euthanasiés et le tube digestif était 

extrait par laparotomie médiane. Des sections de 0,5 cm d’intestin proximal était extraites et 

congelées. L'expression de l'ARNm de lactase et l'activité de la lactase étaient évaluées 

comme décrit ci-dessus. L'effet du GED sur les symptômes associés à l'intolérance au lactose 

était évalué chez des rats sevrés nourris avec un régime enrichi en lactose fourni par Ssniff 

Spezialdiaten GmbH (Soest, Allemagne). Les animaux étaient surveillés quotidiennement, 

pesés et la consistance des selles était évaluée à grâce à une échelle de Bristol modifiée 

(Heaton et al. 1992). Des échantillons des différents segments de tube digestif de 5 souris KO 

PPARgΔIEC et de 5 souris témoins nous ont été fournis gracieusement par le Pr Metzger  

Daniel (Institut de génétique, de biologie moléculaire et cellulaire, Strasbourg). Ces souris 

présentent une abolition de l’expression de PPARγ spécifiquement dans les cellules 

épithéliales. Cette abolition de l’expression de PPARγ a été induite à l’instant souhaité par 

exposition au tamoxifène. 

 

 

Quantification SCFA 

 
Les acides gras à chaîne courte ont été extraits et quantifiés comme décrit dans Alexandre et 

al. (2013). 

 

 

Génotypage 

 
Le génotypage des polymorphismes C/T-13910 et G/A-22018 du gène de lactase dans cellules 

Caco-2 ont été déterminées comme décrit dans Matthews et al (2005). 
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Analyse statistique 

 
Les données sont présentées en moyenne, avec l’erreur type de la moyenne (SEM) ou écart 

type (SD). Tous les graphiques ont été tracés et analysés avec le logiciel GraphPad Prism 5 

(San Diego, CA, USA) en utilisant un test non paramétrique Mann-Whitney. Les tests 

statistiques ont été validés avec le soutien d'un statisticien. Les valeurs de p <0,05 ont été 

considérées comme statistiquement significatives. Les valeurs P exactes étaient indiquées 

(sauf lorsque P <0,0001). 
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4.2.3 Résultats 

 

 

 
L'expression de l’ARNm, de la protéine et de l'activité de la lactase est induite par les 

agonistes de PPARγ dans les cellules Caco-2 

Les résultats du microarray ont été confirmés par qRT-PCR. Une surexpression significative 

de la lactase était observée dans les conditions GED 1mM (fold change 5,76 +/- 0,89), Pio 

1mM (fold change 14,77 +/- 1,37), et 5-ASA 30 mM (fold change 9,57 +/- 1,96) (figure 10A). 

Afin de confirmer ces résultats, nous avons également étudié deux autres agonistes du 

PPARγ: la rosiglitazone (Rosi, 1 uM), autre ligand de la classe de médicaments TZD, et le 

CLA à 1 mM, un agoniste naturel de PPARγ. Les deux ont significativement augmenté 

l'expression de l'ARNm de la lactase (Rosi, fold change 12,08 +/- 2,00 ; CLA, 4,03 +/- 0,27) 

(Figure 10A). L'étude de dose a montré que l’induction de l'ARNm de la lactase était optimale 

avec GED 1mM, la Pio 1 mM, le CLA 1mM, et la Rosi 10 uM dans des cellules Caco-2. 

L'immunohistochimie et l'analyse en Western blot ont montré que l’expression de la protéine 

lactase étaient aussi induite dans le cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de 

PPARγ (GED, Pio, Rosi et CLA ; Figure 10B et C). 

L’étape suivante était de confirmer que ces agonistes étaient capables d’augmenter l’activité 

de l’enzyme lactase dans ces mêmes cellules. Pour cela, nous avons utilisé la méthode de 

Dahlquist grâce à laquelle nous étions capables d’évaluer le taux de glucose produit dans le 

surnageant de culture d'une monocouche de cellules Caco-2 après incubation avec du lactose 

(Dahlqvist. 1968). Le GED 1mM, Pio 1mM, Rosi 1mM et CLA 1mM augmentaient 

significativement l’activité lactase par rapport aux cellules non traitées (fold change 2 à 9) 

(Figure 10D), sans modification du glucose l'absorption des cellules Caco-2. Cet effet des 

agonistes de PPARγ sur l’expression de la lactase n'a pas été observé pour les autres 

disaccharidases exprimées par des cellules Caco-2 telles que la sucrase-isomaltase (SIM) et la 
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maltase-glucoamylase (MGAM). 

 
De façon intéressante, les cellules Caco-2 se sont révélées présenter un génotype C/C-13910 

et G/G-22018, suggérant que les agonistes PPARγ sont capables d’induire l'expression de la 

lactase dans les génotypes lactase non-persistants (Enattah et al, 2002 ; Troelsen, 2005). 
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Figure 10. Les agonistes de PPARγ augmentent l'expression et l'activité de la lactase 

dans des cellules Caco-2. 

A. Analyse par PCR quantitative (qPCR) de l'expression du gène lactase (LCT) dans des 

cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de PPARγ. 

B. Evaluation de l’expression de la protéine lactase (vert) par immunofluorescence des 

cellules Caco-2 stimulées par les différents agonistes de PPARγ. Les noyaux sont colorés 

avec du DAPI (bleu). 

C. Evaluation de l’expression de la protéine lactase par Western Blot dans des cellules Caco-2 

stimulées par les différents agonistes de PPARγ 

D. Evaluation de l'activité lactase dans des cellules Caco-2 stimulées par les différents 

agonistes de PPARγ selon la méthode de Dalhlquist. 
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PPARγ est un régulateur transcriptionnel du gène lactase 

 
Nous nous sommes ensuite attachés à étudier la présence de PPRE dans le promoteur du gène 

lactase. L’analyse in silico des 3000 pb en amont du site de d’initiation de la transcription du 

gène humain lactase a révélé la présence de plusieurs PPRE potentiels, DR1 et DR2, par 

lesquels PPARγ pourrait réguler l’expression de la LCT (Figure 11A). L’analyse de ces PPRE 

en immunoprécipitation à la chromatine a révélé qu'un DR2 situé entre -223 et -210 pb en 

amont du site d’initiation de la transcription pouvait être lié à PPARγ au sein du promoteur 

lactase dans des cellules Caco-2 stimulées pendant 24 h par du GED 1mM. L'analyse en PCR 

quantitative a montré que la quantité de PPARγ lié à ce PPRE doublait après stimulation par 

du GED 1mM (Figure 11A). Un fragment génomique contenant ce DR2 a ensuite été cloné en 

amont du gène de la luciférase dans un vecteur pGL4 (construction pGL4Luc-promLCT). 

Dans ces cellules transfectées, l'activité luciferase était significativement augmentée après 

stimulation par du GED 1mM (Figure 11B). 

Afin de poursuive l’étude de cet élément de réponse, nous avons ensuite modifié sa séquence 

par mutagenèse dirigée dans la construction pGL4LucpromLCT. Nous avons créé deux 

nouveaux plasmides rapporteurs: dans le premier, la séquence "AGG" dans le DR2 a été 

mutée en "TTT" (construction pGL4Luc-promLCT MUT), dans la seconde, la séquence 

"AGG" était entièrement supprimée (construction pGL4Luc-promLCT DEL) (Figure 11B). 

Bien que ces deux constructions étaient encore sensibles au GED, l'induction de l’activité 

luciférase était significativement plus faible par rapport à la construction non-mutée 

pGL4Luc-promLCT (Figure 11B), confirmant le rôle fonctionnel de l’élément de réponse 

DR2 dans le promoteur du gène lactase. 

 

 

L’expression de la lactase est dépendante de PPARγ 

 
Pour confirmer davantage le rôle et la spécificité de PPARγ dans la contrôle de l'expression 

du gène LCT, nous avons construit une lignée Caco-2 ShPPARγ exprimant de manière stable 
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un ARN anti-sens en épingle contre PPARγ, régulant négativement son expression (Bouguen 

et al. 2015). Dans ces cellules, l’expression en ARN et l'activité de la lactase étaient 

significativement réduites comparativement aux cellules témoins Caco-2 ShLuc (Figure 11C). 

De même, l'induction de l’activité lactase par le GED et le CLA était fortement réduite dans 

cette même lignée (Figure 11C). L'induction de l'expression de la lactase par le GED était 

également significativement réduite par le GW9662, un antagoniste spécifique de PPARγ 

(Figure 11D). 

L'expression du gène lactase était significativement diminuée dans la partie proximale de 

l'intestin grêle des souris présentant une délétion spécifique de PPARγ dans les cellules 

épithéliales intestinales (souris PPARγΔIEC; Figure 11E) par rapport aux animaux témoins.  

Les expressions des gènes PPARγ et lactase étaient significativement corrélées dans le 

duodénum et jéjunum de rats Sprague-Dawley de type sauvage (Figure 12). Nous avons aussi 

observé que PPARγ et la lactase étaient co-exprimés dans les entérocytes du duodénum 

humain (Figure 13). 

Le fénofibrate, un agoniste spécifique du PPARα, était incapable de moduler l'activité LCT et 

la transcription du gène lactase dans Cellules Caco-2 (figure 11F) confirmant le caractère 

PPARγ spécifique de l’expression de la lactase. De plus, les analyses en ChIP utilisant un 

anticorps PPARα n'ont pas entraîné la détection du fragment 8a-8b (Figure 11A). Nous avons 

également observé que l'expression de PPARα n’était pas modifiée dans la lignée cellulaire 

ShPPARγ ou dans l'intestin grêle des souris PPARγΔIEC (Figure 12G). Finalement, afin 

d’éliminer définitivement l'implication éventuelle de PPARα dans la modulation de 

l'expression du gène LCT, nous avons évalué l'induction de l'ARNm de lactase dans des 

cellules Caco-2 traitées avec GW6471, un inhibiteur PPARα spécifique (Figure 11H). Aucune 

différence des niveaux d'ARNm LCT , n’était observée dans les cellules Caco-2 stimulées par 

le GED, le CLA, la Pio ou la Rosi après un prétraitement par du GW6471 et les cellules 

témoins (figure 11H). 
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Figure 11. L’expression de la lactase est dépendante de PPARγ 

 
A. Test d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Sur la partie supérieure de la figure 

est représenté le PPRE mis en évidence par l’analyse in Silico. 

B. Activité luciférase dans des cellules Caco-2 transfectées avec le pGL4Luc-PromLCT, 
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pGL4Luc-PromLCT MUT et le pGL4Luc-PromLCT DEL. Les cellules transfectées avec la 

construction pGL4Luc vide était utilisées comme témoin. 

C. Expression du gène lactase et de son l'activité dans les cellules Caco-2 knock-out PPARγ 

(ShPPAR) par rapport aux cellules témoins (ShLuc). 

D. Effet du GW9662 sur l'induction de l’expression du gène lactase (mARN) dans les Caco-2 

stimulées par du GED. 

E. Expression de l'ARNm lactase dans l'intestin grêle proximal de souris PPARγΔIEC. 

 
F. Expression de l'ARNm lactase et activité de l’enzyme lactase dans les cellules Caco-2 

stimulées avec le fénofibrate. 

G. Expression de l’ARNm de PPARγ dans l'intestin grêle de souris PPARγΔIEC et dans des 

cellules Caco-2 ShPPARc/ShLuc. 

H. Effet du GW6471 sur l'induction de l’expression du gène lactase dans les Caco-2 par le 

GED, le CLA, la Pioglitazone et la Rosiglitazone. 
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Figure 12. A. Evaluation de l’expression de l’ARNm de la lactase et de PPARγ dans 

l’intestin grêle de rongeurs sevrés et non sevrés. B et C. Corrélation entre l’expression 

de l’ARNm Lactase et PPARγ chez les rongeurs. 



66  

 
 

 

Figure 13. Expression des protéine lactase et PPARγ dans les entérocytes des 

duodénums humains par immunohistochimie. 
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PPARγ contrôle l’expression de la lactase chez les rongeurs 

 
Pour explorer davantage in vivo la relation entre PPARγ et la lactase, nous avons évalué 

l’impact des agonistes de PPARγ sur de l'expression du gène lactase chez les rongeurs. Ainsi, 

30 mg/kg de GED ou 200 mg/kg de CLA étaient administrés quotidiennement par gavage 

pendant 7 jours à des Souris C57BL/6 ou à des rats Sprague Dawley sevrés. L’expression en 

ARNm et l’activité LCT étaient évaluées dans la partie proximale de l'intestin grêle. Les deux 

agonistes de PPARγ augmentaient significativement l'expression de la LCT et son activité in 

vivo (Figures 13A et B). 

 

 

Les agonistes de PPARγ améliorent les symptômes de l’intolérance au lactose chez le 

rongeur 

Nous avons ensuite voulu évaluer l’impact de ces agonistes sur les symptômes d’intolérance 

au lactose. À cette fin, nous avons d’abord dû mettre en place un modèle d’intolérance au 

lactose. Des rats sevrés, naturellement lactase non persistants (Figure 13A), étaient nourris 

avec une alimentation enrichie en lactose (15% ou 60% de la ration totale). En comparaison 

aux animaux témoins, qui avaient reçu un régime iso-calorique sans lactose, les rats du groupe 

lactose présentaient une perte de poids et une diarrhée. Une augmentation significative du 

poids et de la taille du caecum était aussi observée (Figure 3C-E), reflétant une augmentation 

de l'activité de fermentation du lactose non digéré comme en témoigne l'augmentation 

marquée de la concentration d’acides gras à chaîne courte (SCFA) dans le caecum (Figure 

3F). 

Nous avons ensuite évalué l’impact des agonistes de PPARγ dans notre modèle. La 

consistance des selles et le poids du caecum ont été rapidement et significativement améliorés 

après gavage par du GED (40 et 20% d'amélioration moyenne, respectivement, Figure 3D et 
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E). Le GED diminuait aussi significativement la concentration caecale en AGCC induite par 

le régime lactose (Figure 3F). 

Ces résultats suggèrent donc que les agonistes de PPARγ pourraient améliorer les symptômes 

d’intolérance au lactose qui associent habituellement diarrhées, douleurs abdominales, et 

météorisme abdominal après l'ingestion de lactose chez l'homme. 
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Figure 12. PPARγ contrôle l’expression de la lactase chez les rongeurs 

 
A - B. L'expression du gène lactase (qPCR) et de l'activité lactase évaluées dans l'intestin 

grêle proximal de souris C57BL/6 (A) et de rats Sprague-Dawley (B) sevrés traités avec du 

GED par voie orale (30 mg/kg) pendant 7 jours. Les résultats représentent la somme de trois 

expériences indépendantes. 

C. Les scores de consistance des selles (selon l’échelle de Bristol modifiée) au cours du temps 
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chez les rats sevrés nourris avec des régimes enrichis en lactose à 10% et 60%. 

 
D. Score de consistance des selles (selon l’échelle de Bristol modifiée) chez les rats avec et 

sans régime enrichi en lactose traités ou non avec du GED par voie orale à 30 mg/Kg. Les 

résultats représentent la somme de deux expériences indépendantes (n = 20 pour chaque 

groupe). 

E. La dilatation de caecum induite par le régime riche lactose était amélioré par le GED oral. 

Les photographies montrent des images représentatives de la morphologie du caecum dans les 

divers groupes (n = 10 pour chaque groupe). 

F. Concentration totale d'acides gras à courtes chaines (mmol/l) dans le contenu caecal (n = 10 

pour chaque groupe). 
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4.2.4 Conclusion 

 

 

 
1. Les agonistes synthétiques et naturels de PPARγ sont capables d’induire l’expression de 

l'ARNm LCT, de la protéine lactase et d’augmenter son activité dans les cellules Caco-2, 

malgré leur génotype « lactase non-persistant ». 

2. L’induction de l’expression du gène de la lactase par les agonistes de PPARγ in vitro et in 

vivo est PPARγ-dépendante. Le gène Lactase est identifié ici pour la première fois comme un 

gène cible de PPARγ. 

3. PPARγ est identifié ici pour la première fois comme un gène contrôlant l’homéostasie du 

glucose dans l’intestin. 

4. Nous décrivons pour la première fois un mécanisme pharmacologique capable de moduler 

l'expression du gène Lactase. Les agonistes de PPARγ synthétiques ou naturels pourraient 

améliorer les symptômes de l’intolérance en lactose en diminuant la malabsorption du lactose. 
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Abstract Intr oduct ion 

 
Lactas.e (LCl) deficiency affects approximately  75%  of the w orld's Peroxisomeproliferato-r activated  reœptor gamma  is  a  member of 

aduit populat ion and may lead to I actos.e ma Jabsorp ti on and in to i • t he  nuclear  reœp1or superfamily of pli n-d activa1ed transcriplional 

erance. Currently, the regulat ion of LCT gene expres:sion remaJns 

poorly  known. Peroxisome  pro li ferat or  act ivator   receptory  (PPARy) 

i s a key p layer in carbohydrate metaboUsm. Whil e the i ntestine is 

es:S-ent ia l for carbohydrate digestion and absorption, the role of 

PPAR1  in enterocyte metabolic functions has  been poorly invest i• 

gated. This study aJms at characte rizing PPAR,y target genes 

involved in intestinal meta bolic functions. ln microarray analysis, 

the LCT gene was the most upregu lat ed by PPARy agon i sts in 

caco • 2  cen s.   we   conflrmed  that  PPAR1   agon i sts   V\llere  ab l e   to   

i ncr ease the expr es:si on and act iv i ty of LCT both in uitro and in uiuo 

in the proximal smau bowel of rodents. The functional respons.e 

element activat ed by PPAR1 was i dent i fied in the promoter of the 

human LCT gene. PPARy m odu lat i on was ab l e to improv e symp • 

toms induced by lactose--enri ched d i et i n V\lleaned rats . Our resu lts 

demonstrate that PPARy regu lates LCT expressi on. and suggest that 

modulating intestinal PPARy  act iv i ty  m i gt'lt constitute a new­ 

therapeutic strategy for lact osemaJabs.orpt: i on . 
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factors  and  a  mas1. er gene for the  control of glucose  homeostasis 

and lipid metabolism (Ton1onoz & Spiegelman. 2008). To date. most 

studies have evalua1ed lhe rote of PPARy in major metabolic orpns 

such as Uver . ad ip ocytes. pancreas. or skeletal  muscles  (Ahmadian 

er al , 2013), leading 10 targe, PPARy for the treatment  or  type  2 

diabetes wilh the development  of t he  1hiazolidinediooe  (T2D)  class 

or drugs (Lehmann er al , 1995). Beside ad ipocytes, the olher major 

tissue e".'pressing PPARy is 1he intestine (Fajaser al . 1997). Cenomic 

profiling or intestinal epilhelia l œ lls (IEC) st imulated wilh PPARy 

agonis 1s. as well as functional studies in mi œ. staned 10 reveal lhe 

roles  played  by  this  reœptor  in  the  gut  (Bertin  er al ,   2013). 

HoM ver. its precise functions wilhin t he intestine are poorly 

known and most of ils targct genes . no1ably in ŒC. remain to be 

characteri:7.Cd. 

The a im of lhis study was lherefore 10 iden1ify PPARy 1arge t 

genes involved in (F.C metabolic fonctions and homeostasis.  OJr 

resuhs iden1ified  lhe  geoe  encoding  lactase  (LCT)  enzyme  as  a 

new gene regulated by PPARy in IEC. Our d.!ta demo nstrated lhat 

bolh  syn1he1ic  and  natural  PPARy  agonists  are  able   to   increase 

the expression and ac1ivily of LCT in  vitro  and  in  11ioo.  The 

PPARy ligand-clependent improvement of symptoms indu ced by a 

lactose-enriched diet in rodent funher suppons 1he imponant  rote 

played by lhe activation of PPARy in lactose metabolism. 
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Result s and Discussion 
 

Lact.ase mRNA,. prott ln , and activlty are lnd u ced by PPARy 

agonistsln Caco•2 cells 

 
Gene e."'pression pro files of lhe cac-o 2 intestinal epilhelial cell line 

stimulated by PPARy agonis1s were first ass.ess.ed by microarray 

analysis. \Ve us.ed lhree differen t PPARy agonist: lhe weU-character• 

iz.ed pioglitazone (Pio; 1 µM) belonging to tbe TZD drug cla'-' 

(Momose er al , 1991), 5•amino salicylic add (5·ASA, 30 mM) 

(Rousseaux er al. 2005). and a new PPARy modulator M developed 

and  named  GED-0507·34-Levo(GED;  1  and  30  mM)  (Pirat er al , 

2012; Mastrofranœscoer al , 2014). Among the 44, 000 genes tested, 

M  observed 1hat lhe  LCT gene was lhe most upregulated  gene in 

œlls treated with Pio and GED. The LCT gene was significantly 

5.23-fold  (±  0.55;  P < 0.05)  upregulated  by  I  mM  GED,  8.23-fold 

(±  1.7;   P < 0.05)   upregulated   by   30 mM   GED  and   17.9, 3 fold 

(± 5.1; P < 0.05) upregulated for Pio compared to unstimulated 

cells. S·ASA also upregulated LCT mRNA e". 'pression 10 the same 

extend  (8.76-fold  ± 2.06, P < 0.05)  (GEO Series  accession number 

GSE68852; hnp:// www.ncbi.nlm.nih.gov/ geo/ query/ acc.cgi?acc• 

GSE68852). These resullS were confirmed in independent experi• 

menlS by evaluating LCT gene expression by quantitative RT-PCR 

(qRT-PCR). Significant LCT overe.,pression was induœd by I mM 

GED   (5.76 ±  0.8, 9 fold    change),    1 µM   Pio   (14.77 ±  1.37-fold 

change), and 30 mM 5•ASA ( 9.57 ± 1. 96-fold change) ( Fig IA). ln 

order to strengthen 1hese resullS, we also evaluated  lhe abilily of 

rwo olher PPARy agon islS 10 incre ase LCT e". 'pression: rosigl.i ta20ne 

(Rosi, 1 µM), ano tber TZD drug class ligand, and the trans•I0, d s• 

12•conjugated linoleic acid  (CLA,  1 mM) isomer ,  a natural PPARy 

modulator. Both of lhem significantly increased LCT mRNA e". 'pres• 

sion (Rosi, 12.œ ± 2.00-!old change; CLA 4.03 ± 0.27-!old change) 

(l'ig IA). Dose-response evaluation showed that LCT mRNA upreg • 

ulation was optimal with I mM GED,  1 µM Pio,  1 mM CLA, and 

10 µM Rosi in Caco•2 œ lls ( Fig EV!). ln addition, immunostaining 

and Western blot analysis  demonstrated  induction  of LCT pro te in 

e". 'pression levels in cac-o 2 cells stimulated by CFD. Pio. Rosi. and 

CLA (l' ig 1B and C). We then evaluated the potential induction or 

LCT ac tivil y in Caco·2 œ lls by PPARy agonists by measuring the 

rate of glucose production in culture supematant resulting from lhe 

action of LCT afier incubation of a monolayer of Caco•2 cells wi1h 

lactose (Dablqvist, 1968).Stimulation or Caco•2 œ lls  by  I  mM GED, 

1 µM Pio, 1 µM Rosi, and I mM CLA signifi cantly increased LCT 

ac1ivity compared to untreated cells (from more 1han rwofold and 

up to  more1han ninefold) (Fig  10 ).  wi1hout modification of glucose 

uptake or ca c, o 2 œlls (AppendL, Fig SI).This PPARy errect on LCT 

gene induction was not e."t'ended to other disaccharidases e."'pressed 

by Caco•2 cells such as sucras.e-iso maltase (SlM) and maltase• 

glucoamylase (MGAM) (l'ig EV2). 

Severa! elements of lhe genetic control of LCT gene e."'pression 

have been elud dated (Troelsen, 2005; Curry, 2013). Among  the 

single nucleotide  polymo rphisms characterized  in t he human LCT 

gene .   two  major   polymorphisms.   Cfî u910  and   C/lv.m1s.   were 

linked  to   hypolactasia   (LCT  gene  expression   deficiency) wi1h 

homozygous CCu910 and CCuo1s genorypes associated wi1h lhe 

lactase no-n persistent pheootype (Enanah er al. 2002; Swallow. 

2003; Troelsen,  2005). Tbe  runctional link  between tbe C(-13910) 

allele and epigenetic changes 1hat lead to lactase  no-n  persistence 

has been recently establisbed (Labrie er al , 2016). lnterestingly, 

ca c-o 2 cells were round to be CCu910 and CC2m1s  ( Fig EV3). 

sugges ting lhat PPARy agon islS may be able to control LCT e". 'pres• 

sion in lactase no-n persistent genorypes. 

Altoge1her. lhese data demonstrate lhat PPARy agonists are able 

to induce LCT mRNA and ac1ivity in Caco-2 cells which poss.ess lhe 

hypo lactasi-a associated geootype. 

 
PPARy is a tr anscriptfona l regu lu or of the LCT gene 

 
These resulls led us to investi.gate t he presence of PPAR response 

element (PPRE) sequences in 1he LCTgene promoter. ln siliœ anal• 

ysis of lhe 3,000 base pairs upstream from t he  transcription  start 

site of t he human LCT gene revealed the presence of several poten• 

tial PPRE, DR!, and DR2, by which PPARy may reg ulate LCT gene 

expression (Fig 2A and AppendL"' Fig S2). Chromatin immunopre­ 

cipitation analysis of lhese putative PPRE revealed notably 1hat a 

DR2 loeated between -223 bases pairs  (bp)  and -210 bpupstream 

of t he transcription start site was bound by PPARy wilhin the LCT 

gene promoter in Caco•2 cells stimulated for 24 h by 1 mM CED. 

Quantitative PCR a nalysis showed a 2•fold increase of t he amo unt 

or PPARy bound to this PPRE al ter I mM GED stimulation 

compared to unstimulated cells (Fig 2A). A geoomic fragment 

containing1his DR2 was cloned ups.tream to lhe luciferase gene into 

a pClA vector ( pClALuc•promLCT cons truct) and tested in a 

reponer gene assay in ca c-o 2 cells. ln 1hese transfectedcells. luci,. 

ferase activity was significantly increased afier CFD stimulation 

compared to untreated cells (Fig 28). Similar resul1s Mre obtained 

with pioglita2.0ne (Appendix Fig S3). ln order to confinn the 

involvement of t he DR2 as a functional response element. we modi• 

fied t he s.equence of lhe response element by site-d:i rected mutagen• 

esis in 1he pClALuc..promLCT reporter construct. \Ve created rwo 

 
Figure L PPARy agonlsts sped ftcally lnduœ LCT expression and actl\llty ln Caco-2cells. 

A Qua ntit.ative PCR (qPCR) an a lysis o f LCT gene expression in st imulated Caco-2 c.ells. Ce lls were sti mulated for 24 h with eac:h ago nist. Results represent the   

b ld change o f  LCT gene e xpression ncrmaliled  to  fAPOH  lew l  The ex pression  level  measured  in cont.rol c.ells  was  used as  reference and de fined  as L 

B lmmunoflucresœ ncest.ain ingd Caco-2 c.ells for LCT prote in (gree n). Ce llswe re stimula ted fo r 24 h with eac h a nist. Nuclei a re st.ain ed w ith O\ PI l,bl ue). Non­ 

relevant lgG w as u sed as co ntrd r 1gGco nt.rori Scale b,ar 100 µm.Magnificatio n XlO. 

C Weste rn blot a nalysiso f LCT pr o tein expression froms ti mulated Caco-2ce lls Oensitometric a nalysisw as used toquantify LCT p rote in. 
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5. LES EFFETS ANTI-NEOPLASIQUES DU 5ASA 

DANS L’INTESTIN SONT MEDIES PAR PPARγ 

 

 

 

5.1 Introduction 
 

Le cancer colorectal (CCR) est une complication fréquente et grave des maladies 

inflammatoires chroniques intestinales. Les patients atteints de MICI présente une 

augmentation du risque de CCR de 2.5 en comparaison à la population générale, et environ 

1.5% de ces patients développent un CCR après 10 ans d’évolution (Fumery et al. 2017). Ce 

risque augmente avec l’extension de la maladie, sa durée d’évolution ou encore en cas 

d’association à une cholangite sclérosante primitive. 

A la différence du CCR sporadique qui se développe à partir d’un adénome, le CCR associé 

au MICI se développe selon une séquence inflammation-dysplasie-cancer. 

Deux stratégies de prévention de CRC sont actuellement réalisées : 

 
(1) la surveillance endoscopique avec chromo-endoscopie et/ou biopsies aléatoire 

systématiques dont la fréquence dépend de la présence des facteurs de risques discutés plus 

haut. 

(2) la chémoprevention, essentiellement par l'acide 5-aminosalicylique (5-ASA). 

 

 

 
Cette seconde stratégie repose sur des études épidémiologiques qui ont montré que 

l'exposition aux 5-ASA était associée à une diminution du risque de CRC (Velayos et al. 

2005). Une méta-analyse a estimé que le 5-ASA réduisait de moitié le risque de développer 
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une dysplasie ou un CRC chez les patients atteints de rectocolite hémorragique (RCH) 

(Velayos et al. 2005). Eaden et al. (Eaden et al. 2001) ont montré dans une étude cas-témoin 

que la mesalamine réduisait le risque de CRC de 81% dans cette même population. Cependant 

le niveau de preuve de ces études observationnelles est limité. En effet, l’association entre la 

réduction du risque de CCR et l’exposition au 5-ASA n’est pas nécessairement causale et peut 

être le résultat d’un biais. En effet, les malades qui prennent des salicylés sont peut-être aussi 

plus observants, mieux suivis, et/ou mieux surveillées par coloscopie. Aucun essai randomisé 

ne peut être réalisé afin de confirmer ces résultats au vu de la fréquence de l’événement 

étudié, qui nécessiterait l’inclusion d’effectifs très importants à surveiller sur une longue 

période (5260 patients suivis pendant 10 ans ) (Rubin et al. 2005). 

Ainsi, des études chez les rongeurs ont tenté de confirmé l’effet antinéoplasique du 5-ASA 

dans des modèles de cancer sporadique et associé aux colites inflammatoires (Ikeda et al. 

2007 ; Brown et al. 2005). Les mécanismes par lesquels le 5ASA pourrait exercer ces 

propriétés antinéoplasiques reste méconnues. Certaines études in vitro ont démontré que le 

5ASA utilisait des mécanismes à la fois dépendants et indépendants de l’inflammation tels 

que l'inhibition de NFkB (Bantel et al. 2000), de la voie Wnt / β-caténine (Bos et al. 2006), la 

régulation des points contrôles (« check point ») de la réplication de l'ADN (Campregher et al. 

2010) ou de la voie du TGF- β (Monteleone et al. 2006). Un autre mécanisme par lequel le 

5ASA pourrait avoir des effets antinéoplasiques est l’activation de PPARy (Sarraf et al. 

2008). En effet, PPARγ contrôle la transcription de nombreux gènes impliqués dans la 

différenciation cellulaire, le métabolisme et la tumoregénèse. Dans l'intestin, PPARγ est 

fortement exprimé dans les cellules épithéliales coliques où il a des propriétés anti- 

inflammatoires. Pourtant, peu d’études ont tenté de mettre en évidence le caractère PPARγ- 

dépendant de l’effet antinéoplasique du 5ASA in-vitro et surtout in-vivo. 
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5.2 Article 2: L’effet antinéoplasique dans 5ASA dans la cellule épithéliale 

intestinale est dépendant de PPARγ 

 

 

 

5.2.1 Objectifs 

 
L’objectif de cette étude était de confirmer que les effets antinéoplasiques du 5-ASA dans la 

cellule épithéliale intestinale étaient médiés par PPARγ in vitro et in vivo. 
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5.2.2 Matériels et Méthodes 

 

 

 
Agents chimiques 

 
Le 5-ASA, l’ azoxymethane (AOM) et le GW9662, un antagoniste spécifique de PPARγ, était 

fournis par Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). La rosiglitazone et l'étoposide (un 

médicament anti-cancéreux appartenant à la famille des inhibiteurs de la topoisomérase II) 

étaient respectivement commandées chez Spi Bio (Massy, France) et chez TCI Europe (N.V., 

Belgique). L’étoposide présente une action cytotoxique indépendante de PPARγ. Pour les 

études in vivo, des souris A/JOlaHsd et des granules d'éthylcellulose (Pentasa,  Ferring, 

Suisse) libérant du 5ASA au niveau iléocolique était utilisées. 

 

 

Lignes cellulaires 

 
Des lignées HT-29 et Caco-2, dérivées d’adénocarcinome colique, étaient cultivées dans du 

milieu de Eagle modifié de Dulbecco complété avec respectivement 10% et 20% de sérum 

veau foetal, des antibiotiques et des acides-aminés essentiels pour la lignée cellulaire Caco-2. 

La construction et la validation de la lignée cellulaire HT-29 PPARγ knockdown (HT-29 

ShPPARγ) et son contrôle négatif (HT-29 ShLuc) ont été décrits précédemment. 

 

 

Évaluation de la croissance cellulaire 

 
Les cellules HT-29 et Caco-2 étaient traitées avec du 5-ASA (30 mM) ou de la rosiglitazone 

(10-5 M) avec ou sans GW9662 (10-6 M) pendant 12, 24 ou 36 h. L’Etoposide 50 mM était 

utilisé comme témoin. La viabilité cellulaire était évaluée grâce à un test au bleu tryptan. 
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Analyse de la prolifération cellulaire par immunocoloration de Ki-67 

 
Après 24 h de culture, les cellules HT-29 et Caco-2 étaient stimulées 24 h avec du 5-ASA (30 

mM) avec ou sans GW9662. La rosiglitazone était utilisé comme témoin. La prolifération 

cellulaire était évaluée par un marquage nucléaire Ki-67 à l'aide d'un anticorps monoclonal 

souris dirigé contre Ki-67 (dilution 1:50, ZYMED, Clinisciences, Montrouge, France). Les 

noyaux étaient colorés avec une solution Hoescht 33342 (0,125 mg / ml ; Sigma-Aldrich) et 

observé grâce à un microscope à fluorescence (Leica, Bensheim, Allemagne). Un minimum 

de 500 cellules/échantillon était évalué dans chacune des quatre expériences indépendantes. 

 

 

Détection de l'apoptose 

 
Après 24 h de culture, les cellules HT-29 et Caco-2 étaient stimulées 24 h avec du 5-ASA (30 

mM) avec ou sans GW9662 (10-6 M). La Rosiglitazone (10-5 M) et l'étoposide (50 mM) 

étaient utilisés comme témoins. Les cellules apoptotiques étaient identifiées grâce à la 

technique de TUNEL (Roche Diagnostics, Meylan, France). Un minimum de 500 

cellules/échantillons était évalué dans chacune des quatre expériences indépendantes. 

 

 

Modèle de tumeur xénogreffe 

 
Des Souris SCID BALB/c, âgées de 6 à 7 semaines (Institut Pasteur, Lille, France) ont été 

utilisées. Les animaux étaient logés cinq par cage avec libre accès à de l’eau stérile et à la 

nourriture. Des cellules dérivées d’adénocarcinome colique humain (107 cellules HT-29) 

prétraitées ou non avec du GW9662 pendant 24 h étaient implantées par voie sous-cutanée 

dans le flanc des animaux. Deux jours après l'inoculation, étaient administrées 

quotidiennement par injection péri-tumorale soit (i) du 5-ASA (50 mM) soit (ii) une solution 

saline témoin, pendant 21 jours. Le caractère PPARγ-dépendant du l’effet du 5-ASA était 

évalué via l’injection intrapéritonéale quotidienne de GW9662 (1 mg/kg/jour). Après le 
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sacrifice à 10 ou 21 jours, la taille et le volume de la tumeur étaient évalués comme décrit 

précédemment en utilisant la formule (L × l2) 0.5, où « L » est la longueur et « l » la largeur 

(Euheus et al. 1986). Les tumeurs étaient ensuite inclues en paraffine pour l'examen 

histologique. 

 

 

Modèle de cryptes aberrantes 

 
Des souris A/JOlaHsd âgées de 5 semaines ont été utilisées compte tenu de leur forte 

susceptibilité à l'AOM (Papanikolaou et al. 1998). Elles ont été randomisées en quatre 

groupes de 10 souris puis traitées pendant 7 semaines comme suit: (i) groupe témoin : nourri 

avec un régime standard, (ii) groupe 5-ASA : nourri de croquettes avec granules de 5-ASA à 

la dose de 200 mg/kg/jour, (iii) groupe 5-ASA + GW9662 : alimenté de croquettes avec 

granules de 5-ASA à la dose de 200 mg/kg/jour et recevant quotidiennement un injection 

intra-péritonéale de GW9662 à 2 mg/kg/jour, et (iiii) groupe GW9662 : alimenté par un 

régime standard et recevant une injection quotidienne intra-péritonéale de GW9662 à 2 

mg/kg/jour. Les groupes de souris témoins et 5-ASA ont reçu une injection intra-péritonéale 

quotidienne de diméthylsulfoxyde 3%/PBS (témoin du GW9662). Une semaine plus tard, 

chacun des groupes a reçu deux injections intra-péritonéales d'AOM, à 10 mg/kg/jour à une 

semaine d’intervalle. A la fin de la semaine 7, les souris étaient euthanasiées. Le côlon était 

extrait par laparotomie médiane, fixé dans du formol à 4% pendant 24 h, puis lavé avec du 

PBS. Une coloration avec du bleu de méthylène 0,2% était ensuite réalisée afin d’identifier les 

foyers de cryptes aberrantes (FCA). La totalité de la surface muqueuse était examinée au 

stéréo-microscope. Les FCA étaient distingués des cryptes normales si elles étaient au moins 

deux fois plus grandes, avaient une cavité irrégulière et avariaient une zone pericryptale 

densément colorée. Le nombre de FCA/colon et le nombre de cryptes aberrantes par foyer 

étaient évalués en aveugle. 
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5.2.3 Résultats 

 

 

 
Le 5-ASA régule la croissance des cellules épithéliales intestinale par un mécanisme 

dépendant de PPARγ 

Une inhibition significative de la croissance cellulaire de 45%, 54% et 85% (P <0,01) était 

observée dans les cellules HT-29 traitées par 5ASA (30 mM) respectivement à 24, 36 et 48 h 

(Figure 13). Des résultats similaires étaient observés dans les cellules traitées avec les deux 

témoins positifs, la rosiglitazone (10-5 M) et l'étoposide (50 mM) (P <0,01). Le GW9662 

n'était pas capable de moduler l’inhibition de la croissance cellulaire induite par l’ étoposide,  

à la différence du 5-ASA ou de la rosiglitazone. Des résultats comparables ont été observés 

dans les cellules Caco-2. 

 

 

 

 

 
 

Figure 13. Le 5ASA et la rosiglitazone inhibent la croissance cellulaire de façon PPARγ 

dépendante. Rosi, rosiglitazone ; Etop, etoposide. 
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Le 5-ASA régule la prolifération des cellules épithéliales par un mécanisme PPARγ- 

dépendant 

Dans les cellules HT-29, le 5-ASA induisait une diminution spectaculaire de l'indice de 

prolifération en comparaison au témoin (35 ± 4% versus 94 ± 1%, P <0,001). Des résultats 

similaires ont été obtenus avec la rosiglitazone. La prolifération des cellules HT-29 était aussi 

réduite de 95% (P <0,0001) lors d’un traitement pas étoposide (Figure 14A et 14B). Le 

GW9662 était capable de diminuer significativement l’effet anti-proliferatif du 5ASA et de la 

rosiglitazone (respectivement, 38% vs 75%, p<0,05 et 10% vs 84%, p <0,05). Des résultats 

similaires ont été observés dans des cellules Caco-2. Dans les cellules HT-29 ShPPARy, ni le 

5-ASA ni la rosiglitazone n’était capable de moduler la prolifération cellulaire. 
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Figure 14. Le 5ASA inhibe la prolifération cellulaire. Rosi, rosiglitazone ; Etop, etoposide. 

(A) Le 5-ASA et la rosiglitazone inhibent la prolifération des cellules HT-29 évaluée par la 

coloration nucléaire Ki-67 (rose). L'addition de GW9662 pendant 24 h inhibait les effets 

antiprolifératifs du 5-ASA et de la rosiglitazone. (B) En comparaison avec les cellules HT-29 

non traitées, le 5-ASA inhibait par 65% la prolifération cellulaire, cet effet était inhibé par le 

GW9662. 
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Le 5-ASA régule l'apoptose des cellules épithéliales par un mécanisme PPARγ- 

dépendant 

Dans les cellules HT-29 non stimulées, aucune apoptose n’était détectée. Après traitement par 

étoposide ou rosiglitazone, un taux élevé d'apoptose (95% et 62%, respectivement) était 

observés. Des résultats similaires étaient obtenus avec le 5-ASA (83%) (Figure 15A et B). 

L’addition de GW9662 inhibait l'induction de l'apoptose (83 vs 35%, p < 0,001). L’effet pro- 

apoptotique du 5ASA (97%), inhibé par le GW9662 (3%) était aussi observé dans les cellules 

Caco-2. L'effet des agonistes de PPARγ a aussi été évalué dans des cellules HT-29 ShPPARy. 

Dans cette lignée, ni le 5-ASA ni la rosiglitazone n’était capable de moduler l’apoptose. 
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Figure 15. Le 5ASA est capable d’induire une apoptose cellulaire par un mécanisme 

PPARγ dépendant. A. Le 5ASA et la rosiglitazone induisent une apoptose cellulaire 

(technique de TUNEL). Cet effet est inhibé en cas de co-traitement avec du GW9662. B. Le 

5ASA et la rosiglitazone induisent une apoptose de respectivement 83% et 62% des cellules. 

Cet effet est inhibé en cas de co-traitement avec du GW9662. 
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Le 5-ASA a un effet antinéoplasique dans un modèle de tumeur xénogreffe 

L'effet antinéoplasique du 5-ASA in vivo, était évalué grâce à des souris SCID chez lesquelles 

des cellules dérivées d’adénocarcinome colique humain (HT-29) étaient implantées par voie 

sous-cutanée dans le flanc des animaux. Le 5ASA était ensuite administré en injection 

péritumorale. A la fin du traitement, une réduction du poids (moins 60%) et du volume (moins 

80%) de la tumeur était observés chez les souris SCID recevant du 5-ASA comparativement 

aux souris témoins ou aux souris traitées GW9662 seul (Figure 16A-C). L'effet 

antinéoplasique du 5-ASA était détectable dès 10 jours de traitement 5-ASA. L'effet 

antinéoplasique du 5-ASA était complètement aboli par l’administration intra-péritonéale 

simultanée de GW9662 (à J21). 
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Figure 16. Modèle de tumeur xénogreffe. Après l’injection de cellules HT-29, le poids (A) 

et le volume (B) tumoral étaient évalués à +10 jours et + 21 jours. Une réduction du poids 

(moins 60%) et du volume (moins 80%) tumoral était observés chez les souris SCID recevant 

du 5-ASA comparativement aux souris témoins. L’injection de GW9662 inhibait l’effet du 

5ASA. (C) Photos illustrant la masse tumorale chez les souris traitées par 5ASA et les souris 

contrôles. 
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Effet antinéoplasique du 5-ASA in vivo 

Afin d'étudier l'effet antinéoplasique du 5-ASA, un modèle de carcinogenèse AOM a été 

utilisé. Les souris étaient traitées avec du 5-ASA et/ou du GW9662 pendant 7 semaines 

(Figure 17A). Pour induire la cancérogenèse, les souris recevaient deux injections intra- 

péritonéales d'AOM à 1 semaine d'intervalle. Une diminution significative du nombre de CA 

par foyer (22%, P = 0.038) et de FCA / côlon (75%, p = 0.017) était observée sous 5-ASA en 

comparaison aux souris témoins (figure 17C et D). Le GW9662 inhibait presque totalement 

l'effet antinéoplasique du 5-ASA. 
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Figure 17. Effet antinéoplasique du 5ASA in-vivo. 

A et B. Modèle AOM permettant l’induction de crypte aberrantes : les souris recevaient deux 

doses intrapéritonéales d'AOM (10 mg / kg / jour) aux semaines 2 et 3. A la fin du protocole 

(semaine 7), la présence de cryptes aberrantes était évaluée en aveugle, 

C et D. Le 5-ASA induisait une diminution significative du nombre de foyers de cryptes 

aberrantes (75%) et du nombre de cryptes aberrantes (22%) par rapport aux souris témoins. La 

co-administration de GW9662 inhibait l'effet du 5-ASA. 
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5.2.4 Conclusion 

 
- In vitro, dans des cellules dérivées d’adénocarcinome colique, le 5ASA était capable de 

diminuer la croissance et la prolifération cellulaire, et d’induire une apoptose. 

- Cet effet était inhibé par les antagonistes de PPARγ (GW9662) et dans les cellules Sh 

PPARγ. 

- In vivo, dans différents modèles de carcinogenèse induite, le 5ASA présentait un effet 

antinéoplasique, cet effet était, là-encore, inhibé par les antagonistes de PPARγ. 

- Ces observations suggèrent que l’effet antinéoplasique de PPARγ au niveau de la cellule 

épithéliale intestinale est médié, au moins partiellement, par PPARγ. 
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6. LES AGONISTES DE PPARγ INHIBENT 

L’EXPRESSION DU GENE SUPRESSEUR DE 

TUMEUR CTEN 

 

 

 

6.1 Introduction 
 

La tensine est une famille de gènes comprenant quatre membres (tensin1, tensin2, tensin3 et 

la tensin4 ou cten), codant pour des protéines exprimées au contact du versant cytoplasmique 

des molécules d’adhésion (Lo et Lo, 2002). Cten est plus petite que les autres tensines et n’a 

en commun avec ces dernières que deux domaines : le domaine SH2 (Src homology 2) et PTB 

(phosphotyrosine binding) qui sont présents aux extrémités C-terminales de tous les types de 

tensines (Lo, 2004). Grâce à leur domaine PTB, les tensines interagissent avec la queue 

cytoplasmique des intégrines, molécules d'adhésion cellulaire transmembranaire. Plusieurs 

études ont montré le rôle de Cten dans le contrôle de la mobilité cellulaire, de l’apoptose et de 

l’homéostasie des récepteurs des facteurs de croissance cellulaire. 

En dehors de la prostate et du placenta, Cten est très peu exprimée dans les tissus normaux. 

Par contre, l'expression de Cten augmente significativement dans de nombreux cancers, tels 

que l’estomac, le CCR, le sein, le poumon, la peau ou le pancréas (Lo et al. 2014; Katz et al. 

2007, Albasri et al. 2011 ; Al-Ghamdi et al. 2013), suggérant que la surexpression de Cten 

pourrait jouer un rôle dans la tumorigénèse. Dans de nombreux cancers, l'expression de Cten a 

été significativement associée à la présence de métastases, au caractère invasif ou à la 

mortalité. Dans le CCR, la surexpression de Cten est associée à un stade de Dukes plus 

avancé, à des métastases à distance et à un mauvais pronostic (Albasri et al. 2011). 

Même si certaines études ont montré que l’expression de Cten semble être, en partie, régulée 
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par les voies RAS-Raf-Mek, PI3K-Akt et Stat3, qui sont largement activées dans les 

processus néoplasiques (Lo et al. 2014), les mécanismes contrôlant l’expression de Cten 

restent largement méconnus. 

Des études ont démontré que la surexpression de Cten favorisait de la migration des cellules 

épithéliales normales et cancéreuses (Katz et al. 2007 ; Liao et al. 2009 ; Albasri et al. 2009 ; 

Al-Ghamdi et al. 2013). Cten est capable d’interrompre le lien entre la Tensine3, les 

intégrines de surface et le cytosquelette d’actine, conduisant à une condition plus favorable à 

la migration cellulaire et à l'invasion (Katz et al. 2007). Cten serait aussi capable de favoriser 

la mobilité cellulaire en régulant à la hausse l'expression de l’ « intégrin linked kinase » 

(Albasri et al, 2011) ou en se liant à DLC1, un suppresseur de tumeur. Cten serait aussi 

capable de favoriser la prolifération cellulaire en réduisant le niveau d'ubiquitination de 

l’EGF-R (Hong et al. 2013). L'interaction de la Cten avec la ß-catenine contribuerait 

également à favoriser le processus tumoral (Liao et al. 2009). La ß-caténine se trouve 

normalement dans les jonctions adhérentes, le cytoplasme et le noyau. Au niveau des 

jonctions adhérentes, elle interagit avec l’E-cadhérine. Il semble que Cten soit capable 

d’interagir avec la ß-catenine dans le noyau cellulaire et de moduler l’expression de l’E- 

Cadherine (Hong et al. 2013). Dans les cellules d’adénocarcinome colique, la surexpression 

de Cten diminue l’expression d’E-cadhérine (Albasri et al. 2009). 

Différentes équipes tentent actuellement d’utiliser Cten comme marqueur de dépistage ou 

marqueur pronostic de certains cancer. Avec son impact sur la voie de l’EGFR, cibler Cten de 

façon spécifique pourrait être une approche thérapeutique prometteuse pour certains cancers. 

Cependant à ce jour, il n’existe agent pharmacologique capable de moduler l’expression de 

Cten. 
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6.2 Objectifs 
 

- Confirmer par une étude préliminaire in-vitro que les agonistes de PPARγ sont capables de 

diminuer l’expression de CTEN 
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6.3 Matériels et Méthodes 
 

Les modalités de culture des cellules Caco-2, de stimulation par les différents agonistes de 

synthétiques de PPARγ, et d’extraction de l’ADN ont été décrite ci-dessus. Pour l’étude de 

l’expression de CTEN, des cellules COLO205, dérivées d’adénocarcinome colique, ont aussi 

été étudiées, selon les mêmes modalités. Comme précédemment décrit, les cellules ont été 

traitées avec du GED (30mM, Guliani, Italie), et du 5-ASA (30 mM, Sigma). 

 
La transcription de gènes était estimée par PCR quantitative afin de confirmer les résultats du 

microarray dans des cellules Caco-2 et Colo205. L’expression protéique de CTEN était 

évaluée par western blot selon les modalités décrites précédemment. Ici, 6 × 106 cellules 

Colo-205 étaient traitées 24 h avec soit du 5-ASA (30 mM) ou du GED (30 mM). Des 

anticorps primaires anti-CTEN (Novus Biological), et b-actine (Sigma, monoclonal mice, 

clone AC-15, 1/5 000) étaient utilisés pour le western-blot. 

Pour l’immunofluorescence, des cellules Colo205 étaient stimulées 24h par le 5ASA 30mM et 

le GED 30 mM. L’immunofluorescence était ensuite réalisée selon les modalités décrites plus 

haut. L’anticorps E-Cadherin primaire provenait de Atlas Antibodies. 

s. 
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6.4 Résultats 
 

 

 
 

L'expression de l’ARNm et de la protéine CTEN est diminuée par le GED et le 5ASA 

dans les cellules Caco-2 et Colo-205 

Les résultats du microarray ont été confirmés par qRT-PCR. Une répression significative de 

l’expression de l’ARNm CTEN était observée dans les cellules Caco-2 et Colo-205 traitées 

par le GED 30mM et le 5ASA 30mM (Figure 18). L’analyse en Western blot a montré que 

l’expression de la protéine CTEN était elle aussi diminuée dans les cellules Colo-205 

stimulées par ces mêmes molécules (Figure 18 A et B). 

 

 

 

 
 

 

Figure 18. A. Le GED et le 5ASA réprime l’expression de l’ARNm CTEN dans les cellules 

Caco2 et les Colo205. B. Le GED et le 5ASA réprime l’expression de la protéine CTEN dans 

les cellules Caco2 et les Colo205. 
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Le GED est capable d’augmenter l’expression d’E-Cadherine 

 
Dans les cellules Colo-205 traitées 24h par du GED 30mM, une augmentation de l’expression 

de l’E-Cadherine était observée par immunofluorescence. 

 

 

 

 

 
 

Figure 19. Le GED 30mM augmente l’expression d’E-Cadherine dans les cellules Colo205. 
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6.5 Conclusions 

 
Ces résultats préliminaires montrent que le GED et le 5ASA sont capables de moduler 

l’expression de CTEN et de ces gènes cibles tels que l’E-Cadherine. 

Les travaux se poursuivent au laboratoire afin de : 

 
- confirmer le caractère PPARγ dépendant de cette inhibition, 

 
- évaluer l’impact des agonistes de PPARγ, via CTEN, sur l’adhésion et la migration 

cellulaire, 

- étudier les mécanismes par lesquels le 5ASA et le GED module l’expression d’E-Cadherine 

et la voie de l’EGF, 

- De confirmer ces résultats in-vivo. 
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7. DISCUSSION 
 

 

 

 

L’ensemble de ces résultats confirme le rôle clé de PPARγ dans le contrôle 

l’homéostasie intestinale. Comme dans d’autres organes, PPARγ régule dans la cellule 

épithéliale intestinale les voies de l’inflammation, la différenciation et la maturation cellulaire 

mais aussi des fonctions métaboliques.  Les agonistes de PPARγ, qu’ils soient synthétiques  

ou naturels, peuvent influencer de nombreuses fonctions cellulaires et pourraient donc être 

proposés dans diverses ères thérapeutiques. 
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7.1 PPARγ et intolérance au lactose 
 

Grâce à une analyse transcriptomique à partir de cellules épithéliales intestinales, nous avons 

mis en évidence une induction de l’expression de la lactase par différents agonistes  de 

PPARγ (GED 1mM et 30mM, 5ASA 30mM et pioglitazone 1 µM). Nous avons confirmé le 

caractère PPARγ dépendant de son expression grâce à un modèle de cellule épithéliale 

intestinale déficitaire pour l’expression de PPARγ. Nous avons identifié plusieurs éléments de 

réponse à PPARγ (PPRE) au niveau du promoteur du gène de lactase, dont l’activité 

augmente après stimulation par le GED. In vivo, le GED est capable d’augmenter 

significativement l’expression et l’activité de la lactase. Son expression est réduite en cas de 

déficit d’expression de PPARγ, confirmant les données in vitro. Le GED est capable de 

réduire les manifestations d’intolérance au lactose chez le rongeur. Finalement, nous 

identifions ici pour la première fois, la lactase comme un nouveau gène cible de PPARγ et 

nous identifions le rôle pivot de PPARγ dans le contrôle de l'homéostasie du glucose dans 

l'intestin. Aussi nous identifions ici, les agonistes de PPARγ comme des traitements potentiels 

de l’intolérance au lactose. 

Malgré le développement de substituts lactasique, le principal traitement de l’intolérance au 

lactose reste à ce jour l’éviction des produits laitiers. Ce régime restrictif élimine cependant 

les principales sources de nombreux oligo-éléments et vitamines indispensables comme le 

calcium, la vitamine D, le magnésium, le potassium ou encore le phosphore ou la vitamine A. 

L’intolérance au lactose peut aboutir à une réduction de la densité minérale osseuse 

problématique chez les enfants et adolescents ou chez la femme ménopausée, favorisant 

ostéoporose et fractures (Tereszkowski et al. 2012 ; Birge et al. 1967). 

L’intolérance au lactose est aussi favorisée par la présence croissante et souvent cachée de 

lactose dans de nombreux composés alimentaires. Le lactose est communément utilisé par 

l’industrie pharmaceutique et agro-alimentaire comme agent de consistance, de texture, ou 

encore comme colorant. Ainsi, la production du lactose aux USA a augmenté de 50 millions 
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kg/an en 1979 à 300 millions de kg/an en 2004 (Matthews 2005, Vesa et al. 2000). 

 
Différents traitements comme les laits pauvres en lactose ou supplémentés en lactase, des 

prébiotiques ou encore certains antibiotiques ont été évalués pour le traitement de 

l’intolérance au lactose. L’objectif du traitement serait d’éviter la présence des symptômes et 

d’assurer un apport satisfaisant en nutriments lors de l’enfance, l’adolescence, la grossesse, 

l’allaitement puis après la ménopause. Cependant ces études ont utilisé des définitions 

différentes de l’intolérance de lactose et des critères de jugement très hétérogènes. Pour les 

quelques études positives, le niveau de preuve est donc insuffisant de par leurs résultats ou de 

faiblesses méthodologiques. Ainsi aujourd’hui aucun traitement spécifique n’est actuellement 

recommandé pour l’intolérance au lactose (Wooten et al. 2004). 

Ces résultats nous permettent d’envisager la lactase comme une nouvelle cible thérapeutique 

des agonistes de PPARg. Nos résultats devront être confirmés chez l’homme. Avant un essai 

clinique randomisé contrôlé, une première étape pourrait être la stimulation ex-vivo de 

biopsies duodénales humaines de patients hypolactasiques. L’innocuité et la tolérance du 

GED dans une étude de phase I a déjà été mise en évidence (Rousseaux C et al. 2010). A 

l’inverse, la pioglitazone, utilisée dans le diabète de type II a été récemment retiré du marché 

en France du fait de complications cardiovasculaires et néoplasiques. Le 5ASA, utilisé 

actuellement pour le traitement des maladies inflammatoires intestinales, n’a pas pour cible 

les sites spécifiques de l’expression de la lactase. En effet, il possède une action locale au 

niveau colique grâce à un délitement contrôlé. 

Un  nouvel  objectif  dans  le  domaine  de  la  recherche  nutritionnelle  est  le développement 

« d’alicament », des produits alimentaires fonctionnels responsables d’effets thérapeutiques et 

de bénéfices en terme de santé (Roberfroid, 2000). Dans ce contexte, les agonistes naturels de 

PPARγ ont un intérêt tout particulier (Sauer, 2015). Nous avons observé que la CLA était 

capable d’induire l'expression et l'activité de la lactase, suggérant fortement que les agonistes 

de   PPARγ   présents   naturellement   dans   sources   alimentaires   pourraient   limiter   la 
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malabsorption du lactose. 
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7.2 Agonistes de PPARγ et cancer colorectal 
 

Nos travaux montrent que le 5ASA est capable de prévenir l’apparition de lésions 

néoplasiques coliques induites chez la souris par un mécanisme PPARγ dépendant ; plaçant 

donc le 5ASA comme une molécule clef de la prévention du CCR. Les patients atteints de 

MICI présentent une augmentation du risque de CCR (Fumery et al. 2017) et le 5ASA, est 

actuellement reconnu comme le principal traitement de la RCH légère à modérée (Magro et 

al. 2017). 

Cependant, les mécanismes par lesquels le 5ASA induit un effet antinéoplasique demeurent 

largement inconnus. Ici, nous avons pu montré que ces effets étaient médiés par PPARγ. En 

utilisant des concentrations cliniquement pertinentes (Staerk et al. 1990 ; Frieri et al. 1999), 

nous avons montré que le 5ASA était capable d’inhiber la prolifération cellulaire et d’induire 

une apoptose dans la cellule épithéliale intestinale dérivée d’adénocarcinome colique en 

culture. Ces effets disparaissaient dans les cellules traitées par le GW9662, agoniste de 

PPARγ, ou dans les cellules ShPPARγ. Ensuite, dans un modèle in vivo de tumeur xénogreffe, 

puis de carcinogenèse colique induite par l’AOM, nous avons confirmé un effet anti- 

néoplasique du 5ASA, là aussi par un mécanisme PPARγ-dépendant. 

Les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques du 5-ASA ont déjà été rapportées dans 

différents types de cellules épithéliales intestinales en culture, et plusieurs mécanismes ont été 

identifiés : l'inhibition de NFkB (Bantel et al. 2000, Wahl et al. 1998), de cyclo-oxygénases 

(Dubuquoy et al. 2000), l’activation de la caspase-3 (Chan et al. 1998), l’inhibition de la voie 

de l’EGF-R (Monteleone et al. 2006), de la voie Wnt / β-caténine (Bos et al. 2006), la 

régulation des points de contrôle de la réplication de l'ADN (Campregher et al. 2010) ou 

encore l’inhibition de la voie du TGF- β (Monteleone et al. 2006). Dans le cadre d’une 

analyse transcriptomique dans la cellule épithéliale intestinale, nous avons pu identifier pour 

la première fois le gène suppresseur de tumeur Cten comme un gène cible de PPARγ. Des 

manipulations préliminaires ont montré que le 5ASA et le GED étaient capables de diminuer 

l’expression de Cten et en parallèle d’augmenter l’expression d’E-Cadherine dans la cellule 
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épithéliale intestinale dérivée d’adénocarcinome colique. Cependant, le récepteur par lequel le 

5-ASA exerce ses effets antinéoplasiques reste méconnu. Schwab et al. (Schwab et al. 2008) a 

montré que la mesalazine régulait le cycle cellulaire et l’activité de caspases dans la cellule 

épithéliale intestinale à la fois de façon PPARy-dépendante et indépendante. Cependant, cette 

étude s’est limitée à des expériences in vitro. Les données sur les effets antinéoplasiques du 5-

ASA in vivo étaient jusqu’alors contradictoires (Brown et al. 2000 ; Ikeda et al. 2007 ; 

Koelink et al. 2009). Une explication possible de ces différences de résultats est le type de 

modèle utilisé. Il a été montré que la carcinogenèse colique induite par la mutation du gène 

APC, un régulateur de la β-caténine, présentait des tumeurs insensibles au statut de PPARγ. 

Dans ce travail, les résultats confirment l’effet antinéoplasique du 5-ASA, mais surtout 

démontrent pour la première fois que cet effet est, au moins en partie, dépendant de PPARγ. 

Plusieurs études cliniques ont évalué l’intérêt des agonistes de PPARy dans cette indication. 

La troglitazone a été évalué dans le CCR métastatique ou aucune réponse tumorale objective 

n’avait été observée (Kulke et al. 2002). En réalité, la troglitazone, comme toutes les 

thiazolidinediones, présente une large distribution systémique et un défaut de spécificité au 

niveau de la cellule épithéliale intestinale, qui pourrait expliquer, au moins en partie, son 

inefficacité. Il semble nécessaire de développer des agonistes de PPARγ avec un mécanisme 

d’action plus ciblé. Des galéniques à libération prolongée ont été développées pour le 5ASA, 

favorisant ainsi sa biodisponibilité au niveau colique et sa concentration au niveau de la 

muqueuse intestinale. Or, l’efficacité du 5ASA est liée à cette concentration muqueuse. A 

l’inverse sa concentration systémique reste limitée après son administration orale ou rectale 

(Staerk-Laursen et al. 1990). Différentes études cliniques rétrospectives ont évalué l’intérêt du 

5ASA pour la prévention du CCR chez les patients atteints de RCH avec des résultats 

conflictuels. Une méta-analyse de ces études a estimé que le 5-ASA réduisait de moitié le 

risque de développer une dysplasie ou un CRC (Velayos et al. 2005). Ces études présentent 

cependant de nombreuses limites, notamment de nombreux facteurs confondants (activité de 

la maladie, traitements associés, etc) et limites méthodologiques (hétérogénéité de la 
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population, etc) qui limitent l’interprétation de ces études. 

 
Notre travail, établissant le rôle clé de PPARγ pour la prévention du CCR par le 5-ASA, 

oriente vers le développement de nouveaux ligands de PPARγ plus efficaces ou d’actions plus 

ciblées ou encore pour une utilisation en association afin d’obtenir des effets additifs ou 

synergiques. Le GED, agoniste de PPARγ récemment développé aux laboratoires, présentant 

un pouvoir d’activation de PPARγ plus puissant que le 5ASA pourrait trouver sa place dans 

cette indication. Les effets antinéoplasiques du GED in-vivo et in-vitro reste cependant à être 

confirmés. 
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8. Conclusion 
 

 

 

 

PPARγ présente un rôle clef dans le contrôle de l’homéostasie intestinale. Comme 

dans d’autres organes, PPARγ contrôle de nombreuses fonctions cellulaires dans la cellule 

épithéliale intestinale, tells que l’inflammation, la maturation et la fonction cellulaire, ou du 

métabolisme. Grâce à une analyse transcriptomique nous avons pu identifier de nouveaux 

gènes cible de PPARγ dans la cellule épithéliale intestinale, dont le gène lactase dont le déficit 

d’expression est responsable de l’intolérance au lactose. Nous avons pu montrer que les 

agonistes de PPARγ étaient capables d’augmenter l’expression et l’activité de la lactase in 

vitro et in vivo, identifiant les agonistes de PPARγ comme potentiellement le premier 

traitement pharmacologique de l’intolérance au lactose. Nous avons pu ensuite confirmer 

l’effet antinéoplasique du 5ASA, in vivo et in vitro, et confirmer que cet action était 

dépendante de PPARγ. Nous poursuivons l’étude de nouveaux gènes cibles des PPARγ dans 

la cellule épithéliale intestinale afin notamment d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 

et de mieux comprendre les effets thérapeutiques ou indésirables des agonistes de PPARγ. 
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