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Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) sont des
facteurs de transcription appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires aux
hormones. Il existe trois sous-types de PPAR appelés PPARq, 3 et y. Ces facteurs de
transcription semblent étre impliqués non seulement dans de nombreux processus
biologiques et physiologiques tels 'homéostasie lipidique, la différenciation adipocytaire, la
thermorégulation, la régulation de l'activité des enzymes peroxysomiques, l'activation des
macrophages, mais également dans un certain nombre de processus morbides comme le
développement de la plaque d’athérome ou dans la tumorigenese au niveau de nombreux
tissus. Ces facteurs de transcription jouent également un rble important au cours du
développement, en particulier dans 'implantation des embryons au niveau utérin et dans le
développement du systéme nerveux.

Les PPAR sont également présents dans le colon sain et tumoral. Au cours du
développement du tractus digestif chez le rat, les différents isotypes sont présents. Avec
lapparition de la regionalisation de I'intestin, leur niveau d’expression va étre modifié. Il en
résulte des gradients d’expression selon 'axe proximo-distal des intestins. Paralielement, au
niveau de lintestin gréle, I'expression des PPAR varie également en fonction de la
différenciation des cellules selon Faxe crypto-villositaire. Cependant, ces deux situations
biologiques n’avaient pas été étudiées chez 'Homme. Dans les cancers coliques, deux
isotypes semblent particulierement impliqués dans la formation et dans la progression
tumorale, PPARP et PPARYy. Les données bibliographiques concernant PPARY suggérent un
role pro-tumoral chez les Rongeurs et un réle protecteur chez 'Homme ; ce réle protecteur
ayant été essentiellement mis en évidence a partir de lignées cellulaires continues. Par
contre, nous ne disposions pas de données précises sur les niveaux d’expression de PPARy
dans les adénocarcinomes coliques tant au niveau du taux d’ARNm que de celui de la
protéine.

Les travaux présentés dans ce mémoire ont pour objectif d'analyser I'expression des
PPAR au cours du développement du tractus digestif humain, de la différenciation des
cellules absorbantes de l'intestin et dans des biopsies prélevées a partir d'adénocarcinomes
colorectaux.

Ainsi, nous rappellerons dans une premiere partie, les différentes étapes du
développement de lintestin. Les mécanismes moléculaires du développement et de la
différenciation seront précisés. Un résumé des connaissances sur la famille des PPAR sera
présenté, notamment leur implication respective dans les processus de différenciation
cellulaire et au cours de pathologies humaines. Le réle des PPAR dans les cancers du colon
sera développé aprés un rappel sur des aspects morphologigques des cancers colorectaux et
des données moléculaires et génétiques de la survenue de ces maladies.

Les résultats obtenus au cours de ces travaux seront présentés et discutés.
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CARACTERES GENERAUX SUR LE COLON FCETAL
ET LE COLON ADULTE SAIN

. LE TRACTUS DIGESTIF FCETAL HUMAIN

a. Principaux stades de développement du tractus digestif fecetal humain

Le tube intestinal résulte de l'inflexion de 'embryon au cours de la 4°™ semaine de
vie in utero (figure1). Il consiste en un intestin antérieur, aveugle du cété cranial, un intestin
postérieur, aveugle du cété caudal, et un intestin moyen en communication avec le sac
vitellin par le canal vitellin [130].

Au cours de la 5°™ semaine de gestation, la portion abdominale de lintestin antérieur
est divisée en cesophage, estomac et partie proximale du duodénum. A T'origine, 'estomac
est fusiforme, mais la croissance différentielle de ces parois dorsale et ventrale produit la
petite et la grande courbures. Dans le méme temps, les diverticules hépatique, cystique,
pancréatique, dorsaux et ventraux, apparaissent au niveau de la partie proximale, s’insinuent
dans le mésogastre et donnent respectivement le foie, la vésicule biliaire avec le conduit
cystiqgue et le pancréas. La rate se forme par condensation du mésenchyme dans le
mésogastre dorsal.

Au cours de la 6°™ et de la 7°™ semaine, I'estomac tourne autour de deux axes, un
longitudinal et Fautre dorso-ventral, de telle sorte que la grande courbure s’oriente vers la
gauche legerement en direction caudale. Cette rotation pousse le foie vers la droite de la
cavité abdominale tout en ramenant en méme temps le duodénum et le pancréas au contact
de la paroi postérieure ou ils seront fixés. L'intestin moyen se différencie en duodénum
distal, jéjunum, iléon, caecum et colon ascendant et les deux premiers tiers proximaux du
colon transverse. Durant la 6°™ semaine, 'anse intestinale primitive qui fait hernie a travers
Fombilic, tourne de 90 degrés, sur son axe longitudinal, de telle sorte que le futur iléon se
trouve vers la gauche et le futur gros intestin, a droite. Pendant que se différencient le
caecum et 'appendice, le jéjunum et I'iléon continuent de s‘allonger.

Dés la 10°™ et la 12°™ semaine foetale, I'anse intestinale se retire dans la cavité
abdominale et elle subit une rotation supplémentaire de 180 degrés pour donner la
configuration définitive de l'intestin gréle et du gros intestin.

L’intestin postérieur est a Vorigine du tiers distal du colon transverse, du colon

descendant, du colon sigmoide et du rectum.




b. Développement morphologique et fonctionnel de I’épithélium intestinal foetal

humain

L’épithélium intestinal tapisse le tube digestif primitif. Cet épithélium est pluristratifié
et se compose de cellules endodermiques non différenciées [130]. Les cellules bordant la
lumiére intestinale sont reliées entre elles par des complexes jonctionnels et présentent une
bordure en brosse, encore peu développée [207]. Les cellules profondes ne présentent pas
de telles modifications, mais conservent un potentiel prolifératif. A partir de la 9°™ semaine,
les cellules endodermiques forment un épithélium unistratifi¢ [107]. Cette transition
s’accompagne dés la 11°™ semaine in utéro de lapparition des premiéres villosités
intestinales qui vont se développer sur 'ensemble de l'intestin selon son axe proximo-distal.
Les viliosités se forment a la suite de la prolifération et de Tinfiltration des cellules
mésenchymateuses au niveau de ['épithélium pluristratifié [107]. Elles sont bien formées
entre la 14°™ et la 16°™ semaine. A partir de ce stade, I'évolution de la morphologie entre
lintestin gréle et le colon change. Dans le colon, les villosités vont progressivement
régresser et disparaitre avant la naissance [195]. La muqueuse colique devient lisse. Elle est
ponctuée par 'ouverture des glandes tubulaires. Au niveau de l'intestin gréle, les villosités
vont s’accroitre pour aboutir a leur forme définitive avant la naissance [107].

Le développement de [lintestin gréle et du colon s’accompagne également de
différences fonctionnelles selon la région de l'intestin ou du colon. Ces différences régionales
se mettent en place au cours du développement du tractus digestif selon Faxe proximo distal
[282, 322]. De plus, les interactions entre cellules mésenchymateuses et épithéliales vont
participer a l'intégrité et a la différenciation de I'épithélium intestinal [116, 157].

D'un point de vue fonctionnel, les hydrolases digestives telles que la
saccharase/isomaltase, la lactase ou 'aminopeptidase N sont présentes dés la 8°™ semaine
de gestation, mais elles ne sont décelables qu'a partir de la 11°™ semaine de vie foetale
dans lintestin foetal. Ces activités augmentent jusqu’a la 24°™ semaine sans atteindre des
valeurs observées dans le duodénum adulte. Au niveau du colon, la disparition des villosités
s’accompagne de la perte d’expression d’enzymes associées a la bordure en brosse des
entérocytes telles que la saccharase/isomaltase ou la lactase [178]. Lactivité de la
saccharase/isomaltase diminue dés la 28°™ semaine de gestation pour atteindre un taux
négligeable semblable a celui de l'adulte. Les activités de 'aminopeptidase N et de la
phosphatase alcaline restent élevées au cours du développement feetal du colon et

persistent au stade adulte mais a des taux plus bas [178, 342].
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Figure 1 : Principaux stades du développement de | ’intestin moyen chez humain [258]



il. LE COLON HUMAIN

a. Anatomie du gros intestin

D’'un point de vue structural, le gros intestin humain mesure environ 1,5 m de
longueur pour 6,5 cm de diamétre et s’étend de l'iléon a I'anus. Il se divise en quatre régions
qui sont respectivement le caecum, le colon, le rectum et 'anus. Le colon se divise lui-méme
en quatre parties: le colon ascendant ou colon droit, le colon transverse, le colon
descendant ou colon gauche et le colon sigmoide (figure 2) [130].

D'un point de vue histologique, la paroi du gros intestin est constituée d’une
mugqueuse, d'une sous-muqueuse, d’'une musculeuse et d'une séreuse (figure 3). Ces
couches concentriques formant 'ensemble du tube digestif différent au niveau du colon. La
muqueuse du gros intestin ne présente pas de villosités ni de valvules conniventes
permanentes, mais elle est formée d’un épithélium monocouche simple. La structure de la
sous-muqueuse est classique et commune a celle de lintestin gréle. Elle contient du
collagene, des vaisseaux sanguins, des vaisseaux lymphatiques et un groupe de cellules
ganglionnaires.

La musculeuse est formée d'une couche externe de muscles longitudinaux,
présentant un renflement formant trois bandes bien visibles appelées bandelettes
longitudinales et d’'une couche interne de muscles circulaires.

La séreuse du gros intestin fait partie du péritoine viscéral. Des petites poches de ce
dernier remplies de graisse sont fixées aux bandelettes longitudinales et sont appelées

appendices épiploiques.

b. L’épithélium du colon

L’épithélium colique est organisé en glandes tubulaires, longues et droites, qui
s’étendent sur toute I'épaisseur de la muqueuse (figure 4). Il se compose principalement de
deux types cellulaires, les cellules & mucus ou caliciformes et les cellules absorbantes ou
cellules cylindriques (figure 5). D’autres types cellulaires sont également présents: les
cellules entérochromaffines, les cellules M et les cellules de Paneth [88, 156].

Les cellules absorbantes [88, 156] ont pour rdle principal 'absorption de I'eau et des
sels minéraux. Ces cellules sont localisées majoritairement a la surface de la muqueuse
entre les glandes tubulaires (figure 5A). Les cellules sont reliées par des complexes
jonctionnels. La bordure en brosse est moins développée que celles des entérocytes de
lintestin gréle. Elle est recouverte d'un glycocalyx. La formation et l'allongement de la

bordure en brosse ont lieu au cours de la migration des cellules des cryptes vers le sommet
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Figure 2 :Anatomie du gros intestin chez | 'Homme [92]
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Figure 3 : Description des différentes couches formant la paroi du gros intestin [92]
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Figure 4 : Schéma de la muqueuse colique
La muqueuse colique est lisse. Elle se compose d’un épithélium unistratifié . Il se compose
principalement de cellules a mucus et de cellules absorbantes. L’épithélium est organisé en
glandes tubulaires ou glandes de Lieberk(ihn. La zone de prolifération des cellules
épithéliales est située a la base de ces glandes. L’épithélium repose sur un tissu conjonctif
appelé lamina propria. Des ilots lymphoides sont présents en contact étroit avec
| ’épithélium. lls sont localisés a proximité des cellules M, cellules spécialisés dans le

transport des particules et macromolécules vers les cellules lymphoides.



Figure 5 : les différents cellulaires de | ’épithélium colique humain [92]
A : cellules caliciformes, B : cellules absorbantes, C cellules endocrines (mise en évidence par
la présence des vésicules de sécrétion, couleur brunatre), D : cellules M (observation en
microscopie electronique. CM, cellules M ; CA, cellules absorbantes ; L, lymphocytes), E :
cellules de Paneth ( mise en évidence par immunohistochimie a la base des glandes

tubulaires, fleches)



des glandes tubulaires. Les espaces intercellulaires peuvent étre dilatés en fonction de I'état
physiologique du colon. Le noyau arrondi est localisé vers la base des cellules.

Les cellules caliciformes [88, 156] sécrétent le mucus qui sert a lubrifier le contenu
colique qui passe au fur et & mesure dans le colon. Les cellules & mucus sont abondantes au
niveau du colon (figure 5B). Les cellules immatures ne présentent que peu de mucus. La
différenciation de ces cellules selon Paxe crypte-sommet des glandes tubulaires
s’accompagne de l'apparition de granules de mucus. Ces granules sont libérés dans la
lumiére du colon par exocytose. Le noyau est situé a la base de ces cellules. La sécrétion de
mucus est continue et elle est observable au niveau des cryptes des glandes tubulaires. La
taille des granules et la composition des mucines varient au cours de la différenciation de
ces cellules. Les mucines sont de type sulfomucine au niveau des cryptes et de type
carboxymucine vers le sommet des glandes et au niveau de la surface de I'épithélium [90].
De plus, il existe également une différence dans la composition des mucines en fonction de
la région du colon [237].

Les cellules endocrines (figure 5C) sont peu nombreuses au niveau du colon (moins
de 1% de l'ensemble des cellules). Elles sont localisées principalement au niveau du
caecum et du rectum [29, 310]. Les celiules endocrines sont de petite taille, plutét de forme
arrondie ou de forme pyramidale. Elles contiennent des granuies éosinophiles ou clairs ; ces
granules sont libérées au niveau des membranes basale et latérale de ces cellules. Les
produits de sécrétion ont une action paracrine sur les cellules voisines. Ces cellules exercent
également une action endocrine lorsque les produits de sécrétion sont sécrétés, puis
traversent la lame basale vers les capillaires sanguins [29, 310]. Il existe plusieurs types de
cellules endocrines qui different par leur produit de sécrétion [29]. Cependant, il semblerait
que ces cellules dérivent de la méme population de cellules souches [198].

Les cellules M (M pour Membranous) sont associées a la présence de follicules
lymphoides [343]. Ces cellules présentent au niveau de leur membrane baso-latérale soit
des replis soit des prolongements membranaires (figure 5D). Cette architecture particuliere
est le résultat de linvagination de lymphocytes ou de macrophages au niveau de la
membrane baso-laterale. Les cellules M présentent une bordure en brosse irréguliére et
courte avec peu de glycocalyx. Les microvillosités sont plus larges. Les cellules M participent
a la présentation des antigénes aux macrophages et lymphocytes situés a proximité des
follicules lymphoides [247, 249]. Ces cellules absorbent les macromolécules et les particules
par endocytose. Les vésicules d’endocytose sont ensuite dirigées vers le pole baso-latéral
des cellules ou elles sont absorbées par les cellules lymphoides situées dans l'espace
intercellulaire formant une poche.

Les cellules de Paneth (figure 5E) sont également présentes au niveau du colon

particulierement au niveau du caecum et du colon ascendant [88, 156]. Elles sont localisées
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a la base des glandes tubulaires. Les cellules de Paneth du colon ne difféerent pas de celles

de l'intestin. Elles participent a la défense de I'épithélium grace a I'exocytose de lysozyme.

c. Prolifération et différenciation des cellules du colon adulte

Les cellules coliques différenciées sont produites par des cellules souches
communes a 'ensemble de I'épithélium intestinal [44]. Au niveau du colon, ces cellules sont
situées a la base des cryptes tubulaires. La zone de prolifération se situe au niveau des deux
tiers inférieurs des cryptes [216]. La différenciation entraine d’importants changements
morphologiques et biochimiques notamment dans la composition des mucines [90]. Pendant
leur migration le long de 'axe crypte-sommet des glandes tubulaires, les cellules acquiérent
des fonctions d’absorption et de sécrétion. Les cellules du colon sénescentes sont éliminées
a la sortie des cryptes et remplacées par des cellules provenant de la zone de prolifération

[78, 235]. Le renouvellement de ces cellules est assuré tous les trois a huit jours.

lil. REGULATION DU DEVELOPPEMENT ET DE LA DIFFERENCIATION DE

L’EPITHELIUM INTESTINAL

De nombreux travaux ont révelé que le développement proximo-distal de I'épithélium
intestinal et que la différenciation dans I'axe crypto-villositaire au niveau de l'intestin gréle ou
dans l'axe crypte-sommet des glandes tubulaires sont régulés par 'expression de hombreux
génes [54, 342]. De plus, linteraction épithélium-mésenchyme joue également un role
important dans ces processus [309].

Nous limiterons volontairement cette revue bibliographique a la description de la voie
de signalisation Wnt/Wingless : D’'une part, 'activation ou I'inactivation de cette voie conduit
a la transcription ou a la répression de geénes-cibles, eux-mémes impliqués dans les
processus de développement de 'embryon et de la différenciation cellulaire. Cette voie de
transduction a été étudiée chez C. Elegans, la Drosophile et le Xénope, ou elle participe
respectivement a l'induction du mésoderme, au développement de la polarité segmentaire et
a la mise en place du patron dorso-ventral de 'embryon [362]. D’autre part, lactivation de
cette voie de transduction est en partie responsable de la genese des cancers colorectaux

chez 'Homme [165].

a. la voie de transduction Wnt/Wingless

Mécanisme de transduction
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La voie de transduction Wnt/Wingless est illustrée figure 6. [259, 362]. Le signal
d’activation est une glycoprotéine riche en cystéines appartenant a la famille Wnt [240]. Chez
les Vertébrés, cette famille est représentée par au moins 16 membres. Chez la drosophile,
Wingless est ’homologue de la protéine Wnt [33, 272]. Parmi ces glycoprotéines, certaines
sont impliquées dans les processus de transformation des cellules ; elles sont considérées
comme des oncogenes cellulaires [367]. Par exemple, chez la souris, I'introduction dans les
glandes mammaires de vecteurs rétroviraux contenant 'ADNc codant Wnt-1, 3 ou 10b
entraine P'apparition de nodules cancéreux [182, 277]. L'immortalisation cellulaire a été
également obtenue & partir de fibroblastes de souris lorsque les protéines Wnt-1, 2 et 3b
sont exprimées [23].

L’activation de la voie de transduction est réalisée par la fixation de la glycoprotéine
Whnt au niveau d’un récepteur a sept domaines transmembranaires. Ce récepteur appatrtient
a la famille Frizzled composée de 11 membres chez les vertébrés [18, 375]. La liaison au
récepteur conduit a la phosphorylation de la protéine Dishevelled par la casein kinase | ou ll
[285, 363]. Par la suite, Dishevelled s’associe a la protéine axine et inhibe l'action d’'une
sérine/thréonine kinase, la glycogen synthase kinase 33 (GSK3p) [142]. Chez les vertébrés,
Finhibition de GSK3p nécessite la présence de la protéine Frat-1 [331]. GSK3p est
responsable de la phosphorylation de trois protéines associées dans un complexe
multimérique, la protéine adenomatous polyposis coli (APC), I'axine et la -caténine [283,
373]. En absence de signaux extracellulaires, la f—caténine phosphorylée est rapidement
dégradée apres ubiquitylation (fixation de résidus ubiquityl par 'E3 ubiquitin ligase au niveau
de résidus séryl a 'extrémité NH. de la protéine), et prise en charge par le protéasome [123].
La phosphorylation des deux autres partenaires semble d’'une part favoriser la stabilité du
complexe multimérique et assurer d’autre part la phosphorylation de la B caténine au sein de
ce complexe. Par contre, en absence de phosphorylation par la GSk3p, la B-caténine est
stable [123]. Elle est adressée via le pore nucléaire au niveau du noyau [19]. La -caténine
s’associe alors a un des membres de la famille LEF/TCF (pour lymphoid enhancer
factor/Tcell factor) [77]. Ce sont des facteurs de transcription dont le mode d’action dépend
de la formation du complexe p-caténine—facteur de transcription. Ces facteurs de
transcription se lient & TADN au niveau de séquences consensus “CTTTA/TA/T®, grace a
leur domaine structural HMG (pour high mobility group domain) [77]. Cependant, cette liaison
n'est pas suffisante pour permettre la transcription ou la répression de génes cibles : La
fixation de la B caténine est nécessaire au recrutement de coactivateurs ou de corépresseurs
[223, 325]. Chez la Drosophile, une partie de la région COOH terminale de la protéine

Armadillo, protéine homologue de la B-caténine des mammiféres fusionnée a la Pangolin,
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Figure 6 : Voie de signalisation Wnt/Wingless ( adaptée d ’aprés[375])

A : En absence de signaux extracellulaires, la B-caténine est phosphorylée au niveau d ’un
complexe multimérigue composé de APC, GSK3B et de | ’axine. Cette phosphorylation
entraine sa dégradation par le protéasome. Les facteurs de transcription LEF/TCF ne sont pas
actifs.

B : La fixation de ligand Wnt sur le récepteur Frizzled provoque | ’activation de la protéine
Dishevelled (Dsh) qui inhibe la kinase GSK3B. Cet événement a pour conséquence de
stabiliser la B-caténine. Celle-ci est alors transloquée vers le noyau et se lie a un facteur de
transcription LEF/TCF, ce qui permet la transcription de genes cibles. La protéine Dsh active
également la voie de signalisation MAP kinase par la kinase Jun N-terminal kinase (JNK)

conduisant a la transcription d ’autres géenes cibles.



'homologue de TCF chez la Drosophile, conduit a la transcription de génes cibles

indépendamment de la présence de la protéine Armadillo [353].

Geénes suppresseurs de tumeurs

Chez 'Homme, linactivation de la voie de transduction Wnt/Wingless précede les
processus de différenciation des cellules épithéliales [259]. Cependant, cette voie peut étre
activée par des mutations affectant les génes codant les protéines impliquées dans cette
voie de signalisation ; ce sont les génes suppresseurs de tumeurs codant les protéines APC,

B-caténine et axine [224].

L'identification de la protéine APC résuite du clonage positionnel réalisé a partir
d’ADN provenant de patients atteints de polypose adénomateuse familiale ou FAP [20, 112,
193, 236]. Le géne codant APC est localisé sur le chromosome 5 au niveau de la région
5g21-22. Les patients atteints par la FAP ont un allele inactif du géne codant pour la protéine
APC. Laltération de lallele restant mise en évidence par la technique de perte
d’hétérozygotie (ou LOH) conduit a la formation d’adénocarcinomes au niveau du colon [31].
Le géne APC est composé de 15 exons codant une protéine de 2843 acides aminés. Au
niveau protéique, plusieurs domaines ont été identifiés (figure 7A):

- L’extrémité NH, terminale comporte un domaine d’homodimérisation de la protéine,

- 7 motifs Armadillo composés de 42 acides aminés chacun ; la répétition Armadillo a été
identifiée au niveau de la B-caténine de Drosophile,

-une région comportant trois répétitions de 15 acides aminés ; cette région permet la fixation
libre ou non dépendante de la 3-caténine,

- une région comportant 7 répétitions de 20 acides aminés. Cette région permet également la
fixation de la B-caténine. Cependant, la liaison dépend I'état de phosphorylation des deux
protéines. D’autre part, cette région comprend également les sites de fixation de I'axine. Les
sites de liaison sont situés entre les répétitions de 20 acides aminés,

- deux domaines assurent la liaison de APC avec les microtubules du cytosquelette. Cette
liaison est soit directe au niveau d’un domaine basique soit indirecte et passe par la protéine
EB1.

- la région appelée MCR (pour mutation cluster region). C'est dans cette région que sont
localisés 45% des délétions affectant la protéine APC [165]. Cette région est localisée au
niveau de I'exon 15. Cependant les mutations peuvent affecter la totalité du géne APC. La
position des mutations au niveau du géne APC est corrélée aux manifestations cliniques de

la FAP. A titre d’exemple, les mutations affecfant les codons entre les positions 1403 et 1578
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Figure 7 : Organisation structurale des protéines APC et -caténine
(adaptée d ’aprés [375])

A: La protéine APC est constituée de 15 exons. L ’exon 15 commence au niveau de la
région MCR. Les délétions affectant le géne codant APC au niveau de | ’exons15 modifie la
liaison de la protéine a la B-caténine et a | ’axine. Ces délétions entraine | ’activation de la
voie Wnt/wingless

B : La protéine B-caténine est composée de 12 répétitions Armadillo. Le géne codant la
protéine est également muté au niveau d 'une région correspondant a | ‘extrémité NH2 de la

protéine. Ces mutations ne sont pas recouvrées exclusivement dans les cancers coliques



conduisent a des tumeurs desmoides [165]. Celles affectant I'extrémité 3’ de I'exon 15 et
produisant une protéine de grande taille ont une forme sévere de FAP associée a de
nombreux polypes. Paradoxalement, les délétions affectant les exons 3 ou 4, avant le codon
157, et produisant par conséquent une protéine de taille faible sont associées a des formes

atténuées de la maladie avec une polypose réduite [204, 314].

La protéine B-caténine (figure 7B) est une protéine de 781 acides aminés contenant
12 motifs Armadillo [362]. Cette protéine participe a 'adhésion intercellulaire. Elle permet,
grace a linteraction de I'o et de la y—caténine, la liaison entre une molécule d’actine et
lextrémité COOH de la E-cadhérine. Les mutations qui affectent le géene de la B-caténine
(CTNNbT) concernent essentiellement les acides aminés serine et thréonine situés dans la
région comprise entre les acides aminés 29 et 49. Ces mutations en modifiant les
interactions avec la protéine APC, assurent la stabilité de la protéine. Cependant, les
mutations identifiées dans cette région ne sont pas retrouvées uniquement dans les cancers

coliques [259].

La protéine axine a été révélée comme un inhibiteur de la voie de signalisation
Wnt/Wingless chez le Xénope [259]. Cette protéine se lie aux protéines APC, B—caténine,
GSK3p et Dishevelled, permettant la formation du complexe multimérique régulant le temps
de demi-vie de la B—caténine. Le géne codant I'axine est un gene suppresseur de tumeur.
L’inactivation biallélique de ce gene a été mise en évidence au niveau de cellules de
carcinomes hépatiques ne présentant pas de mutations du géne de la B-caténine [295]. La
mutation génére une protéine tronquée dont les sites de fixation de la B-caténine sont

perdus.

Genes cibles

Au niveau du colon, l'activation de la voie de signalisation Wnt/Wingless module la
transcription de genes cibles par le complexe Tcf/B—caténine, via un élément de réponse
situé en amont de la séquence codant la protéine. Plusieurs génes ont été identifiés chez
'Homme:
- cycline D1. La cycline D1 participe au cours du cycle cellulaire a la transition entre les
phases G1/S [10]. Au cours de la phase G1, les cyclines D1-3 sont synthétisées et forment
des complexes avec les CDkinases 4,6. La formation de ces complexes inhibe la protéine
pRB par phosphorylation et libere le facteur E2F, favorisant la transcription de génes

nécessaire lors de la phase S. Parmi les promoteurs des genes des cyclines D, seul celui du
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gene codant la cycline D1 contient un élément de réponse pour TCF [329]. L’activation de la
voie de transduction entraine un accroissement de la synthése de la cycline D1.

- c-myc. Cet oncogéne participe également a la progression dans le cycle cellulaire au cours
de la phase de transition G1/S. L’expression de c-myc est augmentée sous laction de
TCF/p—caténine [126].

- Zonula occludens 1(Z0O-1): le produit du géne code une protéine impliquée dans la
formation des jonctions de type zonula occludens [209]. Au niveau de ces jonctions, ZO-1
est associé a la f-caténine et a la E-cadhérine. L’activation de la voie de transduction
contribue a diminuer le taux en ARNm et en protéine de ZO-1. Curieusement, au niveau des
cancers colorectaux, le niveau de répression varie en fonction de fhistologie de la tumeur ;
pour des tumeurs différenciées, ZO-1 est présent a un niveau equivalent a celui du tissu sain
adjacent. L’absence de protéine ZO-1 semble étre corrélée a des tumeurs peu ou pas
différenciées.

- UPAR. Ce géne code une protéine responsable de la dégradation de la matrice
extracellulaire. L’accroissement de la synthése de cette protéine permet d’augmenter
linvasion tissulaire et d’accroitre la motilité cellulaire en participant a la dégradation de la
matrice extracellulaire. Cependant, I'action de TCF/B—caténine passe par celle du complexe
cjun/fra-1 formant le complexe AP1. C’est en effet au niveau du promoteur de fra7l qu’un
élément de réponse de TCF a été identifie [209]. L’'accroissement de la transcription de fra1
entraine dans un deuxiéme temps celle de uPAR.

- cyclooxygénase 2 (COX-2). Il existe deux isoformes de cette enzyme [364]. COX-1 est
exprimé de maniére constitutive au niveau de I'épithélium intestinal. A 'opposé COX-2 est
une isofome induite fortement exprimée dans les cancers colorectaux, mais absente au
niveau des cellules épithéliales coliques normales. Son expression peut atteindre 20 & 30
fois celle de COX-1; Les deux isoformes participent a la formation du précurseur des
prostaglandines, PGH2. PGH2 est également le précurseur d’autres eicosanoides tels que
les prostacyclines, les thromboxanes et les leucotriénes. L’ensemble de ces molécules sont
des médiateurs cellulaires [364].

- Cdx1. |1l appartient & la famille des génes caudal [138]. La protéine Cdx-1 est
préférentiellement exprimée dans les cellules indifférenciées des cryptes [306]. Licker et al.
[200] ont montré que Cdx-1 est un géne cible du complexe B-caténine /Tcf-4. Il est par
conséquent régulé par la voie Wnt/Wingless dans les cellules de I'épithélium en prolifération.
Cette régulation s’explique par 'existence au niveau du promoteur de Cdx-1 d'un élément de
réponse pour TCF-4 [200]. D’autre part, Cdx-1 inhibe la prolifération des cellules des cryptes

en réprimant I'expression des cyclines D [205].
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b. facteurs transcriptionnels intervenant dans le développement et Ila

différenciation de I’épithélium

Le développement de l'axe antéro-postérieur de lintestin et la différenciation de
I’épithélium intestinal sont régulés par plusieurs familles de facteurs de transcription [54] :
- Tcf-4 est le produit du géne Tcf712. Il appartient a la famille des facteurs de transcription
LEF/TCF. Ces facteurs sont la cible de la voie de signalisation Wnt/Wingless. L'obtention de
souris homozygotes Tcf-4" a montré que ces souris meurent aprés la naissance [173]. Au
niveau de lintestin, les zones de prolifération des cellules intestinales sont absentes.
L’'analyse histologique des cellules a d’autre part montré une absence totale de cellules
endocrines [173].
- Les génes homéotiques Cdx1 et 2. Chez la souris, ils interviennent dans le processus de
développement de lintestin et de la différenciation cellulaire [147]. Chez les mammiféres,
Cdx-1 a été le premier géne homéotique dont I'expression a été révélée dans les tissus
d’origine endodermique [76, 138]. Chez la souris, son expression augmente graduellement le
long de l'axe proximo-distal de lintestin [97, 147]. Le géne Cdx2 code un facteur de
transcription qui est exprimé dans les entérocytes différenciés [146]. Ce facteur se fixe sur
les promoteurs des génes cibles codant par exemple la sucrase-isomaltase [320], la lactase-
phlorizyne hydrolase [344], 'apolipoproteine B [184] et 'anhydrase carbonique | [74]. Ainsi,
le géne Cdx2 et son produit participent a la différenciation terminale de I'entérocyte.
- Les facteurs de transcription de la famille Forkhead sont exprimés au cours du
développement et dans lintestin adulte [153]. Cependant, ces facteurs de transcription sont
présents soit dans les cellules épithéliales et les cellules mésenchymateuses soit dans les
cellules épithéliales seules. Plusieurs membres sont impliqués. Fkh6 et Nkx2-3 participent a
la régulation de la prolifération des cryptes [153, 248]. L’obtention de souris transgéniques
dont les génes respectifs sont invalidés a montré une prolifération accrue des cellules
intestinales. HFH11 et HNF3[ sont exprimés au cours du développement par les cellules
épithéliales et mésenchymateuses [376]. Leur expression est ensuite limitée aux celiules
épithéliales des cryptes. Les membres de cette famille de facteurs de transcription peuvent
d’autre part agir sur 'expression de Cdx2. Le promoteur de Cdx2 contient en effet des
éléments de réponses spécifiques de cette famille de facteurs de transcription,
particulierement pour les facteurs HFH11 et HNF3 [376].
- La différenciation des cellules intestinales implique également des protéines de la matrice
extracellulaire. La lame basale a linterface entre les cellules épithéliales et les cellules
mésenchymateuses intervient dans ces interactions via l'interaction intégrine-laminine [309].
Chez la souris, 'obtention de mutants présentant la délétion du domaine cytoplasmique de

Fintégrine 4 a montré une diminution de la prolifération cellulaire au niveau des cryptes
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[232]. Le mécanisme d’inhibition implique l'inhibiteur d’'une kinase dépendante d’une cycline,
p27"%! dont Pexpression est accrue en absence du domaine extracytoplasmique de
lintégrine 4 [85, 385]. Cette modification permet la sortie des cellules du cycle cellulaire et
leur différenciation. La transition proliferation/différenciation dépendrait également de
Pexpression d’un autre inhibiteur d’'une kinase dépendante de cycline, Iinhibiteur P21Waf/cie!
333 " Cet inhibiteur modifie la progression du cycle cellulaire en modulant expression de c-
myc [53]. La differenciation celiulaire est également dépendante de la présence de la
laminine-1. Cette glycoprotéine est exprimée dans les cellules épithéliales et
mésenchymateuses [307, 308]. La diminution de la synthése endogéne de laminine-1
entraine une modification de la maturation d’enzymes telles que la lactase ou la
sacchacrase/isomaltase [62]. Enfin, Lorentz et al. [203] ont montré que la surexpression de
Cdx2 au niveau de cellules Caco-2 transfectées de maniéere stable avec le géne codant
Cdx2, accroit 'expression de protéines impliquées dans linteraction cellule-cellule et cellule-
matrice extracellulaire, telles que lintégrine 4, APC, la E-cadhérine et la laminine-1. A
l'opposé Cdx2 diminue l'expression de Cdx1. De plus, en utilisant une stratégie ARN
antisens, les auteurs ont révélé que I'expression de Cdx2 est régulée par la présence de

laminine-1.
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LES RECEPTEURS ACTIVES PAR LES PROLIFERATEURS
DE PEROXYSOMES : LES PPAR

. STRUCTURE DES PPAR

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes ou PPAR (pour
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) sont des facteurs de transcription appartenant
a la superfamille des récepteurs nucléaires aux hormones, famille comportant une
soixantaine de membres parmi lesquels figurent les récepteurs des hormones stéroides,
ceux de l'acide rétinoique tout-trans et 9-cis, des hormones thyroidiennes (TRa et ) et de la
vitamine D3 [56]. L’isolement suivi du séquengage de 'ADNc codant le premier récepteur
nucléaire pour les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) a été réalisé par Isseman et Green
[141] a partir d’'une banque ADNc de foie de souris. La pluralité de ces récepteurs a
rapidement été démontrée grace aux travaux de Dreyer et al [73] révélant I'existence chez le

Xénope de trois isotypes appelés respectivement PPARa, 3 et v.

Les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires présentent des

homologies structurales [72]. lls comportent habituellement les domaines suivants (figure 8):
- un domaine A/B, localisé a I'extrémité NH, terminale de la protéine, domaine trés variable
dans sa longueur et dans sa séquence en acides aminés. Ce domaine confere la spécificité
aux différentes formes de PPAR. |l contient une région activatrice nommée AF1 (pour
activating function 1) indépendante de la fixation du ligand et correspondant a un site de
phosphorylation {1, 137, 302]. Ce site est absent dans la structure de PPARP [1].
- un domaine C, domaine de liaison a 'ADN (ou DBD pour DNA binding domain) qui a été le
plus particulierement conservé au cours de I'évolution. Ce domaine contient deux motifs en
doigts de zinc, caractéristiques de I'ensemble des membres de cette famille. Chacune de
ces structures est composée de 4 résidus cystéine ainsi que de 2 séquences invariantes
d’acides aminés. La premiere de ces séquences nommée boite P, détermine la spécificité de
contact entre le récepteur et TADN. La seconde séquence dénommée boite D, est impliquée
dans la dimérisation des récepteurs et dans la reconnaissance de la séquence nucléotidique
appelée élément de réponse.

- un domaine D qui constitue une zone charniére.

18




NHZ_

A/B

C

EIF COOH

T AF-

Fixation a ’ADN

Doigts de Zinc

Fixation du ligand AF-2

Figure 8 : Structure des PPAR
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- un domaine E qui intervient dans la liaison au ligand et qui est composé de 13 hélices o et
de 4 feuillets B (ou LBD pour ligand binding domain). Il posséde également d’autres fonctions
puisque ce domaine est aussi impliqué dans le processus de dimérisation. Il peut étre
associé a des protéines de choc thermique. Il contient une hélice o. amphipatique ligand-
dépendante, localisée du cété C-terminal et considérée comme étant une région activatrice
nommée AF2 (pour activating function 2) dépendante de la fixation du ligand. Selon le
promoteur, AF2 peut agir soit indépendamment soit coopérativement, avec AF1, localisée
dans le domaine A/B. AF2 est responsable de la reconnaissance des cofacteurs nécessaires

a laccroissement de la transcription basale.

Il. LES DIFFERENTS ISOTYPES DE PPAR

A T'heure actuelle, trois isotypes de PPAR, o (ou NR1C1 [56]), B/d (aussi nommé
FAAR, NUC1 ou NR1C2 [56]) et v (ou NR1CS3 [56]) sont identifiées [56]. Ces isotypes ont été
clonés chez le Xénope [73]. Chez 'Homme et la souris, leur existence a également été
établie [3, 109, 110, 297, 303, 334, 386)]. Les PPAR ont été également mis en évidence dans
d’autres especes animales tels que le rat, le hamster et le porc (pour revue, [360]).

Deux isoformes de PPARYy (y1 et y2) ont été identifiés chez THomme et la souris. Ces
protéines résultent de I'épissage alternatif différentiel de 'ARNm [188] codé par le géne
PPRARYy. La protéine PPARY2 differe de celle de PPARY1 par la présence supplémentaire de
30 acides aminés localisés a l'extrémité NH, terminale [83, 230]. Par ailleurs deux
promoteurs sont connus dans le gene PPARY. Leur intervention conduit & la production de la
méme protéine [84]. Chez 'Homme, une troisieme isoforme PPARY3 est générée grace a un
promoteur différentiel et produit une protéine identique a PPARy1 [84]. Récemment,
plusieurs autres isoformes de PPARy ont été identifiées chez le singe. Il s’agit des isoformes
PPARY1, PPARY2, PPARYy4 & PPARy7 [383]. La formation de ces différents isoformes est le
produit de la participation combinée des exons A1, A2, B, C et D localisés du cété 5UTR de
la séquence génomique de PPARY avec ies exons E1 & E6 communs a I'ensemble des
isoformes des PPAR (figure 9). Chez le singe, les isoformes PPARYy4, v5, ¥6 et y7 sont
exprimées dans les macrophages, PPARY6 et y7 sont présentes dans le tissu adipeux, mais
absentes des muscles, des reins ou des poumons. De plus, les séquences des exons C et D
d’ADN de singe ont été comparés a celles ’ADN humain recueillies a partir d’'une banque de
données de séquences d’ADN humain. L'alignement de ces séquences a montré qu’elles
étaient similaires a plus de 80%. Ce résultat suppose lexistence de ces différentes

isoformes de PPARY chez 'lhomme.
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Figure 9 : Structures des ADNc de PPARy[398]
A : Les structures des 7 ADNc de PPARYy identifiés dans les monocytes/macrophages des
singes sont schématisées. L ’étoile représente le codon ATG montrant le site d'initiation de la
transcription.
B : Structures génomiques des PPARYy de souris (MPPARY), de | 'Homme (hPPARY) et des
singes (MPPARY). Les fleches indiquent le site d "initiation de la transcription.




lll. DISTRIBUTION TISSULAIRE DES PPAR

De maniére générale, les distributions tissulaires des différents PPAR sont
spécifiques. PPAR« est exprimé préférentiellement au niveau du foie, du coeur, du rein et du
tissu adipeux brun [16, 25, 141]. Dans d’autres tissus comme lintestin gréle, les muscles
squelettiques, le thymus et les testicules, PPARa est plus faiblement exprimé. La présence
de PPARP a été observée dans tous les tissus, mais cette protéine semblerait plus fortement
exprimée dans ie cerveau [25]. La distribution tissulaire de PPARY1 est voisine de celle de
PPARo. Chez les rongeurs, PPARY2 est un récepteur exprimé de fagon prédominante dans
le tissu adipeux [42, 336, 386]. Chez 'Homme, les expressions de ces deux isoformes sont
inversées par rapport a celles observées au niveau du tissu adipeux murin [7, 374].
L'expression des différents PPAR évolue également au cours du développement. Chez les
Rongeurs, PPARS est synthétisé trées précocement au cours de [I'embryogenése.
L’expression de PPARS est suivie par celle de PPARa puis de PPARY [26, 170]. Enfin,

PPARS participe a la nidation des embryons chez la souris [201].

IV. MODE D’ACTION DES PPAR

a. Formation d’hétérodimeres

Les PPAR agissent en se fixant sur des séquences spécifiques situées au niveau des
promoteurs de génes cibles. Ces séquences appelées éléments de réponse des PPAR (ou
PPRE pour Peroxisome Proliferator Responsive Element) sont constituées de deux demi-
sites composés de 6 nucléotides séparés par un nucléotide indifférent [171, 350] (figure 10).
Les deux demi-sites constituent une séquence répétée directe (Direct Repeat ou DR1).
L'élément de réponse consensus correspond a la séquence AGGTCA(N)AGGTCA. Les
PPAR se fixent & leur élément de réponse sous la forme d’hétérodiméres. Le partenaire
préférentiel des PPAR dans la formation des hétérodiméres est le récepteur nucléaire de
lacide 9-cis rétinoique (RXR). Chaque récepteur occupe un demi-site de Pélément de
réponse. La région adjacente située en 5 de DR1 joue également un rble dans la
reconnaissance spécifique de I'hétérodimere pour son élément de réponse [351]. Le motif
DR1 n'est pas spécifique de PPAR ; d'autres récepteurs nucléaires, RAR, COUP-TF1 ou
HNF-4 se lient au motif DR1. La spécificité de liaison de ces récepteurs nucléaires au niveau
du motif DR1 réside dans la position des bases a l'intérieur de la séquence consensus et de
la base séparant les demi-sites de I'élément de réponse [234]. Ces conditions déterminent
également la fixation des hétérodimeres PPAR/RXR, RAR/RXR ou des homodimeres
RAR/RXR sur élément de réponse [234]. A cbdté de la fixation au motif DR1, les
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Figure 10 : Mode d’action des PPAR (adaptée de [327])

Le PPAR se fixe sous forme d’hétérodimeéres avec le récepteur de I'acide 9 cis rétinoique
(RXR) sur des séquences spécifiques ou éléments de réponse. Ces éléments de réponse
sont composés de la séquence AGGTCA répétée, séparée par un nucléotide indifférent.
L'activation des PPARs dépend du ligand choisi. Il peut étre d'origine extracellulaire (fibrates,
dérivés des acides gras par exemple) ou cellulaire provenant de la voie de la
cyclooxygénase ou de la lipooxygénase. Certains ligands exogénes peuvent entrainer une
modification métabolique qui aurait pour conséquence de moduler I'expression des ligands
endogénes provenant de la voie de la lipooxygénase ou celle de la cyclooxygénase.
L ‘’activation du récepteur impliqgue un processus de phosphorylation ou de
déphosphorylation. Au final, il y a fixation de I'hétérodimére RXR/PPAR auquel s'ajoutent les
coactivateurs.

NSAID : drogue anti-inflammatoire non stéroidienne



hétérodiméres PPAR/RXR se lient in vitro a I'élément de réponse du récepteur aux
oestrogenes [160], et peuvent interagir avec le récepteur de I'hormone thyroidienne [21, 26,
52].

La transcription de génes cibles de PPAR dépend de la fixation du ligand de PPAR et
de RXR et de la formation de I'hétérodimére. Au niveau du LBD de PPAR, la fixation du
ligand entraine une modification conformationnelle qui conduit au déplacement de Phélice 12
[71, 238, 352]. Ce déplacement place I'extrémité de I'hélice 12 a I'extérieur de domaine LBD
et permet l'interaction avec les coactivateurs necessaires a la transcription [128, 340]. Les
coactivateurs interagissent avec le récepteur nucléaire sur un motif conservé LXXLL, ou X
représente n'importe quel acide aminé [372], situé au niveau de I'extrémité COOH de I'hélice
12. Ce changement conformationnel implique d’autres résidus de I'hélice 3 du domaine LBD.

Il existe deux grands groupes de coactivateurs agissant avec les récepteurs
nucléaires [96, 372]:

- le premier incluant la famille SRC-1 (pour steroid receptor co-activator-1) est caractérisé
par une fonction acétyl transférase des histones favorisant le modelage de ia chromatine. La
participation de ces coactivateurs dans lactivation de la transcription dépend de la
phosphorylation du site présent dans la région AF1. Elle ne nécessite ni la présence des
ligands ni de ce fait la transactivation de AF2 [96].

-Le second groupe de cofacteurs comprenant par exemple DRIP205/TRAP220 ou PPAR
binding protein/TRAP220 [387] interagit directement avec le complexe impliqué dans la
transcription basale. L’interaction coactivateur-récepteur dépend du motif LXXLL localise
dans la région AF2, et de la présence de ligand.

CBP/p300 (pour cAMP response element-binding protein) et SRC-1 interagissent avec
I'héterodimere PPARa ou y/RXR [70, 100, 262]. Dans les deux cas, la présence d’'un ligand
est nécessaire a l'interaction coactivateur-récepteur. D’autres coactivateurs tels que PGC-1
[263], ARA 70 [129] ou RIP140 [221] interagissent également avec PPAR. Cependant le
mécanisme de fixation et leur réle respectif dans l'activation de la transcription ne sont pas
définis.

Enfin, la fixation d’un ligand est aussi corrélée a la libération de corépresseurs,
empéchant la transcription des géenes cibles. Le complexe PPARa ou y/NcoR (pour nuclear
receptor corepressor) est dissocié lors de I'ajolt d’un ligand spécifique dans le milieu [69,
241].

Ainsi, le mécanisme d’action de I'hétérodimeére PPAR/RXR implique dans un premier
temps la fixation de cofacteurs au niveau de AF1. La liaison du ligand libere le corépresseur
et modifie la conformation du domaine LBD assurant la liaison d’autres coactivateurs formant

un pont entre ’hétérodimere et le complexe d'initiation de la transcription [372]
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b. Les activateurs des PPAR

Le domaine de liaison au ligand des trois isotypes de PPAR est suffisamment
divergent en acides aminés pour assurer une spécificité de fixation d’un large spectre de
ligands. Les activateurs des PPAR comportent des ligands synthétiques comme les
hypolipémiants, les composés anti-inflammatoires et les agents anti-diabétiques ou des
substances naturelles comme les acides gras a longues et moyennes chaines et les
eicosanoides (figure 11) [365].

Les composés hypolipémiants de la classe des fibrates, comme le clofibrate ou le Wy
14,643, ont été les premiers ligands des PPAR a avoir été identifiés. Des expériences de
transfection ont montré que ces fibrates activent PPARo & des concentrations de 10pM alors
qu’ils activent PPARy & des concentrations de 100puM [189]. Des expériences de fixation de
ligand (ou binding) ont révélé que Fanalogue GW 2331 des fibrates montre une forte affinité
pour PPARa avec une constante de dissociation (Kd) de 140nM [168]. Grace au test CARLA
(pour coactivator-dependent receptor ligand assay) Krey et al [175] ont montré chez le
xénope que le bezafibrate est un ligand pour PPARP et que le ciprofibrate est un activateur
de PPARYy alors que ces deux composés se fixent sur PPARa pour les mammiféres. Les
drogues anti-inflammatoires non stéroidiennes comme libuprofene, l'indométhacine et le
fénoproféene activent PPARo 5 a 10 fois mieux que PPARy [189]. Les thiazolidinédiones anti-
diabétiques sensibles a l'action de I'insuline (TZD) montrent une forte affinité pour PPARY
[190] ; ainsi le rosiglitazone (BRL 49653) est un ligand de PPARYy dont le Kd est de 43nM.

La recherche de ligands naturels a révélé que PPARo est activé par de nombreux
acides gras a longues chaines et, en particularité par les acides gras polyinsaturés comme
lacide docosahexaénoique (EPA), [lacide linoléique, l'acide linoléique et Iacide
arachidomique [106, 159]. Ces trois derniers composés activent aussi bien PPARa que
PPARY a des concentrations identiques de I'ordre du micromolaire (Kliewer et al, 1995). Krey
et al. [175] ont montré grace au test CARLA que ces acides gras polyinsaturés sont des
activateurs efficaces de PPARo et de PPARRB. EPA a pu étre co-cristallisé dans le domaine
de fixation LBD du PPAR [371]. Les métabolites oxydés de l'acide linoléique, présents dans
les lipoprotéines oxydés de faibles densités, comme l'acide 9-hydroxy-octadécadienoique (9-
HODE) et le 13-HODE, sont aussi des ligands pour PPARY [233].

Bien que l'acide 5,8,11,14-tétraeiosanoique (ETYA), un analogue stable de l'acide
arachidonique, soit un puissant activateur de PPARa. [159], seuls quelques dérivés de l'acide
arachidonique comme les eicosanoides sont des ligands des PPAR. Un métabolite des
prostaglandines (PG) D2, le 15-deoxy-A12,14 PG J2, est un ligand naturel de PPARy

présentant une constante de dissociation variant de 325 nM a 2,5 pM selon les études [95,
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Figure 11 : Les ligands synthétiques et naturels des PPAR [84]
A : Agonistes synthétiques des PPAR comprenant les proliférateurs de peroxysomes (Wy
14,643), les analogues des acides gras (ETYA), les fibrates (clofibrate, bezafibrate, GW2331,
GW2433), les drogues anti-inflammatoires non stéroidiennes (indométhacine) et les
thiazolidinédiones (rosiglitazone).
B : Agonistes naturels des PPAR comprenant les acides gras polyinsaturés et leurs

métabolites.



169]. L’acide 8(S)-hydroxy-eicosatetraenoique (HETE) et le leucotriene (LT) B4 sont des
activateurs de PPAR« dont la constante de dissociation est de I'ordre du micromolaire [66,
168, 202).

Aucun ligand spécifique de PPARB n’a été identifié parmi les eicosanoides,
cependant les prostacyclines PG A1 ou un de ses dérivés et la PG |1 activent
préférentiellement cet isotype comme I'ont montré des expériences de transfection [94, 115,
379].

Il est d’autre part intéressant de noter que Pactivation du couple PPAR/RXR implique
le plus souvent la fixation préalable du ligand de chaque partenaire (figure 10). Cependant,
plusieurs études ont montré que l'activation des hétérodiméres PPAR/RXR ne nécessite pas
obligatoirement la présence du ligand de PPAR alors que celle de I'acide 9-cis rétinoique,
ligand de RXR, est indispensable [72, 171, 231].

c. Phosphorylation et déphosphorylation

Ce processus est un mécanisme important pour lactivation des PPAR. Ce
mécanisme de régulation est également observeé pour d’autres facteurs de transcription [96].
PPARa est actif lorsqu’il est phosphorylé comme c’est le cas pour les récepteurs aux
oestrogénes par exemple. Par contre, la transactivation de PPARy implique une
déphosphorylation du récepteur au niveau du domaine AF-1.

PPARa humain est phosphorylé sur les résidus sérine 12 et 21 du domaine AF-1 par
la voie MAPKinase (pour mitogen-activated kinase) [152]. Cette phosphorylation, insuline
dépendante [302], est modulée par des inhibiteurs sous contréle de la voie Janus Kinase 2/
Signal Transducer and Activator of Transcription 5b (JAK2/STAT5b) elie-méme régulée par
des hormones de croissance [384]. Le traitement de cellules de foie de rat par le ciprofibrate
induit la phosphorylation de PPARa [254]. De plus, les proliférateurs de peroxysomes
induisent une phosphorylation des résidus tyrosine par les kinases ERK1 et 2 (pour

extracellular signal-regulated kinases) [279].

PPARy1 et PPARY2 sont phosphorylés sur les résidus sérine en position 82, 84 et
112, 114 du domaine AF-1 par la voie MAP Kinase [1, 137]. Cependant, dans les
préadipocytes et dans les adipocytes, la phosphorylation de PPARy est stimulée par
linsuline et ne dépend pas de la voie MAP Kinase [34, 380]. Par contre, la PG F2 inhibe la
phosphorylation de PPARy dépendant de la voie MAP Kinase [268]. De plus, la
phosphorylation de PPARy1 au niveau de la sérine 84 peut étre assurée par les voies ERK2

et c-jun N-terminal kinase [1, 34]; et celle de la sérine 82, par stimulation du récepteur du
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facteur de croissance par la voie MAPK dépendante [34]. Les protéines de stress comme
JNK/Stress activated protein kinase phosphorylent PPARy1 selon une voie indépendante
des MAP Kinase [35]. La phosphorylation de PPARy diminue aussi bien la fixation du ligand
sur son récepteur que lactivité transcriptionnelle des génes cibles de PPARy, et la
différenciation des préadipocytes en adipocytes [137].

Finalement, PPARp/$ peut étre phosphorylé méme si aucune séquence consensus
MAP Kinase n’est retrouvée au niveau du domaine A/B. Cette phosphorylation de PPARPB/S

se fait certainement par une voie n'impliquant pas les MAP Kinases [1].

V. INTERVENTION DES PPAR DANS LE METABOLISME LIPIDIQUE

a. Métabolisme des acides gras

De nombreux génes impliqués dans le catabolisme des lipides sont sous le contréle
de PPARGq. Les acides gras proviennent des particules lipoprotéiques a travers une activité
lipoprotéine lipase puis sont pris en charge par les cellules. La lipoprotéine lipase dont le
géne est contrdlé par PPARa, hydrolyse les triglycérides présents dans les lipoprotéines de
faible densité (LDL) [299]. PPARa augmente la transcription des génes codant les
apolipoprotéines Al et All [357, 358] et inhibe la transcription du géne de l'apolipoprotéine
CllI [316]. Il en résulte une modification du transport des apolipoprotéines de forte densité et
une augmentation de 'activité de la lipoprotéine lipase. Le transport intracellulaire est facilité
par la stimulation des genes cibles de PPARa comme ceux codant la protéine de transport
des acides gras, la fatty acid translocase et la fatty acid—binding protein cytosolique
hépatique [227, 305]. La prise en charge des acides gras a longues chaines implique
lactivation de l'acyl coA thioester par I'acyl coA synthétase [300] suivie d’'une dégradation
par la voie de la B-oxydation peroxysomale dont les enzymes ont une expression régulée par
PPARo [73, 185, 350, 381]. Les acides gras a longues chaines sont importés dans la
mitochondrie par la carnitine palmitoyl transférase | dont 'expression est régulée par PPARo
[27, 215, 378]. De plus, PPARo régule l'expression de lacyl coA deéshydrogénase
mitochondriale, enzyme impliquée dans la B-oxydation des acides gras a chaines moyennes
[113] et celle de la B-hydroxy-3-méthylglutaryl-coA synthétase [276].

Les résultats obtenus chez des souris pour lesquelles le gene codant PPARo. est
invalidé démontrent que PPARo régule positivement la (-oxydation constitutive
mitochondriale [4]. Un régime riche en graisse induit chez ces souris une accumulation de
lipides dans le foie par suite d’'une diminution de I'import des acides gras a longues chaines

au niveau des mitochondries. 1l faut noter que ces souris ont un métabolisme modifié,
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caractérisé par un taux élevé de cholestérol, une baisse de la -oxydation mitochondriale

[68] et des modifications des taux de lipoprotéines circulantes [257].

Finalement, le taux transcriptionnel du gene PPARa. est sous le contréle circadien du
taux de glucocorticoides qui participent a la mobilisation énergétique de l'individu [191, 192).
L’activation de PPARo modifie la thermogenése en modulant I'expression des protéines
UCP 1 ET 2 (pour uncoupling protein 1 et 2) [161, 328] au niveau du tissu adipeux. Le géne
UCP1 est également régulé par PPARY dans les adipocytes bruns de rat [161].

b. Différenciation adipocytaire

La difféerenciation adipocytaire est un processus complexe impliquant de hombreux
génes [114, 267, 311]. Dans ce processus interviennent les protéines C/EBP (pour
CCAATT/enhancer binding protein) et les PPAR. PPARYy est impliqué dans la différentiation
terminale des adipocytes. Il a été montré chez la souris que PPARY2 s’hétérodimérise avec
RXRo [334] et régule I'expression de la protéine aP2 porteuse d’acides gras [337], et celle
de la phosphoénolpyruvate carboxykinase [335], qui sont deux marqueurs de la
différenciation terminale des adipocytes. L’expression de PPARy et de C/EBPo augmentent
durant la différenciation et la maturation des adipocytes [368, 369]. L’activation de PPARy
par les thiazolidinédiones augmente le nombre des petits préadipocytes dans le tissu
adipeux blanc [243]. Ces cellules stoppent leur croissance et se différencient en adipocytes.

L’étape initiale de la prolifération préadipocytaire peut dépendre de PPARP/6 [122].
Le réle central de PPARYy a été démontré par plusieurs travaux :
- L'infection par des rétrovirus recombinants contenant la partie codante de PPARYy entraine
chez des fibroblastes de souris leur différenciation en adipocytes [337].
- L’activation de PPARy avec les thiazolidinédiones stimule la trans-différenciation des
myoblastes en adipoblastes [111].
- La phosphorylation induite de PPARy bloque la différenciation adipocytaire des cellules
NIH3T3 [137].
Outre son action sur des genes cibles impliqués dans la différenciation terminale de
adipocyte, PPARYy participe également a la sortie des cellules du cycle cellulaire. Cette
sortie dépend de linhibition de la fixation a 'ADN et de lactivité transcriptionnelle des
facteurs E2F/DP [2]. PPARY réduit 'expression de la phospholipase 2A ; la phosphorylation
des facteurs E2F/DP est alors augmentée ce qui entraine une diminution de l'activité du
complexe E2F/DP.
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VI. INTERVENTION DES PPAR DANS LA DIFFERENCIATION D’AUTRES TYPES

CELLULAIRES

Les PPAR sont impliqués dans la différenciation de différents types cellulaires autres
que les adipocytes. PPAR« induit la différenciation des cellules épidermiques [120, 273]. De
plus, le farnesol stimule la différenciation des kératinocytes via PPARa [121], par contre
lactivation de PPARy inhibe la prolifération des kératinocytes [81]. PPARw induit la
différenciation des cellules tubulaires interstitielles des testicules [301]. Dans le foie, PPAR«
induit la différenciation des cellules ovalaires [154] et la maturation des hépatocytes [318].

PPARP/S est fortement exprimé dans le cerveau [25]. Il en est de méme dans le
cervelet, tout particulierement dans les cellules de Purkinje [174]. L’expression de cet isotype
est corrélée a la différenciation des oligodendrocytes [108]. Chez le rat, PPARP est impliqué
dans le développement du cerveau [26]. PPAR régule l'activité de I'acyl co-A synthétase 2
et donc peut étre impliqué dans le métabolisme lipidique du cerveau [14].

L’activation de PPARy par un agoniste induit la différenciation d’'une part des cellules
mésangiales de rat [5] et d’autre part des trophoblastes humains [296]. De plus, les souris
dont le géne PPARyest invalidé ont un développement placentaire anormal malgré une
différenciation trophoblastique [12].

A notre connaissance, un exemple unique de Pactivation d'un isotype de PPAR
empéche la différenciation cellulaire terminale. Il concerne les cellules pré-ostéoblastiques
MC3T3-E1 de souris. Le traitement de ces cellules par le ciglitazone ou par le troglitazone

inhibe la différenciation terminale de ces cellules [143].

VIl. ROLES DES PPAR DANS L’INFLAMMATION TISSULAIRE
Plusieurs travaux ont permis de montrer 'implication des PPAR dans le processus de

linflammation tissulaire. Les souris PPARo™

montrent une réponse inflammatoire
prolongée. Cet allongement implique PPARa qui contrdle le catabolisme des leucotrienes
B4, ligands naturels de PPAR« [66]. Dans les cellules des muscles lisses, PPARa inhibe
action des interleukines 1 (IL-1) en s'opposant a l'induction de la cyclooxygénase par le
facteur nucléaire kB (NF-xB). Cet effet est mis indirectement en évidence par la mesure de
la production des IL-6 et des prostaglandines [315]. Des effets similaires ol PPARo réprime
aussi NF-kB et diminue la production de cytokines inflammatoires, sont observés au niveau
de la rate [261].

Les études réalisées sur les monocytes/macrophages ont confirmé la participation de

PPARy dans l'inflammation tissulaire. Dans ces cellules, les ligands de PPARYy inhibent aussi

26



bien l'activation des macrophages que la production de cytokines inflammatoires, comme
TNFa, IL-1B et IL-6 [149, 271]. De plus, PPARY inhibe I'expression de l'oxyde nitrique
synthétase en bloquant l'activité des facteurs de transcription AP-1, STAT et NF-kB [270,
271].

VIil. ROLES DES PPAR DANS D’AUTRES PATHOLOGIES

a. PPAR et athérosclérose

La formation de la plaque d’athérome est un processus complexe ou plusieurs
facteurs interviennent. La participation des cellules endothéliales, la prolifération des cellules
des muscles lisses (SMCs), la migration des monocytes/macrophages, et la régulation des
facteurs de croissance et des cytokines sont importantes dans le développement de
I'athérosclérose. L’inflammation chronique des vaisseaux sanguins intervient également
dans cette pathologie. L’'activation de PPARy par ces ligands diminue la production des
cytokines inflammatoires IL-13 et IL-6, l'activité de l'oxide nitrique synthétase inductible
(iNOS), et le taux de TNFa en inhibant I'activité des facteurs de transcription comme AP-1,
STAT et NF-kB dans les monocytes/macrophages [149, 271]. D’autre part, P'activation
inflammatoire des SMCs de l'aorte est inhibée par les ligands de PPARo mais pas par ceux
de PPARY [315]. Les macrophages induisent la sécrétion de la métalloprotéinase matricielle
(MMPs), enzyme qui est importante dans la dégradation des matrices extracellulaires ce qui
entraine la libération de la plaque d’athérome. Dans les macrophages et dans les SMCs,
l'activation de PPARY diminue I'expression de la MMP-9, enzyme qui est impliquée aussi
bien dans la migration des cellules des muscles lisses vasculaires (VSMC) que dans la
déstabilisation des plaques d’athérome [214, 270]. La migration et la prolifération des
VSMCs sont des événements critiques dans le déclenchement de lathérosclérose. Les
thiazolidinédiones inhibent les mouvements des VSMCs aprés un accident cardio-vasculaire
[103, 136, 181, 324]. De plus, les TZD induisent 'apoptose des SMCs via les protéines p53
et Gadd45 [244]. L’expression des molécules d’adhésion au niveau des cellules
endothéliales, suivie de l'adhésion des leucocytes, est une étape précoce critique de
Fathérosclérose. Les ligands de PPARY inhibent 'expression des molécules d’adhésion des
cellules vasculaires-1 (VCAM-1) et des molécules d’adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) dans
les cellules endothéliales humaines [144, 253] et causent la diminution de la production des
chemokines comme IL-8 et de la protéine chimiotactique monocyte-1 (MCP-1) dans les
cellules endothéliales aortiques humaines [183]. L’activation de PPARYy inhibe aussi la
migration des monocytes induite par la protéine MCP-1 (pour monocyte chemotactic protein-

1) [164]. L’endothéline-1 (Et-1) est impliquée dans la régulation du tonus vasculaire et dans
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les fonctions endothéliales. Et-1 est une protéine exprimée dans les Iésions
athérosclérotiques qui induit la prolifération des SMCs. L’activation de PPARy par ses
ligands supprime la transcription du promoteur du géne Et-1 en interférant avec AP-1 dans
les cellules endothéliales aortiques bovines (BAECs) [63]. Ces résuitats suggerent que
Factivation de PPARYy pourrait avoir un réle bénéfique en modulant la réponse inflammatoire
dans l'athérosclérose.

L’activation de PPARy par les ligands 9-HODE et 13-HODE, exerce également un
réle important dans I'accumulation des lipides au niveau des macrophages via l'induction de
lactivité transcriptionnelle du géne CD36 codant un récepteur scavenger [118, 233, 338].
Plusieurs travaux ont montré que des souris déficientes en CD36 sont protégées contre
Fapparition de plaques d’athérome [86]. Ces résultats suggérent que les particules
athérogéniques (oxLDL) pourraient induire leur propre prise en charge par l'activation de
PPARY induisant & son tour Pexpression de CD36. Cependant, I'activation de PPARYy par ses
ligands peut également supprimer l'induction de la protéine scavenger de classe A (SR-A)
[271].

Certains ligands de PPARY induisent la formation des cellules spumeuses et exercent
donc un réle pro-athérogénique. Par contre, Li et al [199] ont montré que l'activation de
PPARy par le rosiglitazone ou par le GW7845 inhibe significativement le développement de
Fathérosclérose en dépit d'une augmentation de I'expression de CD36 dans les vaisseaux
artériels chez les souris males déficientes pour le récepteurs LDL, mais pas chez les souris
femelles. Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris déficientes en
apolipoprotéine E [43]. Il a été constaté que les TZDs inhibent significativement le
développement des lésions au niveau des vaisseaux. Ainsi, les effets anti-inflammatoires
des TZDs pourraient précéder Yinduction de I'expression de CD36 au niveau des
macrophages évoluant en cellules spumeuses.

PPARYy induit d’autre part 'expression de ABCA1, un transporteur qui contrdle le flux
de cholestérol médié par apo-A1l et celui du cholestérol produit par les macrophages a
travers une cascade transcriptionnelle sous le contréle du récepteur nucléaire LXRao [41, 48].
Trés récemment, Jiang et al [150] ont montré que l'activation de PPARYy induit I'expression
du facteur de transcription HGF (pour hepatocyte growth factor) dans les fibroblastes. HGF
est un polypeptide a action pléiotropique, il peut exercer un réle mitogénique et anti-
apoptotique dans les cellules endothéliales [326]. Les ligands de PPARy peuvent ainsi
assurer un role bénéfique dans les maladies vasculaires via I'expression de HGF.

Les effets de PPARo dans les maladies cardiovasculaires sont moins bien connus.
PPARo joue un réle important dans 'oxydation des acides gras des mitochondries dans le

coeur. Les études de Barger et al[13] suggérent que I'hypertrophie cardiaque induit une
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homéostasie lipidique cardiague et une production énergétique anormales via l'activation de
PPARo..

b. PPAR et hépatocancérogenése

PPARo est un médiateur des effets pléiotropes des proliférateurs de peroxysomes
[141]. Ces composés sont les fibrates, les phtalates, les esters d’adipates, les herbicides et
les acides gras perfiuorés. Chez les rongeurs, spécialement chez la souris et chez le rat, ces
proliférateurs de peroxysomes induisent 'augmentation du nombre des peroxysomes ainsi
que l'expression des enzymes peroxysomales [105]. Des modifications des activités des
enzymes non peroxysomales sont également observées dans le foie des rongeurs traités par
les proliférateurs de peroxysomes [217]. Le traitement prolongé par les proliférateurs de
peroxysomes entraine progressivement une hypertrophie cellulaire suivie d'une
hépatomégalie. Ces traitements aboutissent & une hépatocancérogenése chez les rongeurs.
lls restent cependant sans effet chez le cochon d’Inde, le singe et chez ’lhomme [38, 58]

Les effets pléiotropes des proliférateurs des peroxysomes dépendent de I'expression
de PPARo comme le montrent les expériences réalisées avec des souris déficientes en
PPARa [185, 256]. Le traitement par le Wy 14,643 ou par le ciprofibrate entraine I'apparition
de nodules cancéreux chez les souris témoins alors que les souris dépourvues de PPARa
ne sont pas ou peu affectées. Ces résultats sont en partie dus a une élévation du taux de
peroxyde d’hydrogéne généré durant le catabolisme des acides gras par la p-oxydation
peroxysomale [266].

Les proliférateurs de peroxysomes induisent d’autre part la réplication de 'ADN chez
le rat [212] et la souris et dans les hépatocytes de rat en culture primaire [155, 255]. Les
effets mitotiques des proliférateurs de peroxysomes s’expliquent par linduction de génes
régulateurs de la croissance comme c-myc, c-HA-ras, c-fos-c-jun [45] ou de génes codant
des protéines du cycle cellulaire comme les cyclines [46, 47].

Enfin, les proliférateurs de peroxysomes ralentissent voire inhibent 'apoptose dans
les cellules hépatiques de rongeurs et dans les hépatocytes de rat en culture primaire [274].
La nafénopine, un puissant proliférateur de peroxysome, inhibe I'expression de bcl-2 et de
bak, dans les hépatocytes de souris [51]. Cette drogue stimule 'entrée des cellules en phase

S du cycle cellulaire [47].
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c. PPAR et autres processus néoplasiques

Les effets de l'activation de PPARy par les thiazolidiédiones ou le 15-deoxy-A-12, 14
prostaglandine J2, ont été étudiés particulierement dans des lignées cellulaires continues
d’origine diverse. D’'une maniére générale, les résultats montrent que, 'activation de PPARY
induit Farrét du cycle cellulaire et la différenciation terminale et/ou engage les cellules vers
'apoptose. De tels résultats ont été obtenus a partir de cellules dérivant d’astrocytomes [40],
de carcinomes du chorion [158], d’adénocarcinomes mammaires [55, 82, 229, 377],
d’adénocarcinomes gastriques [166, 294, 323], de carcinomes pancréatiques [228],
d’adénocarcinomes coliques [75, 167, 187, 290}, d’adénocarcinomes pulmonaires [39, 348],
de leucémies myéloides [6, 132], de carcinomes de la prostate [177] et enfin de
liposarcomes [339]. De plus, la différenciation terminale induite par un agoniste de PPARy a
été observée chez des patients atteints de liposarcomes [65] ou chez des souris ayant
développé un cancer de la prostate [177] ou un cancer mammaire [82, 321]. PPARy est
également impliqué dans la cancérogenése induite de léiomyomatome du myometre utérin
chez le cobaye [346]. Cette cancérogenese est obtenue par un traitement combinant le
troglitazone, I'oestradiol et 'acide tout trans rétinoique. Cependant, aucune lésion tumorale
n’est observée lorsque le troglitazone est utilisé seul [346].

Ces résultats suggerent que les agonistes de PPARy jouent un rdle important quant
au développement des cancers méme si les effets positifs de Pactivation de PPARy

dépendent du type de cancer et de la nature du traitement utilisé [186, 284, 346].

Des modifications génétiques affectent également les génes des PPAR au cours des
processus néoplasiques. Une protéine tronquée de PPAR a été identifiée dans les cellules
HepG2 dérivant d’'un hépatoblastome humain. L'exon 6 est absent [102]. Le taux de FARNm
codant la protéine tronquée correspond a 20-50% de celui de PPAR« et sa localisation est
exclusivement cytoplasmique. Cette protéine tronquée de PPAR« est un inhibiteur dominant
négatif de l'activité de la protéine sauvage PPAR« [102].

Chez le rat, lingestion de clofibrate entraine lapparition au niveau des cellules
hépatiques d’une protéine tronquée de I'isoforme PPARy2 [36]. Cette protéine tronquée est
spécialement retrouvée dans la matrice mitochondriale. Sa concentration semble dépendre
de Pactivation de PPARo. [37]. L'importance physiologique de cette protéine n’est pas définie,
ni son réle dans de la mitochondrie.

Une protéine de fusion, PAX8-PPARY1, a été mise en évidence dans les carcinomes
folliculaires thyroidiens [176]. Cette protéine est le produit du géne chimere PAX8-PPARY1,

résultant de la translocation chromosomique (2 ;3) q(13 ;25). PAX8 induit le développement
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de I'épithélium thyroidien [211]. Cette protéine de fusion est un inhibiteur dominant négatif de
l'activité de PPARy1 [176].
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CANCERS DU COLON ET PPAR

I. LES CANCERS DU COLON

a. Données générales

L’incidence des cancers colorectaux augmente avec I'dge, 90 % de ces derniers
étant détectés apres 50 ans. Le cancer colorectal représente la troisieme cause de décés
par tumeur maligne chez rhomme. Une personne sur trois atteintes d’un cancer colorectal
meurt de sa tumeur.

La plupart des cancers colorectaux sont sporadiques (70, 75 % des cas). Les autres
se développent dans un contexte de prédisposition familiale génétique ou dans des maladies

inflammatoires chroniques de l'intestin.

b. Incidence et caractéres épidémiologiques des cancers colorectaux.

Le cancer du colon est un des cancers les plus fréquents [370]. Il représente en
France prés de 15% de l'ensemble des cancers et sa fréquence pourrait continuer
d’augmenter. Le cancer colique représente a lui seul les deux tiers des cas des cancers
colorectaux, soit plus de 20 000 cas par an par rapport aux 875 000 cas répertoriés dans le
monde par an. Méme si des progrés ont été faits dans sa détection et dans sa prise en
charge, son pronostique reste sombre avec une survie observée a 5 ans de 41% dans les
registres francais. La France est une région a risque de cancer colique avec un taux voisin
de celui des autres pays de I'Europe Occidentale, un peu plus faible que celui de I'Australie,
de la cote Ouest des Etats-Unis et surtout inférieur a celui de la cote Est des Etats-Unis. Les
régions de I'Europe de 'Est et du Nord sont des régions a risque intermédiaire et ce cancer
est rare en Amérique du Sud, en Asie et surtout en Afrique.

Le cancer du colon est caractérisé par une prédominance masculine, avec un sex-
ratio voisin de 1,5. Il existe des cas rares de cancer colorectal dés 'age de 15 ans, mais ce
n'est qu'a partir de 45 ans que le risque devient important et augmente avec 'age. L’age
moyen se situe entre 68 et 70 ans. |l existe une homogénéité des caractéristiques
épidémiologiques du cancer colorectal en fonction de sa sous-localisation. Il faut ainsi
distinguer trois cancers : le cancer du colon proximal (du caecum a l'angle splénique), le

cancer du colon distal (colon descendant et sigmoide) et le cancer du rectum. Les cancers
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du colon distal se caractérisent par une prédominance masculine au-dela de 65 ans.

L’incidence de ces cancers au cours du temps est aussi différente.

¢. Histologie du cancer du colon.

Les adénomes colorectaux

L’adénome se définit comme un foyer circonscrit de dysplasie épithéliale. Sous le
nom de polype, on désigne 'ensemble des surélévations de la muqueuse qu’elle qu’en soit
le substratum anatomique qui n’est pas toujours épithélial ou adénomateux. Les autres
polypes comprennent les polypes hyperplasiques, les polypes hamartomateux, les polypes
juvéniles et les polypes inflammatoires. Les termes d’adenome et de polype ne sont donc
pas équivalents. Sur le plan architectural, les adénomes sont le plus souvent sessiles ou
pédiculés. lls sont plus rarement plans ou déprimés. Lorsque 'adénome est pédiculé, seul
I'épithélium de la téte de 'adénome est dysplasique, le pied ou pédicule de ce dernier est

bordé par une muqueuse et une sous-muqueuse de structure normale.

L’adénome nait de I'épithélium colorectal. Au tout début de I'évolution, la dysplasie ne
touche qu’un petit nombre de cryptes glandulaires souvent groupées en petits foyers
(foyers cryptiques aberrants dysplasiques), pouvant étre détectés au cours des fibroscopies
apres coloration de la muqueuse au bleu de méthylene ou observés a la loupe binoculaire
sur les pieces opératoires. L’adénome naitrait, au niveau d’'une glande, d’'un déséquilibre
entre la production et la mort cellulaire par apoptose. L’adénome sporadique, au moins au
début de son évolution, tout comme la crypte normale, serait clonal. Il n’en serait pas de
méme des adénomes de la polypose rectocolique familiale. Dans I'adénome, la zone de
prolifération n’est pas limitée au fond des glandes mais est étendue sur toute leur longueur.
Outre les anomalies de son renouvellement, ['épithélium dysplasique présente une
différentiation anormale avec une mucosécrétion réduite, une basophilie cytoplasmique et
une pseudo stratification nucléaire. L’évaluation du degré de dysplasie est entachée d’'une
certaine subjectivité. Plusieurs systémes de classification ont été proposés. Les
pathologistes tendent aujourd’hui a utiliser une classification en deux catégories (dysplasie

de bas grade et de haut grade).

Sur le plan histologique, les adénomes sessiles ou pédiculés sont divisés en
adénomes tubuleux, tubulo-villeux et villeux. Ces différences structurales seraient liées a la
capacité plus ou moins importante du stroma a proliférer pour accompagner la prolifération

épithéliale.
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Le terme de tubuleux est employé lorsque plus de 80 % de la tumeur est composée
de tubes ramifiés (les glandes normales du gros intestin ne sont pas ramifiées), étroitement
tassés les uns contre les autres, séparés par des quantités variables de chorion. La
configuration générale des cryptes est maintenue mais I'épithélium normal est remplacé par
un épithélium dysplasique intestinal.

Le terme de villeux (figure 12A) est réservé aux tumeurs constituées a plus de 80 %
par des digitations, centrées par un axe de chorion recouvert de cellules épithéliales
dysplasiques, dont la base est proche de la musculaire muqueuse.

Le terme de tubulo-villeux concerne les lésions faites d’'un mélange de structures
villeuses et tubuleuses, chaque constituant formant plus de 20 % de la masse tumorale. La
présence de végétations épaisses, contenant des structures tubuleuses, est autorisée.

D’apres les données du registre des cancers de la Céte d’Or, 80 % des adénomes
sont de type tubuleux, 15 % de type tubulo-villeux et 5 % de type villeux. 5 % environ des
adénomes évoluent vers l'adénocarcinome. La probabilité d’évolution vers le cancer est
d’autant plus importante que les dimensions de I'adénome sont plus importantes et que le
degré de dysplasie est plus élevé. La cancérisation des adénomes villeux (40 %) est plus

fréquente que celle des adénomes tubulo-villeux (22 %) ou villeux (5 %).

Les adénomes tubuleux (figures 12 B et C) ne sont pas tous polypoides. Il existe une
catégorie d'adénomes appelés adénomes plans caractérisés par une surélévation de la
muqueuse, a surface plane (80 %) ou déprimée (14 %), dont | ‘épaisseur n'est pas
supérieure au double de celle de la muqueuse normale. L’architecture des adénomes plans
est tubuleuse dans pratiquement 100 % des cas. Le caractere adénomateux des glandes
intéresse soit toute I'épaisseur de la muqueuse soit seulement sa partie superficielle, en
épargnant les culs de sac glandulaires qui restent normalement espacés, tapissés de
cellules normales. Tout comme les adénomes polypoides, les adénomes plans peuvent

constituer une étape de I'évolution vers 'adénocarcinome colorectal.

Les carcinomes colorectaux

Caractéristigues macroscopiques

Comme dans tous les cancers de surface, 'aspect macroscopique réalisé par les
cancers colorectaux est une combinaison de végétation, d'ulcération et d'infiliration. La
forme ulcérée et infiltrante est la plus fréquente, surtout dans le colon gauche. La tumeur
mesure plusieurs centimétres, est arrondie, s’étend en largeur et peut atteindre toute la
circonférence, en "virole", sténosant la lumiére. Elle est constituée par une ulcération dure a
la palpation, bordée par un bourrelet tumoral. A la coupe, la prolifération néoplasique est

blanchatre, envahissant la paroi intestinale, plus ou moins profondément, et en particulier la
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Figure 12 : Les différents types d’adénomes [154]

A : Adénome villeux du colon : 80% de la tumeur est constitué de villosités dans le
stroma. Les fleches indiquent la position de ces villosités.

B : Adénome tubulaire fortement dysplasique : les noyaux sont larges, de formes rondes
ou ovales et contiennent un nucléole proéminent.

C : Adénome tubulaire moyennement dysplasique : le rapport noyau/cytoplasme est

faible ; le noyau est souvent allongé, serré et stratifié.



musculeuse qui peut étre dépassée. La forme végétante est plus fréquente au niveau du
colon droit. Elle réalise un bourgeon peu ulcéré pouvant atteindre 10 cm de diamétre. Elle
est cependant rarement obstructive et se manifeste surtout par des saignements. La forme
purement infiltrante est exceptionnelle. Elie épaissit et rigidifie le colon, comme une linite
plastique de I'estomac. Il n’existe pas de corrélation statistique entre les dimensions de la

tumeur et le pronostic.

Caractéristiques histologiques

Les carcinomes colorectaux sont essentiellement des adénocarcinomes. La
classification histologique des adénocarcinomes colorectaux la plus universellement adoptee
est celle de 'TOMS dans sa version publiée en I'an 2000. Depuis cette publication, une
nouvelle entité, le carcinome médullaire, a été isolée. Il s’agit le plus souvent
d’adénocarcinome "ordinaire” plus ou moins différencié et dont le caractere mucosécrétant
est variable. La classification en grade de ces formes ordinaires est relativement subjective.
De multiples systemes ont été proposés. Une classification ne distinguant que deux
groupes : les tumeurs bien ou mal différenciées est de plus en plus utilisée. Dans un tel
systeme, une tumeur est dite bien différenciée (figure 13 A) lorsque au moins 50 % de cette
derniere se présente sous la forme de tubes glandulaires et indifférenciée dans le cas
contraire. Plusieurs études multi variées ont montré que les tumeurs de grade élevé auraient
un pronostic plus péjoratif que celui des tumeurs de bas grade. Ce facteur pronostic serait
indépendant du stade tumoral. Un adénocarcinome est dit mucineux lorsque plus de 50 %
de la surface tumorale est constituée par de la mucine. L’aspect macroscopique de telle
tumeur est gélatineux, colloide (figure 13 B). Histologiquement, les cellules forment soit des
tubes plus ou moins fragmentés dans le mucus, soit des amas ou des travées. Il peut y avoir
des cellules en bague a chaton, c’est a dire des cellules indépendantes porteuses d’'une
gouttelette de mucus intra cytoplasmique. Lorsque ces dernieres constituent plus de 50 % de
la prolifération tumorale, on parle d’adénocarcinome a cellules & bague a chaton. La forme
médullaire est une variété particuliere de carcinome, ne formant pas de glandes, composée
par des plages de cellules polygonales, de taille assez réguliere, infiltrées par une population
dense de lymphocytes intra tumoraux. L'importance de cette forme tient a sa liaison forte
avec l'instabilité micro satellitaire, les anomalies de la réparation de 'ADN et le syndrome de
Lynch. Dans la plupart des cas, le type histologique n'est pas un facteur indépendant du
stade de l'invasion. Les carcinomes a cellules a bague a chaton constituent, cependant, des
exceptions dont le pronostic est défavorable et le carcinome médullaire une autre exception

dont le pronostic, au contraire, est plus favorable que celui de la forme habituelle.
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Figure 13 : Exemples de différents types d’adénocarcinomes [154]
A : Adénocarcinome bien différencié du colon : les glandes sont bien formées et
ressemblent a un épithélium adénomateux. Les fleches indiquent la position d'une glande.
B : Adénocarcinome de type colloide muqueux moyennement différencié du colon : les
cellules sécrétants du mucus sont arrangées en chaines et sont entourées d 'un abondant

mucus extracellulaire. Les fleches indiquent le mucus extracellulaire.



La stadification tumoraux

Le degre d’infiltration pariétale, I'envahissement ganglionnaire et [existence
éventuelle d’'une maladie résiduelle locale ou a distance sont les facteurs essentiels du

pronostic.

d. classification des cancers colorectaux

Envahissement pariétal :

La classification des tumeurs répond a trois objectifs principaux : définir un pronostic
pour un patient, et indirectement le degré de risques a prendre pour le traiter ; permettre une
évaluation des résultats et des comparaisons entre les différentes méthodes de traitement ;
déterminer le protocole a mettre en route pour un patient.

Pour d’écrire 'extension anatomique de la maladie, la classification TNM [131] est la
plus utilisée. Il s'agit d'une classification soit purement clinique (cTNM), soit apres traitement
chirurgical et examen anatomo-pathologique (pTNM). S'il s'agit d'une récidive, on peut
utiliser le préfixe 'r' (\«TNM). En général, le critere T décrit la tumeur primitive, le critere N
concerne les ganglions régionaux et enfin, le critere M indique la présence ou non de
métastases. Par convention, dans cette classification, la limite de la paroi intestinale est
constituée par la limite externe de la couche musculeuse externe. L'extension en profondeur
permet de classer les tumeurs en : (figure 14):

- tumeur intra muqueuse ne dépassant pas la musculaire muqueuse (Tis)

- tumeur atteignant sans la dépasser la sous muqueuse (T1)

- tumeur dépassant sans la dépasser la musculeuse (T2)

- tumeur dépassant la musculeuse et atteignant la sous séreuse sans atteinte du
revétement mésothélial ou le tissu péri colique ou le tissu péri rectal non péritonéalisé (T3)

- tumeur envahissant directement un autre organe ou un autre segment du tube
digestif ou perforant le péritoine viscéral*

La définition du stade Tis dans le cas des tumeurs colorectales est unique parmi les
tumeurs des muqueuses. Elles comportent, en effet, & la fois les cancers limités a
I'épithélium n'ayant pas franchi la membrane basale épithéliale et les formes intra
mugqueuses. En muqueuse colorectale, en effet, I'effraction de la membrane basale n'est pas
associée a un risque accru de métastase. Pour bien marquer cette bénignité beaucoup
d’auteurs préferent parler de néoplasies intra épithéliales ou intra muqueuses plutét que de

carcinomes intra épithéliaux ou intra muqueux.
Extension ganglionnaire :

Le critere pronostique le plus important est I'état des ganglions lymphatiques. Le

compte rendu histologique doit préciser le nhombre de ganglions examinés, le nombre de
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Figure 14 : Le critere T (atteinte des différentes couches de la muqueuse colique
par la tumeur) d’aprés la classification TNM [287]
Les fleches indiquent pour chaque stade | ’invasion par les cellules cancéreuses des

différentes composantes du colon.



ganglions régionaux envabhis. Leur situation : péri colique, pédiculaire (le long d'un pédicule
vasculaire identifié) ou apicale n'est plus mentionnée dans la derniére classification pTNM ou
la notion de N3 a disparu.

NX : Statut ganglionnaire non évaluable

NO : Pas de ganglion envahi

N1 : Métastase dans 1 & 3 ganglions lymphatiques régionaux

N2 : Métastase dans 4 ou + des ganglions lymphatiques régionaux.

Les stades Ill (N1 ou N3) ont peu de chance d’étre sous estimés si 12 ganglions ou plus
sont analysés. Il nen va pas de méme si 6 ganglions ou moins sont échantillonnés et dans ces
cas les 80 % de survie a 5 ans ne sont pas observés. Les nodules mésentériques mesurant 3
mm de diamétre ou plus sont considérés comme des ganglions métastatiques méme si des
structures ganglionnaires résiduelles ne sont pas observées. L'utilisation de méthodes spéciales
comme limmunohistochimie pour détecter des micro métastases ganglionnaires n'est pas
aujourd’hui justifiée. Dans l'étude de Jeffers (jeffers et al., ), 25 % des patients porteurs de
tumeurs au stade |l avaient des micro métastases ganglionnaires. Leur survie ne s’est pas
révélée différente de celle des malades porteurs de tumeurs au stade T Il sans micro

métastases.

Les résidus tumoraux :
Seule l'absence de résidus tumoraux microscopiques sur l'ensemble des limites
permet de classer la tumeur dans la catégorie sans résidu tumoral et considérer la résection

chirurgicale comme a priori curative.

Les limites pertinentes sont tout d’abord les limites proximales et distales. Quand ces
dernieres sont éloignées de plus de 5 cm (de plus de deux centimétres pour le College Royal
des Pathologistes de Grande Bretagne) de la tumeur, les récidives sont exceptionnelles. Il
n‘est donc pas justifié, dans ces cas, d’étudier histologiquement les tranches de section.
Pour les tumeurs de 'ampoule rectale, il est souvent difficile chirurgicalement de passer a 5
cm du bord inférieur de la tumeur. Une collerette de 2 cm est le plus souvent considérée

comme suffisante pour éviter les recidives.

Pour les cancers du rectum, la fréquence des récidives locorégionales est
directement fonction de la qualité de I'exérése locale et de la présence ou non de résidus
tumoraux aprées exerése du méso rectum. Le rectum est un organe essentiellement sous
péritonéal. L'ampoule rectale est en contact direct avec la graisse péri rectale pour ses faces
latérales et postérieures, ce tissu est appelé méso rectum par les auteurs anglo-saxons. Le

meéso rectum contient les vaisseaux, les nerfs et les lymphatiques péri rectaux. Heald
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(Heald) a proposé de réaliser I'exérése complete de ce méso rectum au cours de toutes les
interventions pour cancer du rectum. Avec cette méthode, il a rapporté un taux de récidive
locorégionale de 4 a 5 ans chez des malades qui de plus n'ont pas recu de radiothérapie
pré- ou post-opératoire. Ce taux de récidive est a ce jour le plus bas rapporté dans la
littérature (d'aprés les données du Registre de la Céte d'or, le taux de récidive a 5 ans varie
de 24 pour les tumeurs classées muqueux B & 53,5 pour celles classées muqueux C). Le
travail de Heald (Heald) est une étude prospective non contrélée dont les résultats ont
soulevé beaucoup d'interrogations parmi les chirurgiens mais qui a été confirmée par
d'autres auteurs.

La marge circonférencielle ou latérale, ou radiaire (clearance pour les anglo-saxons),
se définit comme la mesure en millimétres de la distance existant entre la zone d'extension
maximum de la tumeur et la section chirurgicale. Si cette distance est < 1 mm, on considere
quiil y a envahissement tumoral de la marge circonférencielle et donc résidu tumoral

microscopique

Pour les cancers du colon, le probleme est plus complexe. Shepherd et al. (Shepherd
et al.) ont démontré que pour les adénocarcinomes coliques le risque de récidive intra
péritonéale était directement lié a I'extension tumorale par rapport a la surface péritonéale.
lIs distinguent 4 groupes : 1) les tumeurs a distance du revétement péritonéal, 2) les tumeurs
proches, 3) les tumeurs atteignant ce revétement, 4) les tumeurs le dépassant. Dans cette
série, Shepherd (Shepherd et al.) a lui-méme disséqué toutes les piéces et reconnait que
I'échantillonnage des prélevements est délicat. La notion de tumeur proche du revétement
péritonéal parait difficilement reproductible. Ceci a conduit certains auteurs a proposer,
comme pour le rectum, une mesure en millimétre de la marge circonférencielie. La marge
circonférencielle se définit alors comme la mesure en millimeétres de la distance existant
entre la zone d'extension maximum de la tumeur et la surface péritonéale. Par ailleurs le
groupe 4 peut étre individualisé par analyse cytologique du liquide de lavage de la cavité

péritonéale.

Autres facteurs pronostiques :

Un certain nombre d’autres facteurs anatomiques pronostiques indépendants du stade

ont été décrits. Il s’agit notamment 1) de linvasion veineuse (seul I'envahissement des veines

extra murales ayant une couche musculaire continue doit étre considéré), 2) 'aspect de la zone

périphérique d’invasion (expansive ou infiltrante), 3) la présence d'un infiltrat lymphoide dense. |l

est actuellement admis que ces infiltrats denses ne sont observés que dans les cas des tumeurs

associeées a une instabilité micro satellitaire. Il est clair, par ailleurs, que le statut métastatique

est fondamental pour la survie. Pour le statut métastatique, seules les métastases synchrones,
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réséquées dans le méme temps opératoire sont prises en compte, aussi propose-t-on de
mentionner seulement deux classes : Ml présence de métastase, MX statut métastatique

inconnu.

Une deuxieme classification proposée par I'« American Joint Commitee for Cancer

Classification » permet de regrouper les tumeurs en « stades » selon les critéres suivants :

Stades Regoupements
TO
Stade 0
Tis, NO, MO
T1, NO, MO
Stade 1
T2, NO, MO
Stade 2 T3, NO, MO
T4, NO, MO
Stade 3
T1-T4, N1-N3, MO
Stade 4 T1-T4, N1-N3, M1

e. La séquence polype adénomateux/adénocarcinome
La majorité des études cliniques, histologiques et génétiques considérent les
adénomes coliques comme les précurseurs de la plupart des carcinomes. Les principaux

arguments qui sous-tendent ce concept sont les suivants [89]:

- Taux de prévalence couplé des carcinomes et des adénomes dans les régions a haut
risque de cancer du colon.

- Augmentation de la fréquence des carcinomes chez les patients porteurs d’adénomes et
inversement.

- Corrélation nette entre augmentation de I'dge des patients, I'élévation du degré de
dysplasie et la présence de foyers de carcinomes invasifs.

- Exceés significatif d’adénomes avec dysplasie sévere chez les patients développant des
carcinomes métachromes (comparaison effectuée avec les patients pour lesquels un
second cancer ne s’est pas développé).

- Réduction de l'incidence attendue des carcinomes dans un segment colique ou I'ablation
systématique des adénomes a été réalisée.

- Apparition dans 100% des cas d'un cancer colorectal chez les patients porteurs d’'une

polypose adénomateuse familiale si une colostomie préventive n’est pas réalisée.
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Développement d'un carcinome invasif au méme site chez les patients porteurs
d’adénomes et refusant un traitement thérapeutique.

Absence de |ésions de carcinome in situ en dehors de la zone d’adénome.

Mise en évidence de foyers de transformation maligne dans les adénomes et a l'inverse
présence de résidus adénomateux sur les pieces d'exérése de cancers colorectaux a un
stade peu avancé.

Induction conjointe, a l'aide de produits cancérogénes, d’adénomes et de carcinomes
chez les animaux de laboratoire.

Constitution chromosomique similaire des tissus adénomateux et carcinomateux.
Contenu enzymatique tissulaire dans les adénomes et dans les carcinomes différent de
celui de la muqueuse normale et des polypes hyperplasiques

Profil histochimique de 'adénome intermédiaire entre celui du tissu normal et celui du
tissu cancéreux

Augmentation de l'expression des oncogenes K-Ras et Myc dans certains adénomes et
carcinomes.

Expression d'un taux d’antigene carcino-embryonnaire comparable a celui de la
muqueuse normale pour les adénomes avec dysplasie légére

Augmentation trés marquée de l'expression des antigénes oncofcetaux (HGC pour
hepatocyte growth factor, isoferritine, o-foetoprotéine) dans les adénomes et les
carcinomes

Contenu en ADN des adénomes intermédiaire entre celui des carcinomes et celui de la
muqueuse normale. Les diverses séries réalisées font état d’'un taux d’aneuploidie
d’environ 35 % pour les adénomes et de 62 a 75% pour les carcinomes avec un
pourcentage de cellules en phase S croissant de la mugueuse normale a 'adénome et

au carcinome

Cependant, l'absence de preuves de lexistence de précurseurs adénomateux dans

certaines observations suggére que certains adénocarcinomes puissent se développer sans

passer par le stade d’adénome.

f. Les altérations génétiques au cours des cancers colorectaux

Des altérations génétiques sont observées dans virtuellement tous les cancers

colorectaux [165]. Ces altérations sont sans doute les mieux caractérisées de toutes les

tumeurs solides humaines. Depuis le développement de I'endoscopie, I'examen de

I'épithélium colorectal est relativement facile. Dans un certain nombre de cas, la détection du

cancer est faite & un stade précoce, avant le développement des signes cliniques. Il est ainsi

possible de suivre, les événements moléculaires survenants au cours de la progression
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tumorale. Si les cancers colorectaux forment un groupe de tumeurs d’une remarquable
homogénéité sur le plan histologique, puisque 95 % sont des adénocarcinomes, la
caractérisation des altérations génétiques somatiques des cellules tumorales coliques a
permis de reconnaitre au moins deux types de cancers du colon, les tumeurs qui présentent
une instabilité chromosomique et celles qui présentent une instabilité génétique.

Dans un premier temps, les études cytogénétiques puis moléculaires ont permis de
mettre en évidence la perte de certains segments chromosomiques. Ces pertes intéressent
principalement le bras court du chromosome 17 et le bras long du chromosome 18 dans plus
de deux tiers des tumeurs, le bras long d’'un chromosome 5 dans plus de la moitié des cas,
le bras court du chromosome 8 et le bras long du chromosome 22 dans plus d’'un tiers des
cas. Certaines de ces régions chromosomiques comportent des génes dont limplication
dans le processus tumoral est fortement suspectée. Il s’agit des genes APC [260, 345] et
MCC (pour modified in colorectal cancer) sur le chromosome 5 [165], du géne p53 sur le
chromosome 17 [134, 196], du gene DCC (pour deleted in corectal cancer) sur le
chromosome 18 [49]. Des mutations somatiques sont retrouvées au sein de ces genes, avec
une fréquence faible pour les génes DCC et MCC, plus importante pour les génes APC et
p53 (plus de 60 %). Ces mutations conduisent a linactivation biallélique de ces genes
suppresseurs de tumeur. Ces altérations spécifiques s’accompagnent d’une hyperploidie qui
est observée dans environ 60 % des tumeurs [49, 60, 162, 355, 356]. Le phénomeéne
d’endomitose (réplication de 'ADN cellulaire sans division de la cellule conduisant & une
multiplication par deux du contenu en ADN de la cellule tumorale), qui en est responsable,
semble lié a la progression tumorale.

Plus récemment un mécanisme de cancérogenése différent a été rapporté dans
certaines tumeurs coliques [219]. L’ADN des cellules tumorales de ces cancers présente une
instabilité aux loci de type microsatellite, ce qui se traduit par 'apparition d’alleles n’existant
pas a l'état constitutionnel. Cette instabilité est due a un déficit dans le systeme de
réparation des erreurs de réplication de 'ADN (DNA mismatch repair) [91, 319], qui leur
confere le caractére MIN (pour microsatellite instability) ou dit RER+ (pour DNA replication
error phenotype). L’existence d’'un phénotype instable semble liée a I'altération somatique de
ou des génes hMSH2, hMHL1, hMLSH6, hMSH3, hPMS1 [251, 252]. Ces genes codent des
protéines impliquées dans les mécanismes de réparation de 'ADN. lls présentent des
homologies de séquence avec les genes MutS et MutL dont les roles respectifs dans les
processus de réparation des mésappariements ont été bien caractérisés chez E. coli [222,
319]. Il en résulte lapparition de séquences microsatellites entrainant l'apparition de
mutations non sens, de translation, ou un décalage du cadre de lecture. Dans tous les cas,
la protéine est modifiée. Le phénotype instable est une des caractéristiques principales des

tumeurs se développant chez les malades génétiquement prédisposés appartenant a des
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familles avec des carcinomes colorectaux héréditaires sans polypose (ou HNPCC pour
hereditary non polyposis colorectal cancer) [251, 252].

Les altérations génétiques présentent dans ces deux groupes de cancers sont assez
différentes [165]. Dans le premier groupe, les tumeurs perdent des segments
chromosomiques et présentent des mutations inactivant des génes suppresseurs de tumeurs
localisés sur ces segments. Dans l'autre cas, les tumeurs ne présentent pas ces pertes
alléliques. En revanche, de nombreux genes peuvent étre altérés en particulier ceux
présentant des séquences répétées mononucléotidiques codantes du type de celles
rencontrées dans les genes Bax, E2F, TGF3 RIl et IGF RIl. En effet des erreurs de
réplication non réparées vont conduire a l'altération des séquences de ces génes par
insertion ou délétion d’'une paire de bases. En revanche, dans ces tumeurs, la fréquence de
mutation p53 ou APC est beaucoup plus rare ainsi que les pertes aliéliques sur les
chromosomes 17p, 18q, 59. De méme I'endoduplication est exceptionnelle dans ce type de
tumeur.

Cette classification en deux groupes des cancers colorectaux recouvre partiellement
celle distinguant sur des criteres anatomiques le colon gauche du colon droit [165]. En effet
dans le colon gauche, 80 % des tumeurs présentent des pertes alléliques et sont le siege
d’une endoduplication ; dans le colon droit, ce mécanisme est moins fréquent (40 %). En
revanche, dans cette partie du colon, un tiers des tumeurs présente un taux élevé d’erreurs
de réplication aux loci des microsatellites. La reconnaissance de facteurs pronostiques des
cancers du colon permet d’adapter les traitements dans le cadre d’'une prise en charge
pluridisciplinaire. Ces facteurs pronostiques conditionnent le risque de récidives locales et

générales.

Il. IMPLICATION DES PPAR DANS LE CANCER COLORECTAL

L’observation d’'une expression anormalement élevée des PPAR et notamment de
PPARy au niveau du colon chez I'animal et l'activation de ces facteurs de transcription par
des dérivés d'acides gras suggeéerent la participation de ces récepteurs dans la
cancérogenese colique [210]. La production de ligands des PPAR est en effet dépendante
de la voie de métabolisation des acides arachidonique et linolénique par COX-1 et COX-2
[364]. Ces enzymes sont responsables de la transformation de ces acides gras en
prostaglandines de type PGH2, précurseurs des ligands de PPARY.

Plusieurs études ont montré qu’il existait une corrélation étroite entre un régime riche
en graisse et la survenue de cancer colorectaux [133, 264, 327, 361]. Plus particulierement,

un régime riche en acides gras w-6 est corréié a l'apparition de polypes adénomateux
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colorectaux chez le rat ou la souris alors qu'un régime en acides gras ®-3 aurait un réle
protecteur dans la survenue des tumeurs coliques [245, 265, 266]. L'utilisation de modeles
animaux tel que la souris Min (pour multiple intestinal neoplasia) [226], souris qui présente
une prédisposition au cancer du colon par la perte d'un alléle fonctionnel du gene APC, a
permis de montrer que des régimes riches en acides gras polyinsaturés -6 entraine une
augmentation de 2 a 3 fois du nombre de tumeurs coliques par rapport a un régime équilibré
[361]. La participation des isotypes de PPAR dans les cancers coliques a été montrée chez
Panimal, a partir de modéles cellulaires in vitfro et a partir de biopsies humaines.
Globalement, seules les expressions des isotypes B et y sont accentuées par rapport a celles

observées dans le tissu sain apparenté [75, 125, 290].

Les reésultats impliquant la participation de PPARy dans les cancers coliques sont
nombreux et contradictoires. Suivant le modele utilisé (animal ou lignée cellulaire), PPARYy
peut étre considéré comme un inducteur de la prolifération cellulaire favorisant la
progression tumorale ou comme un inducteur de la différenciation cellulaire qui aboutit a la
mort cellulaire par apoptose. Ainsi :

- L'utilisation de souris Min a montré que le traitement prolongé de 7 semaines par le
troglitazone, ligand de PPARy, entrainait un accroissement du nombre de polypes au
niveau du colon [284]. L'effet de la drogue peut étre limité par l'administration conjointe
d'un anti-inflammatoire non stéroidien. Une étude comparable réalisée avec des males
hétérozygotes C57BI/6J-ApcMin/+ (mutation non-sens) a montré que le traitement de 8
semaines par la drogue antidiabétique BRL-49653 ou par le troglitazone entraine
respectivement une augmentation de 5 fois et de 3 fois du nombre des tumeurs coliques
[186].

- Chez la souris, I'analyse de la distribution de PPARy par immunohistochimie montre que
PPARY est localisé principalement au niveau des cryptes. On ne retrouve qu'‘un signal
faible voire absent au niveau des cellules matures de I'épithélium [284]. Le traitement par
le troglitazone ne modifie pas cette distribution. Au niveau des polypes, le marquage est
diffus et homogéne sur I'ensemble des cellules formant les polypes (partie glandulaire et
épithélium de surface). Le niveau d'expression varie selon les polypes, mais il est en
général supérieur a celui du tissu sain adjacent. L'activation de PPARYy par le troglitazone
ne modifie pas non plus le niveau d'expression du récepteur [284]. Ces résultats
indiquent que PPARy participe a la prolifération des cellules du colon, et qu’il serait
d’autre part impliqué dans la phase de prolifération du cancer du colon.

- Le traitement par un agoniste de PPARy ne modifie pas l'expression de COX-2 ni chez

les souris C57BI/6J-ApcMin/+ ni dans des modéles cellulaires in vitro [186]. A 'opposé,
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l'activation de PPARY s'accompagne de l'accroissement de la B-caténine dans ces
mémes modeles. Ces résultats impliqueraient que l'activation de PPARy est
indépendante de celle de COX-2, mais elle est associée a une activation de la voie de la
B-caténine. En conséquence, bien que I'élévation de l'expression de PPARYy ne puisse
pas étre associée a l'activité de COX-2, PPARy demeurerait le médiateur du processus
de cancérogeneése par la voie des PG [186].

PPARy est également exprimé dans les cancers coliques induits par 'azométhane chez
le rat [75]. Cependant, l'analyse histologique révele que PPARY n'est pas exprimé dans
tous les polypes étudiés et que l'isotype PPARY1 est majoritaire [75].

Chez I'Homme [7, 290], I'analyse du taux transcriptionnel de PPARY au niveau de 11
tumeurs classées en tumeurs différenciées et non différenciées a montré que ce taux est
comparable entre les tissus sains et les biopsies tumorales. Ce niveau d’expression reste
toujours supérieur ou égal a celui du tissu adipeux du méme patient [290].

PPARYy est également exprimé dans des lignées cellulaires dérivant d'adénocarcinomes
coliques humains [75, 167, 187, 290]. L'activation de PPARY par ses ligands au niveau
de lignées cellulaires conduit & une diminution de la croissance cellulaire [28, 75, 167].
L'activation de PPARy bloque les cellules en phase G1 [28]. D’autre part, les niveaux
transcriptionnels de protéines associées au tissu sain ou a la forme tumorale sont
modifiés : les études réalisées a partir de cellules humaines de Moser ont montré que la
laminin binding protein [172, 208] et I'ornithine carboxylase [382], protéines présentes
dans les tumeurs ont des taux transcriptionnels qui diminuent aprés un traitement par le
troglitazone. Inversement, la syalyltransférase et les cytokératines 18 et 19 [382],
protéines dont I'expression est faible au niveau tumoral comparativement au tissu sain,
ont des taux accrus lors d'un méme traitement de ces cellules [290].

Plusieurs mutations de PPARy ont été identifices dans des carcinomes coliques
sporadiques [291]. La mutation affectant 'exon 3 correspond a un décalage du cadre de
lecture et aboutit a la formation d’'une protéine tronquée dont le domaine de liaison du
ligand est totalement absent. Trois autres mutations sont localisées au niveau de 'exon 5
et correspondent respectivement a deux mutations de translation et & une mutation non-

sens. Ces mutations alterent la fonction de PPARY[291].

Les travaux réalisés sur la participation de PPARa se résument a I'étude réalisée par

Lauer et al [180]. Ces auteurs ont montré que le taux ’ARNm de PPARa dans les tumeurs

coliques humaines est diminué comparativement a celui observé dans les tissus sains. De

maniere globale, il apparait que la cancérogenése colique se traduit par une baisse de

Pexpression de PPARo.
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PPAR /0 est également impliqué dans la cancérogenése colique. He et al. [125] ont
montré que la transfection du géene codant APC dans des cellules HT29 dérivant d’un
adénocarcinome colique conduit a inhibition de I'expression de PPARB. PPARR est un géne
cible de Tcf-4, facteur de transcription membre de la famille TCF/LCF. De plus, l'utilisation
d’'un anti-inflammatoire non stéroidien qui modifie la production du ligand de PPAR permet
d'inhiber I'expression de PPARp. He et al. montrent par conséquent que I'expression
anormalement élevée de PPARP exerce une action pro-tumorale. Ce rble potentiel a été
étudié a partir de cellules d’origine colique génétiquement modifiées ou le géne PPARP est
invalidé [250]. La greffe de cellules PPARS/PPARGS a des souris nude conduit a la formation
de tumeurs, mais n’entraine pas un accroissement important du volume des tumeurs
comparativement aux témoins (cellules non modifiées). Cependant, ces cellules sont
capables de proliférer in vitro. En conclusion, PPARB paricipe au processus de

cancérogenese en favorisant la phase d’accroissement de la tumeur [250].
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Les PPAR sont présents dans le colon sain et tumoral. Dans les cancers du colon,
PPARYy et B joueraient un réle dans la progression de la maladie. A partir des données de la
littérature, nous avons choisi d’étudier l'expression des PPAR dans trois situations

biologiques :

i) au niveau du tractus digestif foetal humain; afin de rechercher des variations
d’expression des PPAR dans le développement du colon humain. Cette étude a été réalisée
grace a des techniques immunohistochimiques mettant a profit les anticorps anti-PPAR
produits au Laboratoire. Cette étude a été rendue possible grace a la collaboration de Pr D.
Ménard (Sherbrooke, Québec)

i) au niveau de la lignée cellulaire Caco-2, choisie en tant que modéle de
différenciation oncofoetale. L’étude a été réalisée sur des celiules a 5, 10 et 15 jours de
culture, permettant la mise en place de la différenciation cellulaire. Les variations
d’expression des ARNm codant les PPAR ont été étudiées grace a des techniques de
Northern blotting, de protection a la nucléase S1 et de RT-PCR tandis que les taux

protéiques des PPAR ont été analysés par immonoréplique et par immunohistochimie.

i) a partir de prélevements biopsiques provenant d'adénocarcinomes coliques
humains. Nous avons étudié les variations de 'expression des génes codant les PPAR dans
les adénocarcinomes lieberkuhniens. Ce travail a été réalisé a partir des prélevements
collectés depuis plusieurs années dans la banque de tissus tumoraux congelés du
laboratoire. Cette étude a fait appel non seulement aux techniques immunohistochimiques,
mais également a des méthodes d’analyse qualitative et semi-quantitative en milieu liquide
de la transcription (RT-PCR compétitive) et de la traduction (immunoréplique), mises au
point a partir des lignées cellulaires dérivant d’adénocarcinome colique humain (Caco-2 et
HT29). Nous avons recherché des éventuelles significations pronostiques et prédictives de
ces variations d’expression. Ces travaux ont été réalises en collaboration avec Pr F Plénat et
le soutien financier du Centre Hospitalier Universitaire (Contrat d’'Incitation a la Recherche

Clinique)
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MATERIELS ET METHODES

I. MODELES BIOLOGIQUES

a. Lignées cellulaires

Les cellules Caco-2 [93] sont cultivées dans du milieu minimum essentiel modifié par
Dulbecco (DMEM ; Eurobio, les Ulis, France) contenant 20 % (v/v), de sérum de veau foetal
(Life Technologies, Paysley, Ecosse) décomplémenté par chauffage a 56°C pendant 30 min et
1 % (v/v) d'acides aminés non essentiels (Eurobio). Les cellules HT29 [93] sont cultivées dans
du milieu DMEM contenant 10 % (v/v) de sérum de veau foetal (Eurobio) décomplémenté et 2
mM de L-glutamine (Eurobio). Les flacons de culture sont placés dans un incubateur (Heraeus,

Mannheim, Allemagne) a 37°C sous une atmosphere humide contenant 5 % de CO,. Le milieu

de culture est changé tous les jours.

Les cellules Caco-2 et HT29 sont repiquées (cette opération est appelée Passage et
est notée Pi), respectivement & 5 et 7 jours de culture. Le tapis cellulaire est lavé avec du
tampon phosphate de sodium/potassium modifié par Dulbecco (DPBS : 8 mM NagHPO4, 7
H20, 1,5 mM KH2PO4 (pH :7,4) contenant 1,37 mM NaCl et 2,7 mM KCI) puis dissocié par un

mélange de trypsine a 2 % (p/v) et dEDTA a 0,54 mM (Eurobio) préalablement chauffé a
37°C. Apres 5 min d'incubation, la suspension cellulaire obtenue est mélangée a 5 mL de
milieu de culture puis elle est centrifugée & 1000 g pendant 5 min. Le culot de cellules obtenu
est finalement suspendu dans du DPBS. Le nombre des cellules est apprécié a l'aide d'un
hématimeétre Neubauer apres dilution au demi dans une solution de bleu trypan a 0,04 % (v/v).
Les cellules Caco-2 et HT29 sont ensemencées & raison de 6.10* cellules/mL et 5.10°
cellules/mL de milieu de culture, respectivement. Les cellules sont placées a 37°C sous une

atmosphére humide contenant 5 % de CO2. |l est important de préciser qu'au cours de cette

étude, nous avons utilisé des cellules Caco-2 correspondant a des passages compris entre
P106 et P120. En effet, lors des repiquages successifs, I'expression des marqueurs de
différenciation de ces cellules comme la saccharase/isomaltase peut diminuer ou disparaitre
[388]. Concernant les cellules HT29, nous avons utilisé les passages compris entre P190 et
P205.

Les cellules sont recueillies apres 5, 10 et 15 jours de culture. Le tapis de cellules est

lavé trois fois avec du DPBS froid puis est stocké a —80°C jusqu’a utilisation.
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b. Tissus humains

Intestins foetaux
Les intestins provenant de foetus humains agés de 7 a 23 semaines d’amhénorée
sont obtenus & la suite d'avortements spontanés ou provoqués selon la législation en vigueur
au Canada. lls nous ont été fournis par le Professeur D. Ménard du Centre Hospitalier
Universitaire de Sherbrooke (Québec). Ces échantillons sont immédiatement congelés dans

de l'azote liquide et conservés a -80°C.

Adénocarcinomes colorectaux

L’étude est réalisée a partir de biopsies prélevées sur des piéces opératoires et
collectées dans le laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques du Centre Hospitalier
Universitaire de Nancy dirigé par le Professeur F. Plénat. Les biopsies sont soit directement
congelées et conservées dans de l'azote liquide, soit fixées pendant 24 heures dans du
formaldéhyde dilué dans du tampon phosphate de sodium 0,01M (7 mM Na,HPO,, 3 mM
NaH,O, (pH:7,4) contenant 0,13 M NaCl) contenant 4,0 % (p/v) de formaldéhyde. Les
procédures de congélation sont celles décrites dans une recommandation de 'ANAES
(Agence Nationale d’Accréditation et des Evaluations en Santé) sur la constitution des

banques de tissus congelés.

c. Tissus de rats

Obtention des tissus

Des rats Wistar d’un poids moyen de 300g sont anesthésiés par injection d'une solution
d'équithésine a raison de 0,4 mL pour 100 g de poids corporel. L'abdomen de l'animal est
ouvert longitudinalement afin de récupérer l'intestin, le foie et le tissu adipeux.

La totalité de l'intestin est lavée par injection d'une solution de NaCl 9 %o (p/v) a partir
du duodénum jusqu'a la base du colon. L'intestin est soit plongé dans de l'azote liquide et
conservé a -80°C, soit placé sur de la glace afin de réaliser lisolement fractionné des
entérocytes le long de l'axe crypto-villositaire [92]. Les autres organes (foie et tissu adipeux)

sont directement congelés dans de l'azote liquide puis conservés a - 80°C.

Isolement fractionné des entérocytes le long de l'axe crypto-villositaire
Les entérocytes sont obtenus a partir de I'épithélium intestinal de rat aduite selon le

protocole de Flint et al. [92] modifié comme suit : I'intestin nettoyé est prélevé a 2 cm du pylore
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puis retourné a l'aide d'une fine baguette de verre de 2 mm de diametre. Une extrémité de

I'intestin est ligaturée tandis que l'autre est laissée libre afin de pouvoir remplir doucement

lintestin de tampon DPBS a l'aide d'une seringue sans aiguille. L'intestin ainsi gonflé est
déposé dans un erlenMeyer rempli de 100 mL d'une solution contenant 0,15 M NaCl et 1 mM
d'EDTA (pH :8,0). L'ensemble mis sur de la glace pendant 10 min est agité régulierement. Les
entérocytes sont mis en suspension sous 'action de 'EDTA.

L'enrichissement et la qualité de chaque fraction cellulaire sont appréciés sous
microscope a phase inversée. Les premieres fractions sont riches en entérocytes provenant
du haut des villosités (fractions notées F1). Les fractions suivantes (F2 a F4) sont constituées
de cellules de la partie médiane, puis de la base des villosités. Les dernieres fractions (F5 et
F6) contiennent les cellules des cryptes. Chaque fraction est centrifugée pendant 5 min a 3000
g. Les culots cellulaires regoivent 2 mL d’une solution d’extraction des ARN puis sont placés a
-80°C.

ILTECHNIQUES BIOCHIMIQUES

a. Dosage des protéines

Extraction protéique

Les protéines sont extraites a partir des cellules Caco-2, des cellules HT29, des
tissus humains et murins selon le protocole décrit par Mansen et al. [210].

100 mg de tissus sont homogénéisés au Potter dans 500 pL de la solution d'extraction
protéique contenant 25 mM Hepes/KOH (pH :7,5), 0,4 M KCI, 1 mM EDTA, 2 mM DTT et un
mélange d’anti-protéases (complexe BM , Roche, Mannheim, Allemagne). Les cellules Caco-2
ou les cellules HT29 sont récupérées & l'aide d'un rateau et sont rassemblées dans 500 pL de
la solution d'extraction. L'ensemble est vortexé puis laissé a 4°C pendant 15 min. Apres

centrifugation & 15000 g pendant 20 min a 4°C, seul le surnageant est conservé.

Dosage protéique

Les protéines totales sont dosées par la technique de Bradford [24] grdce a une
trousse commerciale (Bio Rad, Hercules, CA, USA). Nous avons utilisé l'albumine bovine
sérique (BSA) comme protéine de référence.
Les protéines sont conservées a -80°C sous forme d'aliquotes de 50 pg, 25 pg ou 10 g de

protéines.
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b. Dosages enzymatiques

Préparation des homogénats cellulaires

Aprés 5, 10 et 15 jours de culture, les tapis de cellules sont rincés 3 fois en présence
de DPBS froid. Aprés lavage, les cellules sont grattées puis homogénéisées en présence de
tampon Tris/HCI a 2 mM (pH :7,1) contenant 30 mM de mannitol. La concentration en CaCl,
de chaque échantillon est ajusté au final & 10 mM. Les échantillons sont laissés 1 heure sur la
glace, puis centrifugés a 4°C pendant 20 min a 1500 g. Apres centrifugation, les surnageants
sont recueillis et centrifugés a 4°C pendant 30 min a 15000g. Les culots obtenus sont repris
dans la solution d’homogéneéisation et conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation. La

concentration en protéines des échantillons est mesurée par la technique de Bradford [24].

Dosage de l'activité de la phosphatase alcaline

L’activité de la phosphatase alcaline (EC 3.13.1) est mesurée d’apres la technique
décrite par Garen et Levinthal [98] en utilisant comme substrat le paranitrophénol phosphate.
L'unité enzymatique de l'activité de la phosphatase alcaline est définie par l'activité de
'enzyme nécessaire a I'hydrolyse de 1 pumole de paranitrophénol phosphate par minute a

37°C. Les résultats sont exprimés en mU/mg de protéines.

Dosage de l'activité de la saccharase/isomaltase

L’activité de la saccharase/isomaltase (EC 3.3.1.1) est mesurée d’apres la technique
décrite par Messer et Dahlqgvist [220]. L'unité enzymatique de la saccharase/isomaltase est
définie par l'activité de 'enzyme nécessaire a Phydrolyse de 1 umole de saccharose par

minute a 37°C. Les résultats sont exprimés en mU/mg de protéines.

Dosage de l'activité de la catalase

L’activité de la catalase (EC 1.11.1.6) est mesurée d’apres la technique décrite par
Baudhuin et al. [15]. Les homogénats cellulaires sont dans ce cas préparés dans du tampon
imidazole/HCI a 20 mM (pH :7,0) contenant 0,1% (p/v) d’albumine bovine sérique, 1 % (p/v) de
Triton X100. L’unité enzymatique de la catalase (unité Baudhuin, UB) est définie par l'activité
de 'enzyme nécessaire a I'hydrolyse de 1 umole de H,O, en H,0O et 2 O, par minute a 37°C,

selon les conditions expérimentales. Les résultats sont exprimés en mUB/mg de protéine.
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Dosage de l'activité de I'acyl CoA-oxydase

L’activité de l'acyl CoA-oxydase (EC.1.3.99.3) est déterminée d’aprés la technique
décrite par Hryb et Hogg [135] en utilisant comme substrat le lauroyl-CoA. Les homogénats
cellulaires sont préparés dans une solution de 50 mM Tris/HCI (pH :8,0) contenant 200 mM de
NAD®, 100 mM de Coenzyme A, 1 mM de KCN, 12 mM de dithiothréitol, 200 mg/ml d’albumine
sérique bovine, 0,025% (p/v) de Triton X-100 et 0,1 mM de lauroyl-CoA. L’activité enzymatique
est mesurée par l'apparition de NADH,H+ a Paide d’'un spectrophotométre dont la longueur
d'onde est réglée a 340 nm. L'unité enzymatique de l'acyl CoA-oxydase est définie par
Pactivité de 'enzyme nécessaire a I'hydrolyse de 1 umole de NAD* en NADH™, H* par minute a
37°C, selon les conditions expérimentales. Les résultats sont exprimés en mU/mg de

protéines.

c. Production des anticorps polyclonaux anti-PPAR

Nous avons produit des anticorps polyclonaux dirigés contre chacun des isotypes de
PPAR.

Les séquences peptidiques choisies pour la production de chaque antisérum se situent
a l'extrémité NH2 terminale (tableau 1 et figure 15). Comme le montre la figure 15, la
séquence peptidique 45SSGSFGFTEYQY56 est choisie d'apres la séquence humaine [303]
pour  produire l'anticorps  anti-PPARo. La séquence  peptidique humaine
24EGAPELNGGPQHAL37 [297] est utilisée pour produire I'antisérum polyclonal anti-PPAR ou
anti-hNUC1. L'antisérum anti-PPARy1/y2 est produit a partir de la séquence en acides aminés
EMPFWPTNFGISSVD, séquence commune a PPARyl et a PPARy2 (acides aminés 5-19
d'aprés la séquence PPARy1 de souris [386] et acides aminés 33-49 pour PPARy2 [336]).
Cette séquence est bien conservée pour les isoformes humaines de PPARY [80, 83].

En tenant compte du fait que PPARY2 differe de PPARy1 par la présence de 30 acides
aminés supplémentaires du cété NH2-terminal, la séquence de I'hapténe utilisé pour produire
l'anticorps anti-PPARYy2 humain a été choisie dans cette région et correspond a
2GETLGDSPIDPESDS16 [80, 83].

Les peptides synthétiques sont couplés a I'hémocyanine de Patelle (KLH) en présence
de glutaraldéhyde [9]. Les anticorps polyclonaux sont obtenus par injections sous-cutanées a
des lapins selon les procédures d’immunisation décrites [9]. De plus, nous avons utilisé un

anticorps polyclonal commercial anti-PPARy (AB Reagents, Golden, Angleterre) dirigé contre
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PPAR Séquence peptidique sélectionnée Références
PPAR o 45 SSGSFGFTEYQY 56 [315]
PPAR B 24 EGAPELNGGPQHAL 37 [309]
PPAR y1 5 EMPFWPTNFGISSVD 19 [347, 401]
PPAR y2 2 GETLGDSPIDPESDS 16 [81, 85]

Tableau 1 : Séquences peptidiques sélectionnées pour la production des anticorps
polyclonaux dirigés contre chacun des isotypes de PPAR.
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Figure 15 : Positions et natures des séquences peptidiques sélectionnées pour la

production d’anticorps polyclonaux dirigés contre chacun des isotypes de PPAR

Les domaines structuraux et fonctionnels (A-D) des PPAR sont représentés



la séquence MMGEDKIKFKHITPL commune aussi bien a PPARyl qua PPARy2 (acides
aminés 256-270 de PPARY1 humain, 284-298 de PPARY2 humain).

Les antiséra produits ont été caractérisés par immunoprécipitation avec les différents
PPAR obtenus par transcription et traduction in vitro. Ces opérations sont réalisées en utilisant
une trousse commerciale (TNT Rabbit reticulocyte lysate, Promega, Madison, WI, USA) et en

suivant les recommandations du fournisseur (Figure 16)

d. Technique d’immunoréplique (Western blotting)

Electrophoréese

Les protéines des différents échantillons sont séparées par électrophorése dans des
conditions dénaturantes selon la technique décrite par Laemmii [179]. Des gels de migration a
10% d'acrylamide (solution mére a 30/0,8(%T) acrylamide/bisacrylamide) sont préparés dans
du tampon Tris/HCI 0,37 M (pH :8,8) contenant 0,1 % (p/v) SDS. Le gel de concentration est
préparé dans les mémes conditions avec du tampon Tris/HCI 0,125 M (pH :6,8) contenant 0,1
% (p/v) SDS. Avant dépét, les échantillons sont dénaturés a 100°C pendant 5 min en présence
de tampon Tris/HCI 10 mM (pH :8,0) contenant 1 mM EDTA, 5 % (v/v) de 2-mercaptoéthanol,
2,5 % (p/v) de SDS, 0,02 % (p/v) de bleu de bromophénol et 10 % (v/v) de glycérol.

Transfert sur membrane PVDF

Aprés électrophorése, les protéines sont transférées sur une membrane de polyvinyl
difluoride (NEN, Boston, MA, USA) selon la technique décrite par Towbin et al [341]. La
membrane est plongée dans une solution de méthanol pendant 1 min, rincée & I'eau et laissée
dans du tampon de transfert froid contenant 2,0 mM Tris, 0,192 M glycine et 20 % (v/v) de
méthanol pendant 20 min sous agitation douce. Le transfert est réalisé en semi-sec (Semidry
Apparatus, Bio Rad) dans le méme tampon pendant 15 min a 15 volts. Aprés transfert, la
membrane est colorée en présence d'une solution de Rouge Ponceau S a 0,5 % (p/v) diluée
dans une solution d'acide trichloroacétique a 0,3 % (p/v). La membrane est partiellement
décolorée dans de l'eau bidistillée permettant ainsi de vérifier le transfert des protéines sur la

membrane.

Détection immunologique
La détection immunologique est réalisée par chimoluminescence grace a une trousse
commerciale (Roche, Mannheim, Allemagne) selon le protocole proposé par le fournisseur. En

résumé, la membrane de PVDF est plongée pendant 1 heure a température ambiante sous
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Figure 16 : Reconnaissance des différents isotypes de PPAR par
leur anticorps respectif

A) Analyse en SDS-PAGE des produits PPARa, 3 et y1 de souris et PPAR y2 humain obtenus par
traduction in vitro. 2 pL de lysat sont déposés par piste et analysés par SDS-PAGE sur un gel a
10%. Le gel est séché puis exposé a un film autoradiographique.

B) Immunoprécipitation des produits PPARa, B et y1 de souris et PPARy2 humain obtenus par
traduction in vitro. Ces produits sont mis en incubation avec I'anticorps anti-PPAR correspondant
(dilution au 1/250). Les complexes sont immunoprécipités en présence de la protéine A-
Sepharose puis soumis a une électrophorése dans des conditions dénaturantes. Les gels sont
séchés et exposés a un film autoradiographique. L'exposition est de 7 jours pour PPARY2 et de 27

jours pour les autres PPAR.



agitation dans 10 mL d'une solution de saturation préalablement diluée 10 fois dans du tampon
Tris/HCI 50 mM (pH :7,5) contenant 0,15 M NaCl .

La membrane est incubée une nuit & 4°C en présence de l'anticorps primaire ajouté a
la solution de saturation diluée 20 fois avec du tampon Tris/HCI 50 mM (pH :7,5) contenant
0,15 M NaCl. Aprés incubation, la membrane est lavée 2 fois pendant 10 min en présence de
tampon Tris/HCI 50 mM (pH :7,5) contenant 0,15 M NaCl et 0,1 % (v/v) de Tween 20 et 2 fois
durant 10 min dans une solution de saturation diluée 20 fois avec du tampon Tris/HCI 50 mM
(pH :7,5) contenant 0,15 M NaCl. La membrane est ensuite incubée en présence de l'anticorps
secondaire dilué au 1/2000 dans une solution de saturation diluée 20 fois avec du tampon
Tris/HCI 50 mM (pH :7,5) contenant 0,15 M NaCl, pendant 30 min a température ambiante
sous agitation. Aprés incubation, la membrane est lavée 4 fois pendant 10 min avec du
tampon Tris/HCI 50 mM (pH :7,5) contenant 0,4 M NaCl et 0,1 % Tween, puis séchée entre 2
feuilles de papier absorbant. Le substrat (luminol) est déposé sur la membrane. Aprés 1 min
d’incubation, la membrane est séchée, puis placée dans une cassette au contact d'un film
d’autoradiographie (Film Trimax, 3M, USA). Apres révélation, l'intensité des signaux observés

est quantifiée par densitométrie (GelDoc, Bio Rad).

lll. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

a. Immunocytochimie

Immunocytochimie sur coupes de tissus congelés du tractus digestif feetal humain

Cette technique a été utilisée dans le but de suivre I'expression des PPAR au cours du

développement du tractus digestif foetal humain. Les antiséra utilisés correspondent aux
anticorps polyclonaux, préparés au laboratoire, dirigés contre chaque isotype de PPAR et
contre les isoformes PPARY1 et y2. Le protocole utilisé est schématisé dans la figure 17A.
Des coupes de 5 pm d’épaisseur sont montées sur des lames Superfrost, puis fixées pendant
45 min a 4°C dans une solution de formaldéhyde a 2 % (p/v) dans du tampon phosphate de
sodium & 10 mM (tampon PBS : 3 mM NaH,PO,, 7 mM Na,HPO, (pH :7,4) contenant 0,13 M
NaCl) puis rincées en présence de tampon PBS. Les lames sont ensuite immergées dans le
méme tampon PBS contenant 100 mM de glycine pendant 45 min a 4°C, puis rincées a
nouveau avec du tampon PBS.

Les coupes sont préincubées dans une solution saturante contenant 0,1 % (v/v) de
gélatine de poisson, 0,8% (p/v) d’albumine bovine sérique et 0,002% (v/v) de Tween 20
pendant 30 min a température ambiante.

Chaque section est encerclée par un film de silicone, afin de limiter 'écoulement des

solutions d’incubation qui pourait étre responsable d’'un desséchement des tissus. Les
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Figure 17 : Description des différentes procédures utilisées en immunocytochimie
A) le complexe antigene/anticorps primaire est mis en évidence grace a un anticorps secondaire
couplé a la fluorescéine (chévre anti- IgG de lapin/FITC).
B) le complexe antigéne/anticorps primaire est mis en évidence grace a un anticorps secondaire
couplé a la fluorescéine (chévre anti- IgG de lapin/FITC) auquel est ajouté un anticorps tertiaire
dirigé contre la fluorescéine couplée a la phosphatase alcaline. L'ensemble est révélé grace a une
trousse commerciale Fast Red.
C) le complexe antigene/anticorps primaire est mis en évidence grace a un anticorps secondaire
couplé a la biotine (chévre anti- IgG de lapin/biotine) auquel est ajouté un complexe streptavidine
peroxydase. L'ensemble est révélé par la DAB.
D) Le complexe antigéne/anticorps est mis en évidence grace a un anticorps secondaire couplé a
un polymére de Dextrane lui-méme conjugué a la peroxydase. La révélation se fait grace a une

solution commerciale NovaRed.



anticorps primaires dilués au 1/250 dans du tampon PBS contenant 5% (p/v) de lait écrémé
sont appliqués pendant 1 heure a température ambiante.

Apres ringage, les coupes sont recouvertes d'une solution d’anticorps secondaire
conjugué a la fluorescéine (anti-lgG de lapin produits chez la chévre et couplés au FITC,
Roche) dilué au 1/50 dans du tampon PBS contenant 2% (p/v) de BSA, pendant 1 heure en
chambre humide a température ambiante.

Apres ringage avec du tampon PBS, la présence de complexes antigénes-anticorps est
enfin révélée en ajoutant deux gouttes de cytifluor/glycérol (Agar Scientific, Essex, Angleterre)

sur chaque coupe.

Immunocytochimie des cellules Caco-2

¢ Immunocytochimie sur coupes en paraffine des cellules Caco-2

Cette technique a été utilisée dans le but de suivre I'expression des PPAR au cours de

la différenciation des cellules en culture. Les antiséra utilisés correspondent aux anticorps
polyclonaux, préparés au laboratoire, dirigés contre chaque isotype de PPAR et contre les
isoformes PPARY1 et y2. Le montage utilisé est schématisé dans la figure 17B.
Les cellules Caco-2 sont récupérées a l'aide d'un rateau et rassemblées dans un tube
Falcon. Apres centrifugation de 5 min a 1000 g a 4°C, le culot cellulaire est fixé dans 50 mL
de formaldéhyde a 4 % (p/v) dilué dans un tampon phosphate pendant 1 nuit a 4°C. Aprés
fixation, les cellules sont incluses dans la paraffine. Des sections de 5 um d'épaisseur sont
montées sur des lames Superfrost puis séchées pendant 2 heures a I'étuve a 37°C. Les
coupes sont deparaffinées par trois bains successifs de toluéne pur, réhydratées par
passage dans des bains d'alcool de concentration décroissante puis dans de l'eau.

Chaque lot de coupe est encerclé par un film de silicone afin d'empécher
I'écoulement des solutions. Les lames sont ensuite réhydratées dans du tampon PBS
contenant 0,001 % de Tween 20 (tampon PBS-Tween) pendant 5 min, avant de recevoir
l'anticorps primaire dilué au 1/400 dans une solution contenant 15,6 mM d'azide de sodium,
4,8 mM de N-ethyl-méoleimide, 20 % de glycérol, 1% (p/v) d’albumine bovine sérique.
L'incubation est réalisée pendant une nuit a 4°C en chambre humide.

Les lames sont rincées au PBS-Tween. L'anticorps secondaire anti-lgG de lapin
produit chez le porc et conjugué a la biotine (porc anti-lgG de lapin/biotine, Dako, Glostrup,
Danemark) dilué au 1/200 est déposé sur chaque lot de coupes pendant 1 heure. Les lames
sont rincées au PBS-Tween. Un complexe streptavidine couplé a la peroxydase (Dako) dilué
au 1/200 dans du tampon PBS-Tween est déposé pendant 1 heure. Les lames sont rincées
au PBS-Tween. La révélation se fait grace a une solution commerciale AEC (Zymed, San

Francisco, CA, USA) pendant 5 min, selon les indications du fournisseur. Chaque section est
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ensuite contre-colorée a I'hématoxyline puis montée entre lame et lamelle dans un milieu
aqueux PVA (polyvinyl alcool, Sigma, St Louis, MI, USA).

¢ Immunocytochimie sur coupes semi-fines des cellules Caco-2

Les cellules Caco-2 sont récupérées a l'aide d'un rateau et rassemblées dans un tube
Falcon. Les cellules sont lavées avec du PBS. Aprés centrifugation a 2000 g pendant 5 min
a 4°C, le culot cellulaire est rincé plusieurs fois dans le PBS avant d'étre fixé dans une
solution formolée a 4 % pendant 1 nuit.

Les cellules sont a nouveau rincées au PBS (3 bains de PBS de 10 min). Le culot
cellulaire est réhydraté par des bains successifs d'alcool (éthanol a 70 %, 90 %, 95 % et
éthanol absolu, 3 fois pendant 20 min a chaque étape) avant d'étre inclus dans l'unicryl
(Electronic Microscopy Sciences, Euromedex). Pour ce faire, le culot cellulaire est plongé
pendant 2 heures dans une solution d'unicryl & 33 % dans de I'éthanol absolu, puis dans une
solution d'unicryl & 66 % (v/v) dans de I'éthanol absolu pendant 2 heures. Finalement, le
culot cellulaire subit 3 bains successifs d'unicryl pur pendant 8 heures. L'inclusion en unicryl
est réalisée a 4°C par polymérisation sous UV a 10 cm de hauteur pendant 3 jours. Apres
inclusion, des sections de 2 um d'épaisseur sont réalisées et déposées sur des lames
Superfrost.

Chaque lot de coupes est entouré d'un film de silicone afin d'éviter I'écoulement des
solutions. Les lames sont plongées dans du tampon PBS-Tween avant de recevoir
I'anticorps primaire (dilution 1/50) pendant 1 nuit & 4°C dans une chambre humide.

Les lames sont rincées en présence de tampon Tris/HClI 50 mM (pH :7,4) contenant
0,15 M NaCl et 0,001 % Tween 20 (tampon TBS-Tween). L'anticorps secondaire anti-IgG de
lapin produit chez le porc et conjugué a la fluorescéine (porc anti-lapin /FITC, Jackson, West
Growe, PA, USA) est utilisé a la dilution finale au 1/100 dans du tampon TBS-Tween et
appliqué pendant 1 heure a température ambiante (figure 17C). Les lames sont rincées au
TBS-Tween. L'anticorps anti-FITC (chevre anti-FITC produit chez le porc, Roche) dilué au
1/2000 dans du tampon TBS-Tween est déposé pendant 1 heure a température ambiante
sur chaque coupe. Les lames sont rincées au TBS-Tween puis plongées dans du tampon
Tris/HCI 0,1 M (pH : 8,2) pendant 5 min. Les complexes formés sont révélés pendant 8 min a
l'obscurité par une solution Fast Red (Sigma) selon les indications du fournisseur. Les lames

sont contre-colorées a 'hématoxyline puis montées dans un milieu aqueux PVA (Sigma).

Immunocytochimie des cellules HT29
Les cellules HT29 sont récupérées a l'aide d'un rateau et rassemblées dans un tube
Falcon. Aprés centrifugation de 5 min & 1000 g a 4°C, le culot cellulaire est fixé dans 50 mL

de formaldéhyde de calcium 4 % (p/v) pendant 1 nuit & 4°C. Apres fixation, les cellules sont
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incluses dans la paraffine. Des sections de 5 um d'épaisseur sont montées sur des lames
Superfrost puis séchées pendant 2 heures a I'étuve a 37°C. Les coupes sont déparaffinées
par trois bains successifs de toluéne pur, réhydratées par passage dans des bains d'alcool
de concentration décroissante puis dans de l'eau.

Chaque lot de coupes est encerclé par un film de silicone afin d'empécher
I'écoulement des solutions. Les lames sont ensuite réhydratées dans du tampon PBS-Tween
pendant 5 min, avant de recevoir I'anticorps primaire (dilution 1/400) pendant 1 nuit a 4°C
dans une chambre humide. La révélation des complexes antigéne-anticorps formés est
réalisée grace au montage décrit précedemment (figure 17C). Nous avons utilisé un
anticorps secondaire anti-lgG de lapin produit chez le porc et conjugué a la fluorescéine
(dilution 1/100, porc anti-IgG de lapin/FITC, Jackson) et un anticorps tertiaire dirigé contre la
fluorescéine (dilution 1/2000, chéevre anti-FITC de porc, Jackson). La révélation est réalisée a

laide d’une solution Fast-Red (Sigma).

Immunocytochimie sur coupes en paraffine des tissus provenant d'adénocarcinome
colique adulte
Cette technique a été utilisée dans le but d'analyser 'expression des PPAR ainsi que
d’autres protéines au niveau d'adénocarcinomes coliques humains et des tissus sains situés
a proximité des tumeurs. Nous avons utilisé les antisera d’origine commerciale suivants :
- antisérum dirigé contre les isotypes de PPAR (anti-PPARYy, anti-PPAR et anti-PPARB, AB
Regeant a la dilution 1/400),
- anti-cytochrome-c (dilution 1/400 ; Chemicon International, Temacula, CA,USA),
- anti-cytokératine 18 (dilution 1/200 ; Dako)
- anti-Ki67 (1/200 ; Dako)
Des prélévements biopsiques sont fixés pendant 1 nuit a 4°C dans une solution formolée a
10% (p/v) diluée dans du tampon PBS puis inclus dans la paraffine. Des sections de 5 um

sont déposées sur lames Superfrost puis séchées pendant 2 heures a I'étuve a 37°C.

¢ Mise en évidence des PPAR

Les coupes sont déparaffinées dans 3 bains successifs de toluéne pur, réhydratées
par passage dans des bains d'alcool de concentration décroissante puis dans de l'eau. Un
film de silicone est déposé autour de chaque section. Les lames sont immergées dans du
tampon PBS. L'anticorps primaire dilué (dilution 1/400) est déposé sur chaque coupe,

pendant une nuit dans une chambre humide et a 4°C.
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La révélation des complexes antigéne-anticorps formés est réalisée grace au
montage décrit précédemment (Figure 17C). Nous avons utilisé un anticorps secondaire
anti-lgG de lapin produit chez le porc et conjugué a la fluorescéine (dilution 1/100 ; porc anti-
IgG de lapin/FITC, Jackson) et un anticorps tertiaire dirigé contre la fluorescéine (dilution
1/2000 ; chevre anti-FITC de porc, Jackson). La révélation est réalisée a l'aide d’une solution
Fast-Red (Sigma).

o Mise en évidence de la protéine cytochrome ¢

Les coupes sont déparaffinées dans 3 bains successifs de toluene pur, réhydratées
par passage dans des bains d'alcool de concentration décroissante puis dans de l'eau. Un
pré-traitement des coupes visant & inverser la fixation formolée est effectué. Ce traitement
est réalisé par chauffage. Les lames sont plongées dans une solution d’EDTA 100 mM
(pH :8,0) et chauffées dans un four a micro-ondes (Micromed TT, Microm, Francheville,
France) pendant 1h a 98°C, puis elles sont directement refroidies dans l'eau. Un film de
silicone est déposé autour de chaque section. Les lames sont immergées dans du tampon
PBS. L'anticorps primaire dilué au 1/200 est déposé sur chaque coupe, pendant une nuit
dans une chambre humide et a 4°C. Les lames sont rincées au PBS-Tween. Un anticorps
secondaire couplé a un polymére de Dextrane lui-méme conjugué a la peroxydase ( trousse
commerciale PowerVision, inmunoVision Technologies) est déposé pendant 1 heure (figure
17D), d’aprés les instructions du fournisseur. La révélation se fait grdce a une solution

commerciale (NovaRed, BioValley, Burlingame, CA).

¢ Mise en évidence des protéines cytokératine 18 et de Ki67

Les coupes sont déparaffinées dans 3 bains successifs de toluéne pur, réhydratées
par passage dans des bains d'alcool de concentration décroissante puis dans de l'eau. Un
pre-traitement des coupes est réalisé par chauffage. Les lames sont plongées dans une
solution ’EDTA a 100 mM (pH : 8,0) et chauffées dans un four & micro-ondes de laboratoire
(Micromed) pendant 1h a 98°C, puis elles sont imédiatement refroidies dans I'eau. Un film de
silicone est déposé autour de chaque section. Les lames sont immergées dans du tampon
PBS. L'anticorps primaire anti-cytokératine 18 dilué au 1/200 ou I'anticorps primaire anti-Ki67
dilué au 1/200 est déposé sur chaque coupe, pendant une nuit dans une chambre humide et
a 4°C. Les lames sont rincées au PBS-Tween. La révélation du complexe antigéne-anticorps
fait appel au montage décrit précédemment (figure 17B). Nous avons utilisé un anticorps

secondaire biotinylé (dilution 1/200) dirigé contre I'anticorps primaire puis un conjugué
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streptavidine couplé a la peroxydase (dilution 1/200). La révélation se fait grace & une

solution commerciale (Novared, BioValley).

b. Microscopie électronique

La présence des peroxysomes dans les cellules Caco-2 a été étudiée par microscopie
électronique selon le protocole de Novikoff et al. [239]. Cette technique permet de visualiser
lactivité de la catalase peroxysomale apres réduction alcaline du 3,3'diaminobenzamidine
(DAB, Sigma).

En résumé, les cellules Caco-2 sont fixées a 4°C pendant 40 min dans du tampon
cacodylate de sodium 0,1M (pH: 7,4) contenant 2,8 % (v/v) de glutaraldéhyde puis sont
rincées 3 fois pendant 20 min dans la méme solution tampon contenant 7,5% (p/v) de
saccharose.

Les cellules sont ensuite traitées pendant 3 heures a 37°C dans un milieu DAB. Cette
solution est remplacée apres 90 min. Les échantillons sont post-fixés pendant 30 min dans du
tampon phosphate de potassium 0,1 M contenant 1% (v/v) de tetroxyde d’osmium (pH : 7,4),
déshydratés a I'ethanol puis enrobés dans un mélange araldite/épon (v/v) a 37°C pendant 48
heures.

Des coupes de 75 um d'épaisseur sont déposées sur des grilles. L'ensemble est
contrasté dans une solution d'acétate d'uranyle, puis dans une solution de citrate de plomb
selon le protocole de Reynolds [269]. Les sections sont observées avec un microscope
électronique Philips CM12 a 80 kV.

IV. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

a. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits selon la méthode de Chomczynski et Sacchi [50]. Cette
méthode permet de lyser les cellules, de séparer 'ADN, les ARN et les protéines sous I'action
d’'un mélange phénol/chloroforme (1:1) (v/v). La solution mére d’extraction contient 2509
d’isothiocyanate de guanidium, 17,6 mL de citrate de sodium a 0,75 M, 26,4 mL de N-lauryl
sarcosine de sodium a 10% (p/v) et 293 mL d’eau préalablement traitée en présence de
diéthylpyrocarbonate (DEPC). L’extraction des ARN est réalisée avec la solution mere
contenant 0,8 % (v/v) de B-mercaptoéthanol. L'extraction des ARN nécessite I'utilisation de
solutions stériles préparées avec de l'eau bidistillée préalablement traitée par 0,1 % (v/v) de

diethylpyrocarbonate de sodium (DEPC).
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Les cellules Caco-2 sont lysées en présence de 2 a 5 mL de solution de travail. Puis
0,1 volume d'acétate de sodium 2 M (pH : 4,0), 1 volume de phénol saturé en eau, 0,2 volume
de chloroforme/alcool isoamylique (49:1) (v/v) sont ajoutés successivement au mélange. Aprés
agitation pendant 15 secondes a l'aide d’'un vortex, le mélange est laissé pendant 15 min a
4°C, puis il est centrifugé a 4°C pendant 20 min & 10000 g. La phase aqueuse est reprise et
mélangée a 2,5 volumes d‘éthanol a 99% (v/v) conservé & -20°C pendant 1 heure. Apres
incubation, le mélange est centrifugé a 10000 g pendant 1 heure a 4°C. Le culot est repris
dans 300 pL de solution de travail et précipité par 1 mL d'éthanol 99 % (v/v). Les échantillons
sont placés a -20°C pendant 1 nuit. Aprés centrifugation a 10000 g a 4°C pendant 20 min, le
culot contenant les ARN totaux est lavé en présence de 1 mL d'éthanol a 70 % (v/v) et
centrifugé a 8000 g pendant 10 min a 4°C. Le culot ’ARN est séché sous vide pendant 5 min
puis solubilisé dans une solution d'EDTA a 1 mM (pH :8,0) préalablement traité au DEPC.
L’extraction des ARN totaux des cellules HT29 est réalisée selon le méme protocole.

Les tissus humains et murins conservés a —80°C sont réduits en poudre dans un Potter
en porcelaine contenant de l'azote liquide. La poudre obtenue est déposée dans un tube
contenant la solution d’extraction des ARN a raison de 1 mL de solution d’extraction pour 100
mg de poudre de tissu. Le mélange est vortexé et placé sur de la glace pendant 15 min.
L’extraction des ARN totaux est réalisée selon le protocole décrit précédemment.

Les ARN sont quantifiés au spectrophotométre a 260 nm sachant qu'une unité de DO
correspond a 40 pg/mL d'ARN. La qualité des ARN extraits est analysée par électrophorése
sur gel d’agarose a 2% (p/v) dans du tampon Tris/HCI 90 mM (pH :8,0) contenant 90 mM de
borate de sodium, 2 mM d’EDTA (TBE) et 0,5 ug/ml de bromure d’éthidium. 1 ug d’ARN est
déposé par logette. La migration est réalisée a 100 V pendant 30 min. Aprés migration, les
ARN sont visualisés sous lampe UV. L’aspect des ARN est observé ; ne sont conservés que
les échantillons dont les ARN ne sont pas dégradés. Les ARN totaux sont aliquotés en 1, 5 ou

10 pg et sont conservés a -80°C.

b. Extraction des ARN polyadénylés

Les ARN polyadénylés ou polyA™ sont obtenus par chromatographie d'affinité sur
oligo(dT) cellulose (Sigma) a partir des ARN totaux selon la méthode décrite par Aviv et Leder
[8].

1 mg/500 pl d’ARN totaux est incubé a 65 °C pendant 5 min. Parallélement, le méme
volume de tampon, Tris/ HCl 40 mM (pH :7,4) contenant 1 mM EDTA, 1 M NaCl et 0,1% (v/v)
de SDS est chauffé a 65°C pendant 5 min. Le tampon est mélangé a I'échantillon puis laissé a
température ambiante pendant 2 min. L’ensemble est déposé deux fois sur la colonne

d’affinité d'oligo (dT) cellulose préalablement équilibrée par 3 passages successifs de 3 mL
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d’une solution de NaOH 0,1 M/EDTA & mM, avec 5 mL d’H,O traitée au DEPC et enfin avec 5
mL de tampon Tris/HCI 40 mM (pH :7,4) contenant 1 mM EDTA, 1M NaCl et 0,1% (v/v) SDS.
La colonne est lavée avec 5 mL de tampon Tris/HCI 20 mM (pH :7,4) contenant 1 mM EDTA,
0,2 M NaCl et 0,1 % (v/v) de SDS afin d’éliminer les ARNt et ARNr. Puis 3 mL de tampon Tris/
HCl 10 mM (pH :7,4) contenant 1 mM EDTA et 0,05% (v/v) de SDS sont déposés sur la
colonne afin de récupérer les ARN poly A*. Les ARNm contenus dans 300 plL/tube sont
précipités par addition de 1/10 du volume d’acétate de sodium 3 M (pH :4,5) et de 2,5 volumes
d’éthanol 99 % (v/v). Les échantillons sont placés a -20°C pendant une nuit. Apres
centrifugation a 10000g pendant 20 min a 4°C , les culots contenant les ARN poly A* sont
lavés deux fois en présence d’éthanol a 70 % (v/v) puis redissous dans une solution d’EDTA a

1 mM. Les ARN polyA* sont quantifiés au spectrophotometre a 260 nm.

c. Quantification du taux d'ARNm par la technique de Northern-blotting

Electrophorése des ARN

L’electrophorése est réalisée selon la méthode décrite par Thomas [332] : 10 ug d’ARN
totaux dissous dans 4uL I’EDTA 1 mM (pH :8,0) sont incubés pendant une heure a 50°C en
présence de 16 uL d’'une solution de dénaturation comprenant 2 uL de tampon phosphate de
sodium a 0,1 M (pH: 6,5), 4 uL de glyoxal désionisé & 1M et 10 uL de DMSO. Apres
incubation, 1uL de tampon de dép6t (phosphate de sodium a 10 mM (pH 6,5) contenant 2,5
mg/mL de xyléne cyanol et 2,5 mg/mL de bleu de bromophénol) est ajouté a chaque
échantillon. Les marqueurs de taille Lambda DNA Bst E I/ digest (Biolabs, Beverly, MA, USA)
et RNA Molecular Weight marker | (Roche) subissent le méme traitement.

Les échantillons sont déposés sur un gel d’agarose a 1 % (p/v) préparé dans du
tampon phosphate de sodium 10 mM (pH : 6,5). La migration s’effectue dans le méme tampon
pendant 4 heures sous un courant continu de 100 volts. Une pompe a recirculation est
branchée 15 min aprés le début de la migration pour permettre une bonne distribution du

tampon.

Transfert sur Nylon

Apres migration, les ARN sont transférés par capillarité sur une membrane de Nylon en
présence de tampon 20X SSC (0,3 M NaCl et 0,03 M citrate trisodique) pendant 18 heures.
Apres transfert, la membrane est chauffée a 80°C pendant deux heures. La qualité du transfert

est vérifiée par coloration des standards au bleu de méthyléne a 0,04% (p/v) dilué dans une
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solution d’acétate de sodium 0,5 M (pH : 6,0). A ce stade, la membrane peut étre conservée a

-20°C jusqu’a son utilisation.

Marquage de la sonde
Le marquage de la sonde est réalisé selon la technique de marquage aléatoire en

utilisant [0**P]-dCTP comme traceur. Le marquage est réalisé selon la technique décrite par

Feinberg et Volgelstein [87] grace a une trousse de marquage (Biosciences, Little Chalfont
Buckinghamshire, Angleterre) : 20 ng de sonde purifiée sont incubés en présence de 5 uL
d’amorces. Le mélange est dénaturé a 100°C pendant 5 min puis refroidi brutalement dans la
glace. 10 uL de tampon de marquage (contenant dATP, dTTP, dGTP), 5 uL de [¢**P]-dCTP
(correspondant a 50 uCi) et 2 uL d’enzyme de Klenow (1U/uL) sont ajoutés successivement.
Le volume du mélange est ramené a 50 uL par de I'eau stérile. Aprés incubation pendant une
heure a 37°C, la sonde marquée est séparée des nucléotides libres par filtration sur gel a
Faide d’une colonne contenant du Sephadex G50 (Biosciences) préalablement équilibré dans
du tampon Tris/HCI 10 mM (pH :7,4) contenant 1 mM d’EDTA.

Préhybridation et hybridation

La préhybridation s’effectue pendant 18 heures a 42°C a laide d’une solution
contenant du tampon phosphate de sodium a 50 mM (pH :6,5), du formamide désionisé a 50%
(v/v), une solution de Denhardt’s 10X (Ficoll a 0,2% (p/ v), du polyvinyl pyrolidone a 0,2% (p/v),
de la sérum albumine bovine a 0,2% (p/v)) et 2,5 mg d'ADN de sperme de saumon soniqué
(Eurobio) dénaturé & 100°C pendant 5 min.

L’hybridation est réalisée pendant 18 heures a 42°C avec la solution de préhybridation
contenant la sonde marquée, prealablement dénaturée & 100°C pendant 5 min en présence
de 2,5 mg d’ADN de sperme de saumon soniqué et 2 volumes d’'une solution de sulfate de
dextrane a 50% (p/v). Aprés incubation, la membrane est lavée 4 fois a température ambiante
pendant 5 min avec une solution contenant 2X SSC et 0,1% (v/v) de SDS, puis pendant 15
min a 50°C avec une solution contenant 0,5X SSC et 0,1% SDS (v/v). Cette étape permet
d’éliminer 'excés de sonde non hybridée. La membrane est finalement exposée a un film
radiographique (film Trimax, 3M, USA) et placée a -80°C pendant 5 jours. L’intensité des
bandes a été quantifiée au Phosphorimager (Molecuiar Dynamics, USA). Les membranes sont
deshybridées, puis hybridées a nouveau en présence d’une sonde ADNc correspondant a un
fragment de I'ADNc de la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (G3PDH, BD
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Biosciences Clontech, NJ, USA) selon le protocole décrit précédemment. La G3PDH est
utilisée comme témoin interne dans nos expériences. Le taux transcriptionnel de PPAR est

rapporté a celui de la G3PDH.

d. Quantification du taux d’ARNm par la technique de protection a la nucléase

S1

La technique de protection a la nucléase S1 [287] permet de quantifier le taux d'/ARNm
d'un géne particulier. Nous avons utilisé cette technique pour quantifier les taux d'ARNm de
PPARo, y2 et y3. Des sondes ADN spécifiques de chaque isoforme de PPAR sont marquées
radioactivement et mises en présence d'extraits d'/ARN totaux (Figure 18). Les complexes
ARN/ADN marqués se forment. La nucléase S1 élimine les brins d'/ARN non hybridé a la
sonde ainsi que la sonde en excés. Les hybrides formés sont déposés sur un gel
d'acrylamide/bis acrylamide dans des conditions dénaturantes. Aprés migration, le gel est

exposé contre un film radiographique. Les sighaux obtenus sont quantifiés.

Production de sondes ADNc spécifiques de chaque isoforme de PPAR

Le taux d’ARNm codant les PPAR a nécessité la production de sondes ADNc
spécifiques de chaque isotype de PPAR.

Ces sondes sont obtenues selon un protocole classique de RT-PCR. 5pg d’ARN totaux
extraits des cellules Caco-2 ou de tissu adipeux humain sont transcrits en ADNc par 'enzyme
M-MLV (Invitrogen, Paisley, Ecosse). Les ADNc sont synthétisés dans un volume de 20 pl
contenant 1 ug d’ARN, 0,5 mM de chacun des désoxynucléotides triphosphates (Invitrogen),
0,02 g/L d’hexaprimers (amorces aléatoires, Invitrogen), 5 mM de DTT, 5 unités de RNAsine
(Invitrogen) et 200 unités de transcriptase inverse M-MLV (Invitrogen) dans du tampon
Tris/HCl & 50 mM (pH :8,3) contenant 75 mM KCI et 3 mM MgClo. Le mélange est incubé a
37°C pendant 2 heures.
2uL du produit de RT prealablement chauffé a 94°C pendant 30 secondes, sont ajoutés au
mélange PCR composé de tampon Tris/HCI 20 mM (pH=8,3) contenant 50 mM KCl, 0,2 uM de
chacun des desoxynucléotides triphosphates (Invitrogen), 0,4 uM d’amorce sens et antisens
du géne étudié, 1,5 mM de MgClo et 2,5 unités de Taq Polymerase (Invitrogen). Le volume
final de la réaction est de 50pL.

L’amplification par PCR est réalisée en 30 cycles (95°C, 30s ; 60°C, 30s ; 72°C, 30s)

suivis d'une élongation terminale de 5 min a 72°C. Les amorces sens et antisens utilisées
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Figure 18 : Représentation schématique de la technique de la protection
a la nucléase S1
Dans cette technique, une sonde ADNc marquée au [¢**P]-dCTP s’hybride avec un ARN selon
la complémentarité des bases. L'’enzyme nucléase S1 digére les ARN non hybridés ainsi que la
sonde marquée en exces. Les complexes formés sont analysés sur gel en conditions

dénaturantes puis quantifiés.



dans cette technique ont été sélectionnées de sorte que le fragment généré soit spécifique de
chaque isotype de PPAR et de chaque isoforme de PPARy (PPARY1, y2 et v3) (Tableau 2).
Les amorces PPARa-sens (5'-gCC CAg gCT gAA gCT CAg gg-3') et PPARa-antisens (5'-gAC
ACg gAA AgC CAC TCT gC- 3') sont choisies afin d'obtenir une séquence ADNc spécifique de
hPPARo correspondant a la partie 5'UTR de la séquence décrite par Sher et al. [303]. Le
fragment amplifié (244 pb) est purifié grace a une trousse commerciale de purification d'/ADN
(Bio Rad) selon les instructions du fournisseur. Ce fragment ADNc est cloné dans un vecteur
de clonage pBluescript KS* (pBSKS*) (Stratagéne, La Jolla, CA, USA) rendu préalablement
linéaire apres digestion pendant 2 heures a 25°C par l'enzyme de restriction Sma |
(Invitrogen). L'efficacité du clonage est vérifiée par séquengage selon la méthode décrite par
Sanger et al. [288].

Les plasmides pBSKS*/hPPARyl, pBSKS+hPPARy2, pBSKS+hPPARy3 et
pBSKS+/G3PDH sont obtenus selon la méme méthode: 'amorce PPARy1-sens située dans
lexon A1 (5'-TCg gAC CCC gAg CCC gAg-3'), 'amorce PPARY2 sens située dans 'exon B (5'-
CCC ATC TCT CCC AAA TAT TT-3') et 'amorce PPARYy1/y2 antisens située dans I'exon E1
(5'-CAC AgA gAT CgC ATT Cgg CCC- 3) ont été sélectionnées a partir de la séquence ADNc
décrite par Fajas et al. [83] (figure 19). Les couples d'amorces PPAR(y1 - y1/y2) et PPAR(y2 -
v1/y2) produisent respectivement un fragment de 131 pb spécifique de hPPARY1 et de 277 pb
spécifique de hPPARY2. L’amorce PPARY3-sens située dans I'exon A2 (5'-gAA AgA AgC CgA
CAC TAA ACC AC- 3') et 'amorce PPARy3-antisens située dans I'exon E1 (5' -ACA CCT CAT
CTT TAC gAC CTC TTC- 3') ont été choisies d'apres la séquence de Fajas et al. [84] et elles
génerent un fragment de 218 pb. L’amorce glyceraldéhyde-3 phosphate déshydrogenase
(G3PDH) sens (5-CCC ATC ACC ATC TTC CgA- 3') et G3PDH anti-sens (5'-ggA AAC TgT
ggC CTg TAg- 3') issues de la séquence ADNc décrite par Tso et al. [347] produisent un
fragment de 382 pb.

Chaque fragment obtenu est cloné dans le vecteur de clonage pBSKS" afin d'obtenir
les plasmides pBSKS*/hPPARy1, pBSKS*/hPPARY2, pBSKS*/hPPARY3 et pBSKS*/G3PDH.

pBSKS*/G3PDH est utilisé en tant que témoin interne de nos expériences.

Marquage au [ 32P]—dCTP des sondes spécifiques de chaque hPPAR
Chaque plasmide est linéarisé par une enzyme de restriction, EcoRl ou BamH1
(Promega, Madison, W1, USA) (3 a 5 unités d'enzyme/ug d'ADN) agissent pendant 2 heures a

37°C. Le choix de I'enzyme dépend de l'orientation du fragment ADNc cloné dans le vecteur
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Amorces sens

Amorces antisens

Références
(5’ vers 3’) (5’ vers 3°)
PPAR o GCCCAGGCTGAAGCTCAGGG GACACGGAAAGCCACTCTGC [315]
PPAR v1 TCGGACCCCGAGCCCGAG CACAGAGATCGCATTTCGGCCC [85]
PPAR y2 CCCATCTCTCCCAAATATTT CACAGAGATCGCATTTCGGCCC [85]
PPAR 3 GAAAGAAGCCGACACTAAACCAC CCTCATCTTTACGACCTCTTC [86]
G3PDH CCCATCACCATCTTCCGA GGAAACTGTGGCCTGTAG [360]

Tableau 2 : Couples d’amorces retenus pour la mise en ceuvre de la technique

de protection a la nucléase S1




y1 sens

y1/y2 anti-sens Y anti-sens
—> <+ <+
PAR y1 Al A2 E1 E2 E3 E4 E5 E6
Y2 sens y1/y2 anti-sens y anti-sens
—> <+ <+
PPAR 72 B E1 E2 E3 E4 E5 E6
v3 sens y3 anti-sens y anti-sens
—> <4+— <+
PPAR v3 A2 E1 E2 E3 E4 E5 E6

Figure 19 : Positions des couples d'amorces localisées au niveau de I'extrémité 5’ des ARNm

Le produit amplifi¢ PPARy1 contient les exons A1 et A2 Le produit amplifie PPARy2 contient I'exon

B. Le produit amplifi¢ PPARy1 contient I'exon A2. Les exons E1 & E6 sont communs aux transcrits

codant les différents isoformes de PPARy

des 3 isoformes de PPARY.




pBSKS*. pBSK+/hPPARo, PBSKSt/hPPARY2 et pBSKS*/hPPARY3 sont linéarisés par
BamH1 alors que pBSKS*/hPPARY1 et pBSKS*/G3PDH sont linéarisés par EcoRl.

Aprés extraction par un mélange phénol/chloroforme (1:1) (v/v) puis extraction par un
mélange chloroforme/alcool isoamylique (49 :1) (v/v), les plasmides sont précipités en ajoutant
1/20 du volume d'acétate d'ammonium a 5 M (pH :7,5) et 3 a 5 volumes d'éthanol a 99 % (v/v)
froid. Les échantillons sont placés a -20°C pendant une heure, puis centrifugés a 4°C pendant
20 min a 10000 g. Le culot est lavé 2 fois en ajoutant 1 mL d'éthanol & 70 % (v/v), séché sous
vide (Speed Vac Concentrator, Savant), puis redissous dans 20 pL de tampon Tris/HCI & 10
mM (pH :7,5) contenant 1 mM EDTA (TE). La qualité et la quantité de plasmide linéaire sont
vérifiées par électrophorese sur un gel d'agarose a 0,8 % (p/v) préparé dans du TBE. Les
plasmides linéaires sont conservés a -20°C.

Le marquage des différentes sondes est réalisé par une technique classique
d'extension d'amorce [287]. A partir de 1 ug de plasmide linéaire, une sonde ADNc marquée
radioactivement avec du [0**P]-dCTP (Biosciences) est synthétisée dans un mélange
composé de tampon Tris/HCI & 20 mM (pH :8,4) contenant 50 mM de KClI, 0,4 mM de MgCl,
0,2 mM de chaque dNTP (Invitrogen) et 5 unités de Taq polymérase (Invitrogen), puis 45 uCi
de [0*P]-dCTP (Biosciences) sont ajoutés au mélange. Seule I'amorce antisens (1 mM) est
ajoutée au mélange final afin d'obtenir le brin ADNc marqué au [0*°P]-dCTP. Aprés
amplification de 30 cycles (94°C, 30 s ; 60°C, 30 s ; 72°C, 30 s), puis une étape d’extension
finale & 72°C pendant 5 min, la phase aqueuse est incubée pendant 10 min a température
ambiante avec 1 mL de l'enzyme klenow (Promega). Apres incubation, le mélange est
chauffé 5 min a 95°C puis immédiatement refroidi sur de la glace pendant 3 min. La sonde
marquée est déposée sur une colonne Sephadex G50 (Sigma) pré-équilibrée dans du TE. La
quantité de sonde ADNc marquée est appréciée a laide d'un compteur a scintillation

(Biosciences). La sonde marquée est conservée a -20°C jusqu’a son utilisation.

Technique de protection a la nucléase S1
5 pyg d'ARN totaux sont séchés sous vide puis dissous dans 30 pL de tampon
d'hybridation contenant du tampon Pipes/NaOH 40 mM (pH :6,4) contenant 0,4 M NaCl, 1

mM EDTA et 80 % (v/v) de Formamide désionisé. 105 cpm de sonde hPPAR marquée au
[0*2P]-dCTP et 10° cpm de sonde G3PDH marquée au [a*2P]-dCTP sont ajoutés & chaque
échantillon. L'ensemble est dénaturé 5 min a 90°C, placé a 4°C pendant 3 min, et incubé a
60°C pendant une nuit.

Apres incubation, les échantillons regoivent 300 pL d’'un mélange froid contenant 0,28
M de NaCl, 50 mM d'acétate de sodium (pH :4,5), 4,5 mM de ZnSOy4, 20 pg/mL d’ARNt et 50
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U de nucléase S1 (Roche). Les échantillons sont placés a 37°C pendant 1 heure. Les
hybrides ARN/ADNc-[0*?P]-dCTP sont extraits une premiére fois par addition du mélange
phénol/chloroforme (1/1) (v/v) ; une seconde fois par addition de mélange chloroforme/alcool
isoamylique (49/1) (v/v). Les hybrides ARN/ADN-[a**P]-dCTP sont précipités en ajoutant
successivement 80 pL d'une solution contenant 4 M d'acétate d'ammonium (pH :7,5), 50 mM
EDTA, 50 pg/mL d’ARNt, et 1 mL d'éthanol 99 % (v/v) froid. Les échantillons sont placés a -
20°C pendant 1 heure, puis centrifugés a 10000 g pendant 20 min a 4 °C. Les culots sont
séchés et dissous dans 5 pL de tampon TE et 5 uL d'une solution de bleu de dépot
contenant 80% (v/v) de formamide, 10mM EDTA, 1Tmg/mL de xyléne cyanol FF et img/mL de
bleu de bromophénol. L’ensemble est dénaturé par chauffage (5min a 95°C, puis 3 min a
4°C) avant d’étre déposé sur un gel de polacrylamide/bisacrylamide a 5 % (p/v) contenant 7
M d'urée et préparé dans du TBE. La migration est réalisée a une puissance constante de 60
W. Le gel est fixé dans une solution d’acide acétique a 10% (v/v) pendant 10 min. Le gel est
séché sous vide a 80°C pendant 1 heure, puis placé dans une cassette au contact d'un film
autoradiographique (Kodak, Rochester, NY, USA). Le tout est placé a -80°C pendant 24 a 96
heures. Aprés révélation du film autoradiographique, l'intensité des signaux est quantifiée par
densitométrie (Scan Sharp GX330, modules de densitométrie, Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suéde).

e. Techniques de réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les taux transcriptionnels des PPAR o, 3 et y dans les lignées cellulaires Caco-2 et
HT29 et dans les adénocarcinomes coliques humains ont été étudiés par des techniques de
RT-PCR compétitive et semi-quantitative. La mise en évidence de transcrits de PPARY2 a

été réalisée par une technique de RT-PCR semi-nichée.

RT-PCR compétitive

e Principe

La RT-PCR compétitive est une amplification d’ARNm en présence d’'un compétiteur.
En général, le compétiteur est un ARN obtenu aprés synthése in vitro. Dans ce type de RT-
PCR, les amorces entre le compétiteur et ’TARNm a amplifier sont parfaitement identiques. Le
compétiteur est souvent de taille réduite et de concentration connue. Ainsi, il est possible de
savoir quelle quantité d’ARNm du gene étudié est présente dans n'importe quelle cellule.

La technique que nous avons utilisée a été décrite par Kihri et al. [163]. Dans notre

cas, le compétiteur est obtenu par RT-PCR & partir d’un tissu d’une autre espece que celle
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étudiée (figure 20). Nous avons retenu I'espéce rat pour étudier 'expression des PPARo.,[3 et
de la COX-1 humaine, et I'espece souris pour PPARy, COX-2 et B-caténine. Les amorces
sens et anti-sens utilisées au cours de la PCR sont identiques entre les couples d’espéeces
(rat/homme) ou (sourisshomme) et génerent aprés amplification des fragments de méme
taille. Cependant, la carte de restriction de chacun de ces fragments est différente.
L'utilisation d’'une enzyme de restriction spécifique d’un des fragments permet de distinguer
amplification rat/homme (ou souris’/homme) et donc de connaitre les quantités relatives
d’ARNm pour chaque protéine étudiée. Cette valeur n’est cependant valable que si elle est
rapportée a celle d’'un marqueur constitutif. Dans notre cas, ce sera le produit d’amplification
des ARNm du géne de la G3PDH. Le rapport des mesures rPPAR/rG3PDH (r pour rat)
donne une premiére estimation correspondant a I'expression relative de PPAR au niveau de
lintestin de rat. Une mesure identique est réalisée pour les échantillons dont nous voulions
connaitre le taux des ARNm de PPAR. Nous obtenons un rapport hPPAR/hG3PDH (h pour
humain) qui représente I'expression relative de PPAR au niveau de I'échantillon testé.

La comparaison entre les rapports rPPAR/rG3PDH et hPPAR/hG3PDH permet de
quantifier 'expression de hPPAR par rapport au compétiteur. Ainsi, I'expression relative de
hPPAR en valeur arbitraire serait : (h\PPAR/hG3PDH )*(rPPAR/rG3PDH).

Cette équation devient (WPPAR/rPPAR )*(hG3PDH/rG3PDH) ou ia valeur hPPAR est
rapportée a celle de rPPAR, cette mesure étant elle-méme modulée par I'expression relative
du marqueur constitutif présent dans le systeme humain et de rat (ou de souris). De cette
maniére, il n'‘est pas nécessaire de connaitre la quantité de molécule de départ du
compétiteur. Par contre, son expression relative, rapportée a celle d’'un standard interne du

tissu considéré, doit étre mesurée.

Les différents couples d’amorces sélectionnées, les enzymes de restriction choisies,
la taille des fragments amplifiés (digérés ou non par I'enzyme de restriction) sont présentés
dans les tableaux 3 et 4.

Ainsi le gene PPARo est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm
compétiteurs d’intestin de rat. 28 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc
obtenus aprés transcription inverse. La taille du fragment obtenu est de 385 paires de base
(pb). L’'enzyme de restriction Eco Rl coupe uniquement le fragment de rat digéré pendant 1
heure a 37°C et produit deux fragments de 309 et de 76 pb.

Le géne PPARp est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm compétiteurs
d’intestin de rat. 28 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc obtenus apres

transcription inverse. La taille du fragment engendré est de 560 pb. L’enzyme de restriction
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Figure 20 : Principe de la technique de la RT-PCR de type compétitif [169]
Dans cette technique, le compétiteur est représenté par des ARN provenant d’une espeéce
différente de celle étudiée ( dans notre cas des tissus de rat ou de souris). L’amplification des
ADNc est obtenue en utilisant des amorces communes aux 2 espéces. Le produit
d'amplification est ensuite digéré par une enzyme de restriction propre a chaque espéce. Le

produit de digestion est analysé par électrophorése sur gel d’agarose puis quantifié.



Amorces sens Amorces antisens e,
Références
(5’ vers 3’) (5’ vers 3’)
PPAR ATGGTGGACACGGAAAGCCCACTC | TTCGCCGAAAGAAGCCCTTGCAGCCTTC [109, 315]
o
TGCCCCTCTCCCCACT ACA
TGTGAGGGGTGCAAGGGCTTCTTC [309, 384]
PPAR [ ca GGTGGTTGAGGAAGAGGGTGCTGAA
PPAR vy TCAGGTTGTGAAGGATGCAAGG' TCCAGTGCATTGAACTTCACAGC (85, 176]
COX-1 CCCTGTTGTTACTATCCGTGCCA AAGAACTGGTGGGTGAAGTGTTG [90, 392]
COX-2 GCAGGCTAATACTGATAGGAGAGA TTGGAGCACCATTCTCCTTGAAAG [136, 184]
f—caténine | CATCCCACTGGCCTCTGATAAA CCTTGGATATCGCCAGGATGAT [32, 246]
GACCCCTTCATTGACCTCAACTACA
G3PDH 6 GCTGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT [360]

Tableau 3 : Couples d’amorces retenus pour la mise en ceuvre de la RT-PCR

de type compétitif




Durée et

. i i ARN Nombres | Enzymes de i Fragments
Geénes étudiés .. L température o
compétiteurs | de cycles restriction . . générés
de digestion
_ 1 heure ND=385 pb
PPAR o intestin de rat | 28 cycles Eco RI/Rat
37 °C D=309+76 pb
' 1 heure ND=560 pb
PPAR intestin de rat | 28 cycles | Taq|/Humain
65 °C D=377+183 pb
i i i 1 heure ND=759 pb
PPAR vy tissu adipeux | 28 cycles | Apal/Humain
30 °C D = 498+261pb
1 heure ND= 527pb
COX-1 intestin de rat | 32 cycles | Eco RI/ Humain
37 °C D= 392+135 pb
) . 1 heure ND= 603 pb
COX-2 tissu adipeux | 30 cycles | Eco RI/ Souris
37 °C D= 473+130 pb
) _ i 1 heure ND= 638 pb
B-caténine Tissu adipeux | 26 cycles | Sac |/ Souris
30°C D= 411+227 pb
intestin de rat Nsil/Ratou 1 heure ND= 446 pb
G3PDH . . 28 cycles .
tissu adipeux souris 37 °C D= 344+102 pb

Tableau 4 : Récapitulatif des ARNm compétiteurs, du nombre de cycles, des enzymes

de restriction, du temps et de la température de digestion par 'enzyme de restriction,

et des fragments générés pour chaque géne étudié lors de la RT-PCR

de type compétitif.

A titre d’exemple, le géne PPARa est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm

competiteurs d’intestin de rat. 28 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc

obtenus aprés transcription inverse. La taille du fragment résultant est de 385 paires de

base (pb). L’enzyme de restriction Eco Rl coupe uniquement le fragment de rat. La

digestion est réalisée pendant 1 heure a 37°C et produit deux fragments de 309 et de76 pb.

D : digestion ; ND : pas de digestion




Taq | coupe uniquement le fragment humain La digestion est réalisée pendant 1 heure a
65°C et produit deux fragments de 377 et de 183 pb.

Le gene PPARYy est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm compétiteurs
d’adipocytes de souris. 28 cycles sont également nécessaires pour amplifier par PCR les
ADNc obtenus aprés transcription inverse. La taille du fragment obtenu est de 759 pb.
L’enzyme de restriction Apa | coupe uniquement le fragment humain aprés une digestion
d’'une heure a 30°C et produit deux fragments de 498 et de 261 pb.

D’autres marqueurs comme la COX-1, COX-2 et la B-caténine ont été mesurée par
RT-PCR compétitive. Les couples d’amorces sont sélectionnés dans la partie codante &
partir des séquences ADNc décrites dans la littérature.

Le gene COX-1 est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm compétiteurs
d’intestin de rat. 32 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc obtenus apres
transcription inverse. La taille du fragment obtenu est de 527 pb. L’enzyme de restriction Eco
Rl coupe uniquement le fragment humain. La digestione est réalisé pendant 1 heure & 37°C
et produit deux fragments de 392 et de 135 pb.

Le géne COX-2 est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm compétiteurs
d’adipocytes de souris. 30 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc obtenus
aprés transcription inverse. La taille du fragment obtenu est de 603 pb. L’enzyme de
restriction Eco Rl coupe uniquement le fragment de souris aprés une digestion d’'une heure a
37°C et produit deux fragments de 473 et de 130 pb.

Le gene [(-caténine est étudié par RT-PCR compétitive avec les ARNm compétiteur
d’adipocytes de souris. 26 cycles sont nécessaires pour amplifier par PCR les ADNc obtenus
aprés transcription inverse. La taille du fragment obtenu est de 638 pb. L’enzyme de
restriction Sac | coupe uniquement le fragment de souris. La digestion est réalisée pendant 1

heure a 30°C et produit deux fragments de 411 et de 227 pb.

e Traitement & la DNAse RQ1 dépourvue d’activité RNAse

Avant de réaliser la technique de RT-PCR, tous les échantillons sont traités a la
DNAse RQ1 dépourvue d’activité RNAse (Promega). Le traitement & la DNAse est réalisé
pour éliminer les traces d’ADN susceptibles de contaminer les ARN totaux. La digestion est
réalisée dans du tampon Tris/HCI a 40 mM (pH :8,0) contenant 10 mM de MgSO4, 10 mM de
CaCl,, 50 ug d’ARN totaux, 8 unités de RNAsine (Invitrogen), 1 mM de DTT et 50 unités
d’enzyme DNAse RQ1 dépourvue d’activité RNAsique. Le mélange est incubé 30 min a 37°C
et finalement a 65°C pendant 10 min. Aprés traitement, les ARN totaux sont extraits selon la

technique décrite précédemment [50] et quantifiés.

69



e Transcription Inverse

La transcription inverse est réalisée avec 'enzyme M-MLV (Invitrogen). Les ADNc
sont synthétisés dans un mélange composé de tampon Tris/HCI a 50 mM (pH :8,3) contenant
75 mM de KCI, 3 mM de MgClo, 2 ng d’ARN totaux (correspondant & 1 ug ARN a quantifier

et a 1 ug dARN compétiteur), 0,5 mM de chacun des désoxynucléotides triphosphates
(Invitrogen), 0,02 g/L d’amorces aléatoires (Invitrogen), 5 mM de DTT , 5 unités de RNAsine
(Invitrogen) et 200 unités de M-MLV (Invitrogen). Le mélange est incubé a 37°C pendant 2

heures.

e Réaction de polymérisation en chaine

La réaction est réalisée dans un mélange composé de tampon Tris/HCI a 20 mM
(pH :8,4) contenant 50 mM de KCI, 0,2 uM de chacun des désoxynucléotides triphosphates
(Invitrogen), 0,4 uM d’amorces sens et antisens, 1,5 mM de MgCl, et 2,5 d'unités de Tag
Polymerase (Invitrogen).
2 uL du mélange de transcription inverse préalablement chauffés a 94°C pendant 30
secondes sont finalement ajoutés. La PCR est réalisée en 26, 30 ou 32 cycles selon le géne
étudié (tableau 4). Chaque cycle comprend la séquence suivante : 30s a 94°C, 30s 60°C,

30s a 72°C, suivie d’'une élongation terminale de 5 min a 72°C.

¢ Digestion enzymatique des produits de PCR et quantification

D’une maniére générale, 10 pL de produit d’amplification sont digérés par une
enzyme de restriction (tableau 4). Apres digestion, le mélange est déposé sur un gel
d’agarose a 2% (p/v) préparé dans du TBE contenant 0,5 ng/mL de bromure d’éthidium et
soumis & une électrophorese. Les produits d’amplification et de digestion sont visualisés

sous lampe UV et leurs intensités respectives sont quantifiées (Geldoc, BioRad).

e Analyses statistiques
Les résultats obtenus ont été soumis a l'analyse de rang de Wilcoxon pour des
valeurs appariées (sain versus tumeur) [366]. La dispersion des valeurs obtenues ne suit pas

une distribution gaussienne ; elle exclut par conséquent le test t de Student.
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PCR semi-quantitative

Une technique de RT-PCR semi-quantitative a été développée au cours de la mise au
point de la RT-PCR compétitive. Les résultats obtenus par les deux techniques ont été
comparés et analysés.

Tous les échantillons sont traités par la DNAse RQ1 dépourvue d’activité RNAse
(Promega) selon le protocole décrit préecédemment.

1 ng d’ARN extrait (de tissus ou de cellules en culture) sont transcrits en ADNc par
Fenzyme M-MLV (Invitrogen). Les ADNc sont synthétisés dans un volume de 20 pL
contenant 1 ug d'ARN, 0,5 mM de chacun des désoxynucléotides triphosphates, 0,02 g/L des
hexaprimers (amorces aléatoires, Invitrogen), 5 mM de DTT, 5 unités de RNAsine
(invitrogen) et 200 unités de M-MLV(Invitrogen) dans du tampon Tris/HCl a 50 mM (pH :8,3)
contenant 75 mM de KCI et 3 mM de MgClo). Le mélange est incubé a 37°C pendant 2
heures.

2ul de ce produit sont utilisés pour 'amplification par PCR en utilisant deux couples
d’amorces (Tableau 4) : le couple d’amorces PPARo (par exemple) et le couple d’amorces
G3PDH, utilisé comme témoin interne. Expérimentalement, 2ulL du produit de RT
préalablement chauffés a 94°C pendant 30 secondes, sont ajoutés au mélange PCR
composé de tampon Tris/HCl a 20 mM (pH :8,3) contenant 50 mM de KCI, 0,2 uM de chacun
des désoxynucléotides triphosphates, 0,4 UM des amorces sens et anti-sens du géne étudié,
0,4 uM des amorces G3PDH sens et antisens, 1,5 mM de MgClo et 2,5 d'unités de Taq
Polymerase (Invitrogen). La PCR est réalisée en 30 cycles (30s a 94°C, 30s a 60°C, 30s a
72°C) suivis d’'une élongation terminale de 5 min a 72°C.

Le produit d’amplification est déposé sur gel d’agarose a 2% (p/v) préparé dans du
TBE contenant 0,5 pg/mL de bromure d’éthidium et soumis & une électrophorese.

Les produits d’'amplification sont visualisés sous lampe UV et leurs intensités
respectives sont quantifiées (GelDoc, BioRad). Le rapport hPPAR/hG3PDH permet de

déterminer 'expression relative du PPAR étudié au sein de nos échantillons.

PCR semi-nichée

La détermination du taux des transcrits de certaines isoformes de PPARY ne peut pas
étre obtenue par la technique classique de RT-PCR réalisées a partir d’ARN totaux. Le taux
des ARNm des différents PPARY, et en particulier de PPARy2 a été étudié par la technique
de RT-PCR semi-nichée. Cette technique consiste a réaliser deux PCR successives en

utilisant une amorce commune aux deux amplifications.
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1 ug d’ARN extrait (de tissus ou de cellules en culture) sont transcrits en ADNc par
lenzyme M-MLV (Invitrogen). Les ADNc sont synthétisés dans un mélange composé de
tampon Tris/HCl & 50 mM (pH :8,3) contenant 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl2, 1 ug d’ARN,

0,5 mM de chacun des désoxynucléotides triphosphates, 0,02 pg/L des hexaprimers
(amorces aléatoires, Invitrogen), 5 mM de DTT, 5 unités de RNAsine (Invitrogen) et 200 U de
M-MLV (Invitrogen). Le mélange est incubé a 37°C pendant 2 heures.

2uL de ce produit sont utilisés pour 'amplification par PCR selon le protocole décrit
précédemment (30 cycles chacun comportant : 30s a 94°C, 30s a 60°C, 30s a 72°C, suivis
d’une élongation terminale de 5 min a 72°C) en utilisant le couple de 'amorce PPARY2 sens
sélectionnée a partir de I'exon B et de 'amorce PPARy antisens sélectionnée & partir de
'exon 4 [84] (figure 19 et tableau 5). 1/10 du volume final est utilisé pour réaliser la deuxieme
PCR dans les mémes conditions. Les amorces utilisées sont PPARy2 sens (amorce
sélectionnée a partir de I'exon B) et PPARY2 anti-sens (amorce sélectionnée a partir de
Fexon1) (figure 19 et tableau 5).

Le produit d’amplification est déposé sur un gel d’agarose a 2% (p/v), soumis a une
electrophorese et visualisé sous lampe UV puis quantifié (GelDoc, BioRad). L’intensité du
signal est rapportée a celle de la G3PDH, marqueur utilisé en tant que témoin interne.
Paraliélement, le produit d’amplification est digéré par l'enzyme Hind Il pendant une heure a
37°C. Les produits de digestion sont déposés sur un gel d’agarose a 2% (p/v), soumis a une

électrophorese et visualisés sous lampe UV puis quantifiés (GelDoc, Biorad).
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Amorces sens Amorces anti-sens Références
{5 vers 3’) (5’ vers 3%)
PPARY1 TCGGACCCCGAGCCCGAG CACAGAGATCGCATTTCGGCCC [85]
PPARYy2 CCCATCTCTCCCAAATATTT CACAGAGATCGCATTTCGGCCC [85]
PPARy amorce antisens retenue pour la CCGCCAACAGCTTCTCCTTCT [85]
technique de PCR semi nichée

Tableau 5 : Couples d’'amorces localisées au niveau de I'extrémité 5’ des ARNm
des différents isotypes de PPAR



RESULTATS
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EXPRESSION DES PPAR AU COURS DU DEVELOPPEMENT
DU TRACTUS DIGESTIF FOETAL HUMAIN

. CARACTERISATION DES ANTICORPS ANTI-PPAR

Les PPAR (o, B et y1 de souris et y2 humain) obtenus par transcription/traduction in
vitro ont été utilisés dans des expériences d'immunoprécipitation pour caractériser les
antiséra produits. Les séquences peptidiques choisies pour l'immunisation correspondent a
celles des PPAR humains et sont relativement bien conservées entre les espéces humaine
et murine.
Chaque anticorps reconnait un sous-type de PPAR contre lequel il est dirigé. Quand le
sérum préimmun est utilisé, aucun signal n’est obtenu. Les réactions croisées pour chaque
anticorps anti-PPAR contre les autres sous-types de PPAR sont trés faibles voire absentes.
Les anticorps produits ont été également caractérisés par des expériences de Western
blotting en utilisant des extraits protéiques obtenus a partir de colons adulte et foetal humain.
La présence des différents sous-types de PPAR est détectée dans chaque échantillon
examiné. Il est intéressant de noter que nos résultats indiquent une forte expression de

PPARY2 dans le colon feetal humain comparativement au colon adulte.

. ANALYSE DES PPAR AU COURS DU DEVELOPPEMENT DU TRACTUS

DIGESTIF FCETAL HUMAIN

Les valeurs moyennes des intensités des signaux observés en immunocytochimie ont
été estimées a partir de 2 séries indépendantes de coupes de tissus de quatre foetus. Ces
valeurs sont résumées dans le tableau 6 Aucune immunoréactivité n'a été trouvée dans les

coupes témoins lorsque l'anticorps primaire est absent ou remplacé par le sérum pré-immun.

a. Expression de PPAR«.

La figure 21A montre que le sous type PPARa est exptimé dés la 7°™ semaine du
développement foetal au niveau de I'épithélium pluristratifié de I'oesophage. A ce stade, le
marquage est soit nucléaire, soit cytoplasmique.

A 14 semaines, lintensité du signal est plus faible dans ce tissu (figure 21B). La

diminution de cette intensité est plus prononcée a 20 semaines, le signal ne s'observe que
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CESOPHAGE 7 SEMAINES / 14 SEMAINES | 20 SEMAINES
PPAR o +++ / + +
PPAR j +++ / ++ -
PPAR y ++ / o+ ++

ESTOMAC / 12 SEMAINES | 15 SEMAINES | 19 SEMAINES
PPAR « / ++ ++ -1+
PPAR B / + +++ ++
PPAR vy / + ++ +

JEJUNUM 7 SEMAINES 12 SEMAINES | 16 SEMAINES /

PPAR o -/+ -+ - /

PPAR B ++ ++ ++ /
PPAR vy +++ ++ ++ /
ILEON / 12 SEMAINES | 16 SEMAINES | 22 SEMAINES
PPAR « / ++ ++ +++
PPAR B / +++ +++ +++
PPAR y / +++ 4+ +++
COLON 8 SEMAINES / 14 SEMAINES | 20 SEMAINES
PPAR o ++ / + -/+
PPAR B +++ / -/+ ++
PPAR vy ++ / ++ +++

Tableau 6 : Expression de PPARc, PPARS et PPAR)2 durant le développement

du tractus digestif feetal humain

Les valeurs moyennes des intensités des signaux observés en immunocytochimie ont été
estimeées a partir de 2 séries indépendantes de coupes de tissus de quatre foetus.
- . absent ; -/+ : peu détectable ; + :

expression faible ; ++ : expression modérée; +++ :

expression forte



Figure 21 : Etude par immunocytochimie de I'expression de PPARc au cours du
développement faetal du tractus digestif humain.
A-C : Sections de l'cesophage prélevé a 7 semaines (A), 14 semaines (B) et 20 semaines de
développement foetal (C). L’expression de PPARc est principalement localisée au niveau des cellules
épithéliales. D-F : Sections gastriques a 12 semaines (D), 15 semaines (E) et 19 semaines de
développement feetal (F). L'expression de PPARo est principalement observé au niveau du
cytoplasme des cellules épithéliales gastriques . G-L : Section de lintestin gréle. L’ expression de
PPARo est faible dans le jéjunum (G, 7 semaines ; H, 12 semaines et I, 16 semaines de
développement foetal) et fort dans l'iléon (J, 12 semaines ; K, 16 semaines ; L, 22 semaines de
développement foetal ). La présence de PPARw est aussi détectée dans les celllules épithéliales du

colon (M-0) a 8 semaines (M), 14 semaines (N) et 20 semaines du développement (O).
Barre : 75 ym



dans les noyaux des cellules épithéliales. Il est absent dans le cytoplasme. De tres faibles
sighaux sont observés dans les noyaux des cellules du mésenchyme et de la musculeuse
durant le développement de I'cesophage foetal.

A 12 semaines de vie foetale, I'épithélium gastrique présente un signal plus intense
avec l'anticorps anti-PPARo (figure 21D) tout particulierement dans les couches extra-
épithéliales. La protéine PPARa est détectée aussi bien dans les cellules épithéliales
arrivées au sommet des glandes en cours de formation que dans les cellules situées dans
leur profondeur.

A 15 semaines, aucun changement significatif n'est observé en ce qui concerne

'expression de PPARa (figure 21E). Quatre semaines plus tard, le signal n'est quasiment
plus observable dans les cellules épithéliales gastriques (figure 21F).
PPARo est faiblement détecté & 7 semaines au niveau de I'épithélium pluristratifié du
jéjunum (figure 21G). A 12 semaines de gestation, I'expression de PPAR« reste trés faible
dans les cellules des villosités du jéjunum (figure 21H) mais elle est par contre plus forte
dans litéon (figure 21J).

Aucun signal n'est observé dans 'épithélium jéjunal & 16 semaines (figures 21J). Par
contre, PPAR« est fortement exprimé dans les noyaux des cellules iléales (figure 21K). A 22
semaines (figure 21L), 'expression de PPARo. est encore forte notamment dans les noyaux
de ces celiules.

A 8 semaines de gestation (figure 21M), le colon feetal se présente comme un simple
tube dont la lumiére ressemble a une fissure. Il est composé d'un épithélium pluristratifié
entouré d'un mésenchyme. A ce stade, I'expression de PPAR« est trées modérée dans les
cellules épithéliales (figure 21M). Les noyaux des cellules du mésenchyme sont aussi
marqués par l'anticorps. A 14 semaines (figure 21N) le colon présente des cryptes dans
lesquelles un marquage est présent mais qui diminue progressivement. Les cellules a mucus
déja actives a ce stade n’expriment pas l'isotype PPARo. . Les villosités sont présentes dans
différents segments du colon a 20 semaines (figure 210). Les cellules a mucus faisant face
a la lumiere du colon sont immunoréactives. Par contre, l'intensité du marquage fluorescent

est plus faible et diffus.

b. Expression de PPARP

Entre 7 (figure 22A) et 14 semaines (figure 22B), le sous-type PPARP est exprimé
aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau des cellules épithéliales de I'cesophage. A
20 semaines, une forte diminution de ce signal est observée (figure 22C). Au cours des

différents stades du développement embryonnaire, PPARf est exprimé dans la totalité de
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Figure 22 : Etude par inmunocytochimie de I’expression de PPARS au cours du

développement feetal du tractus digestif humain.

A-C : cesophage a 7 semaines (A), 14 semaines (B) et 20 semaines de développement feetal (C).
Une diminution de I'expression de PPARp est observée a 20 semaines de développement foetal. D-
F : Sections gastriques & 12 semaines (D), 15 semaines (E) et 19 semaines de développement
foetal (F). G-I Jéjunum. A travers la morphologie du jéjunum (G, 7 semaines ; H, 12 semaines et |,
16 semaines du développement), I’ expression de PPARP est détectée dans les noyaux des cellules
du mésenchyme et des cellules épithéliales. Par contre, I'intensité de la fluorescence est plus faible
durant le développement iléal (J, 12 semaines ; K, 16 semaines ; L, 22 semaines du
développement) (M-0O) colon a 8 semaines (M), 14 semaines (N) et 20 semaines du développement
(0). L'immunoréactivité est principalement détectée dans les noyaux des cellules épithéliales et
mésenchymateuses. Aucun signal n’est observé dans les cellules a mucus.

Barres Ket L : 120 pm ; barres A-d et M-O : 75 pm.



I'épithélium gastrique (figures 22D-22F). Un pic d'intensité est observé a 15 semaines (figure
22E). Pour des stades ultérieurs, le marquage est essentiellement nucléaire (figure 22F).

Dans lintestin feetal, I'anticorps anti-PPARB donne une plus forte immunoréactivité
dans liléon (figures 22J-22L) que dans le jéjunum (figures 22G-221) aux différents stades
étudiés. Au cours du développement foetal, l'intensité des signaux dans les cellules de
I'épithélium jéjunal reste modérée, mais est plus forte dans les cellules iléales.

A 22 semaines de vie in utero, l'intensité du signal est plus forte dans les cellules de
I'epithélium des cryptes de liléon que dans les cellules différenciées des villosités (figure
22L).

L'expression de PPARp est aussi détectée dans les différentes assises du colon
foetal humain de la 8°™ (figure 22N) a la 20°™ semaine de développement foetal (figure
220). PPARp est essentiellement localisé dans les noyaux des cellules épithéliales et
mésenchymateuses. Comme pour l'iléon, un fort marquage est observé dans les régions des

cryptes. Par contre, il n'est pas détectable a 14 semaines (figure 22N).

c. Expression de PPARYy

Les différents anticorps utilisés (anti-PPARy1/y2 et anti-PPARy2) en
immunocytochimie donnent des résultats similaires tout au long du développement du
tractus digestif foetal humain. Par contre, limmunoréactivité est toujours plus forte avec
l'antisérum anti-PPARYy2 comparativement a celle obtenue avec l'antisérum anti-PPARy1/y2.
C'est pourquoi, seuls les résultats réalisés avec cet antisérum sont présentés ici.

La présence de la protéine PPARY2 est détectée a 7 (figure 23A), 14 (figure 23B) et
20 semaines (figure 23C) dans l'cesophage foetal humain. Au cours du développement
embryonnaire de cet organe, lintensité du signal reste constante. |l est essentiellement
présent dans les noyaux des cellules épithéliales et extra-épithéliales.

L'expression de la protéine PPARY2 est plus faible dans I'épithélium gastrique (figures
23D-23F) que dans celui cesophagien. Une légére augmentation du signal est observée a 15
semaines du développement foetal (figure 23E).

Le marquage avec l'antisérum anti-PPARY2 est particulierement fort dans les noyaux
des cellules épithéliales du jéjunum (figures 23G-23l) et de l'iléon (figures 23J-23L). Comme
les noyaux sont localisés dans la partie basale des cellules épithéliales, l'immunoréactivité
pour PPARY2 montre une distribution le long de la lame basale. L'intensité de la fluorescence
apparait plus forte dans les régions des cryptes comparativement a celle observée au niveau

des régions des villosités (figures 23, 23K et 23L).
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Figure 23 : Etude par immunocytochimie de I'expression de PPARyau cours du
développement feetal du tractus digestif humain.

A-C : Section de I'oesophage a 7 (A), 14 (B) et 20 semaines de développement feetal humain
(C). L'expression de PPARy est observée aux divers stades du développement foetal
oesophagien. D-F : Sections gastriques a 12 (D), 15 (E) et 19 semaines de développement foetal
(F) montrant une immunoréactivité dans les noyaux des cellules des glandes de 'estomac en
cours de formation. G-l : jéjunum (G, 7 semaines ; H, 12 semaines et |, 16 semaines du
développement) ; J-L iléon (J, 12 semaines ; K, 16 semaines ; L, 22 semaines du
développement). M-O colon (M, 8 semaines ; N, 14 semaines ; O, 20 semaines de
développement foetal). Dans lintestin gréle et le colon, "PPAR y montre une localisation
nucléaire aussi bien dans les cellules mésenchymateuses que dans les cellules épithéliales.
Dans I'épithélium, PPAR v est exprimé dans les différentes régions de I'axe crypto-villositaire.
Barres KetL : 120 um ; barres A-J et M-O : 75 pm.



A 8 (figure 23M) et 14 semaines (figure 23U) de vie foetale, les noyaux des cellules
épithéliales du colon et du mésenchyme sont marqués en grande majorité par l'anticorps
anti-PPARY2. A 20 semaines, l'immunoréactivité est plus forte au niveau des cellules qui font
face a la lumiére du colon. Le marquage est essentiellement nucléaire (figure 230).

Parallelement nous avons recherché la présence d’ARNm codant la protéine PPARY2
par une technique de protection a la nucléase S1. Ce travail a été réalisé & partir d'extraits
d'intestins foetaux de différents stades du développement embryonnaire (figure 24). Nous
avons observé que les transcrits sont présents et que leur taux relatif diminue

progressivement de 2 fois entre la 14° et la 20° semaine du développement (figure 24).

lil. DISCUSSION
Ces résultats montrent pour la premiere fois l'existence d'expression et d'une
distribution spatio-temporelle des différents sous-types de PPAR au cours du développement

tractus digestif foetal humain.

a. Expression des PPAR au niveau du tractus digestif humain

A l'aide des anticorps polyclonaux dirigés contre chaque isotype de PPAR [PPARGu,
PPARpB, PPARY (y1/y2 et y2)], les résultats immunocytochimiques obtenus montrent que les
différents sous-types de PPAR sont exprimés dés la 7°™ semaine du développement du
tractus digestif foetal humain, dans des cellules d'origine endodermique ou mésodermique.
La présence des ARNm de PPARq, de PPARP et de PPARy a déja été détectée au niveau
de l'cesophage, de l'estomac, de l'intestin gréle et du colon chez le rat par une technique
d'hybridation in situ [25]. Dans une autre étude, la quantification des ARNm réalisée par une
technique de protection a la RNAse a révélé une forte expression des ARNm de PPARYy et
de PPARp dans le colon adulte comparativement a l'intestin gréle. Au contraire, I'expression
de PPARu est plus forte dans la muqueuse intestinale [210].

Bien que PPARy1 et PPARY2 soient exprimés dans le tissu adipeux, il a été montré
que PPARy2 est préférentiellement exprimé dans les adipocytes, alors que PPARy1 est
présent plus spécifiquement dans les tissus extra-adipocytaires.

Cependant, dans deux publications récentes, la présence des deux isoformes de
PPARYy a été retrouvée dans les cellules du colon humain [75] et murin, grice a la technique
de Western blotting utilisant un anticorps dirigé contre PPARy1 et PPARy2 [186]. Nos
résultats en immunocytochimie, en Western blotting et en protection a la Nuclease S1 sont
en accord avec ces résultats. Une contradiction persiste cependant par rapport aux données

présentées par Braissant et Wahli [26], qui détectent la présence d'ARNm de PPARq, de
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Figure 24 : Analyse par la technique de protection a la nucléase S1 de | ’expression de
PPAR y 2 au niveau d ’intestins feetaux humains.

A : Détection de PPAR y2 par la par la technique de protection a la nucléase S1. La sonde G3PDH et celle
de PPARYy2 sont marquées radioactivement par [0-32P] dCTP selon le protocole décrit dans Matériels et
Méthodes. 1 ug d ’ARN totaux issus de la lignée cellulaire 3T3-L1 (piste 3), 1 ug d ’ARN totaux issus d ’intestins
foetaux humains a 14 semaines (piste 4), 17 semaines (piste 5) et 20 semaines (piste 6) sont hybridés avec les
deux sondes radiomarquées. 0,2 ug d ’ARNt sont hybridés avec la sonde G3PDH radiomarquée (piste 7) et 0,2
pg d ’ARNt sont hybridés avec la sonde PPARY2 radiomarquée (piste 8). Aprés digestion par la nucléase S1, les
complexes formeés sont analysés par électrophorése en conditions dénaturantes puis quantifiés. La présence de
G3PDH et celle de PPAR v 2 sont indiquées par les fleches.

B : Quantification du taux des ARNm de PPARY2 dans les intestins foetaux humains a 14, 17 et 20
semaines. Le rapport (nombre de pixels PPARY2/ nombre de pixels G3PDH) est exprimé en unité arbitraire.



PPARB mais pas de PPARy dans lintestin foetal humain. Ces discordances sont
probablement dues aux différents modéles animaux utilisés ou aux techniques utilisées ou

encore |'age des foetus.

b. Expression spatio-temporelle des PPAR

Les PPAR sont exprimés a différents stades dans les cellules d'origine
mésodermique et endodermique au cours du développement foetal du tractus digestif
humain.

A des stades précoces (7 a 15 semaines de vie in utero) du développement de
l'cesophage et de l'estomac, PPARo et PPARP sont plutét localisés dans le cytoplasme que
dans le noyau, par contre a des stades tardifs du développement foetal, leur expression
devient essentiellement nucléaire.

Ce profil d'expression coincide avec les transformations de I'cesophage marquées

par le remplacement d'un épithélium cilié par un épithélium adulte squameux montrant des
cellules aplaties dont la membrane apicale présente des microvillosités [151].
Pour I'estomac, la distribution des PPAR coincide avec I'acquisition d'une morphologie adulte
caractérisée par la différenciation des cellules gastriques apparaissant a la base des puits
[286], suivie par la différenciation des cellules entérochromaffines et des cellules & mucus
[64].

PPARo. est impliqué dans le métabolisme et dans I'hnoméostasie lipidiques [299].
Cependant, l'absence d'expression de PPARa chez les souris knockout PPAR*™ prévient
linductibilité par les proliférateurs de peroxysomes des génes codant les enzymes
impliguées dans le métabolisme lipidique au sein des peroxysomes et des microsomes
[185]. L'expression précoce de PPARa au niveau de l'oesophage et de I'estomac suggere
l'implication de ce sous-type dans la mise en place du métabolisme lipidique de I'épithélium.

La diminution d'expression de PPARB dans l'épithélium de [cesophage est
certainement due a un changement physiologique du tissu. Par contre, PPARJ pourrait avoir
un réle potentiel dans la différenciation des cellules gastriques, puisque chez le rat Braissant
et Wahli [26] ont montré I'existence d’'une corrélation entre le pic d’expression de PPARp et
I'état de différenciation des cellules.

Nos résultats indiquent que PPARYy présente une localisation nucléaire tout au long
du développement cesophagien et gastrique. Ce sous-type est fortement exprimé durant la
morphogenése de l'cesophage, suggérant un réle de PPARy dans ce processus. D'autre

part, PPARYy est plus faiblement exprimé durant la formation de I'estomac.
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Au niveau de l'intestin, quel que soit le stade foetal étudié, les différents sous-types de
PPAR sont plus exprimés dans liléon que dans le colon ou dans le duodénum. Cette
expression spatio-temporelle des PPAR (PPARa, B et y) au cours du développement
intestinal foetal humain et la spécificité de leurs ligands [313] suggerent que ces récepteurs
seraient impliqués dans différentes fonctions intestinales. Les ligands de PPAR« induisent
I'expression des genes impliqués dans le transport et I'absorption des lipides au niveau de
l'intestin gréle du rat [213, 227]. Le r6le physiologique de PPARP dans l'intestin gréle et dans
le colon reste inconnu. Les ligands de PPARYy inhibent la prolifération cellulaire et induisent la
différenciation des cellules coliques tumorales chez I'homme [22, 290]. Par contre, les
mémes ligands de PPARy assurent le développement des polypes dans le colon et la
formation des tumeurs chez la souris"™* [186, 284]. D'aprés nos résultats, PPARy est
exprimé le long de l'axe crypto-villositaire, aussi bien dans les cellules en cours de
différenciation que dans celles en prolifération. Enfin, nous confirmons que lisoforme

PPARY2 est exprimée tout au long du développement du tractus digestif humain.

En résumé, la distribution spatio-temporelle des différents sous-types de PPAR a été
décrite durant le développement foetal du tractus digestif humain. Les différents PPAR sont
exprimés de fagcon prépondérante dans les cellules épithéliales, bien que leur présence soit
aussi détectée dans les noyaux des cellules d'origine mésodermique. Les trois sous-types de
PPAR montrent un patron d'expression différent en relation avec la morphogenése du tractus
digestif. ils sont exprimés trés tot, ce qui suggere que ces récepteurs jouent un réle dans le
développement et/ou dans la physiologie du tractus digestif. De plus, le fait que PPARY soit
exprimé a des taux élevés quelle que soit la région étudiée (excepté I'estomac) et quel que
soit le stade étudié, indique que ce récepteur exerce un réle essentiel dans le tractus digestif

humain.
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EXPRESSION DES PPAR AU COURS DE LA
DIFFERENCIATION DES CELLULES Caco-2

Il. ANALYSE DE LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE DES CELLULES Caco-2

Nous avons étudié les taux traductionnels et transcriptionnels des PPAR dans la
lignée cellulaire Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture. L'état de différenciation des cellules
Caco-2 est analysé grace a des marqueurs moléculaires de différenciation comme la
saccharase/isomaltase et la phosphatase alcaline (2 enzymes de la bordure en brosse),
l'acyl-CoA oxydase (AOX) et la catalase (2 enzymes peroxysomales).

Les activités spécifiques de la saccharase/isomaltase et de la phosphatase alcaline
augmentent durant la culture cellulaire (tableau 7). L'augmentation est de 2,3 et de 5,7 fois
pour l'une et l'autre enzymes, respectivement, a 15 jours de culture comparativement aux
valeurs de départ obtenues a 5 jours de culture.

Les activités spécifiques de l'acyl-CoA oxydase et de la catalase augmentent de 1,7
et de 3 fois respectivement, entre 5 et 10 jours de culture. Les activités spécifiques de ces
deux enzymes peroxysomales restent par la suite constantes entre 10 et 15 jours de culture.
Les taux protéiques de la villine (marqueur moléculaire du développement de la bordure en
brosse), de l'acyl-CoA oxydase (AOX), de I'enzyme peroxysomale bifonctionnelle (PBE), de
la catalase et de la protéine membranaire peroxysomale de 70 kDa (PMP 70) ont été
déterminés par la technique de Western blotting avec des anticoprs polyclonaux spécifiques
(figures 25 et 26). Une bande unique de 90 kDa correspondant a la villine a été détectée
avec les homogénats cellulaires. Son intensité augmente de 2,3 fois entre 5 et 15 jours de
culture (figure 25). Trois bandes de 65,6, de 56 et de 42 kDa sont mises en évidence par
l'anticorps anti-AOX. L'intensité de la bande correspondant a la sous-unité de 56 kDa
augmente progressivement jusqu'a 3,3 fois au cours des 15 jours de culture (figure 26A).
L'anticorps anti-PBE révele la présence d'une bande unique de 70 kDa (figure 26B). Son
intensité augmente de 2 fois au cours de la culture. Une bande de 60 kDa est détectée par
l'anticorps anti-catalase ; elle correspond a un monomeére de I'enzyme. Au cours de la
culture, lintensité de cette bande augmente de 3 fois (figure 26C). Une augmentation plus
faible est observée a 10 jours pour le taux protéique de PMP70 (figure 26D). Cependant,

cette augmentation n'est pas significative.

80




Enzymes Activités spécifiques
5 jours 10 jours 15 jours
Saccharase/isomaltase 651 , 3,9 807 + 55 155,2 + 10,1
Phosphatase alcaline 0,95 ;_ 0,1 352 + 4,1 B5 + 45
Acy! coA oxydase 0,74 + 0,04 1,10 + 0,1 1,11 + 0,05
Catalase 12,3 + 0,2 346 *+ 05 356 + 06

Tableau 7 : Mesure des activités spécifiques des enzymes saccharase /isomaltase,
phosphatase alcaline, acyl coA oxydase et catalase des cellules Caco-2.
Les activités spécifiques de chaque enzyme sont exprimées en mU/mg de protéines. Les valeurs
correspondent a une moyenne + écart-type a partir de trois expériences indépendantes. ANOVA et
plusieurs tests comparatifs révélent I'existence d’'une différence significative pour les activités

spécifiques de chaque enzyme mesurées entre 5 et 15 jours de culture
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Figure 25 : Immunoréplique de la villine durant la différenciation des cellules Caco-2.
La préparation des homogénats est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les
homogénats sont analysés par immunoréplique en utilisant un antiserum dirigé contre la
villine. Les histogrammes correspondent a trois expériences indépendantes. Les résultats
analysés par densitométrie sont exprimés en nombre de pixels par bande + écart-type. Le
test ANOVA et plusieurs tests comparatifs révélent I'existence d’'une différence significative

du taux protéique de la villine (P<0,02) entre 5 et 15 jours de culture.
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Figure 26 : Etude par immunoréplique de | 'expression des protéines peroxysomales
durant la différenciation des cellules Caco-2.
La preparation des homogénats est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les
homogénats sont analysés par immunoréplique en utilisant un antiserum dirigé contre AOX
(A), PBE(B), catalase (C) et PMP70 (D). Les histogrammes correspondent a trois
expériences indépendantes. Les résultats analysés par densitométrie sont exprimés en
nombre de pixels par bande + écart-type. Le test ANOVA et plusieurs tests comparatifs
montrent I'existence d’'une différence significative du taux protéique pour AOX, PBE

(P<0,01), et catalase (P<0,02) entre 5 et 15 jours de culture.



Dans le but d’expliquer comment ces modifications biochimiques sont en relation
avec des altérations structurales des cellules Caco-2 en culture, nous avons étudié la
présence de la catalase dans les peroxysomes par immunocytochimie ultrastructurale (figure
27). Aucune réaction positive n'est détectée dans les cellules Caco-2 a 5 jours de culture. Un
marquage apparait faiblement au sein de peroxysomes peu nombreux a 10 jours de culture.
La frequence de ces organites augmente entre 10 et 15 jours de culture. Les peroxysomes
présentent différents profils : ronds, ovales ou allongés.

Il. ANALYSE TRADUCTIONNELLE DES PPAR AU COURS DE LA

DIFFERENCIATION DES CELLULES Caco-2

a. Choix des techniques

Nous avons étudié les taux protéiques des PPAR dans les cellules Caco-2 a 5, 10 et
15 jours de culture par immunoréplique grace aux anticorps polyclonaux préparés au
Laboratoire et dirigés spécifiquement contre les différentes isoformes PPARca, PPARYy et
PPARYy2. La localisation des PPAR au cours de la différenciation spontanée des cellules
Caco-2 cultivées pendant 5, 10 et 15 jours est également étudiée par immunocytochimie
grace a ces anticorps polyclonaux anti-PPARo. et anti-PPARYy préparés au Laboratoire et
anti-PPARy provenant du commerce (AB Reagent). Le montage utilisé pour mettre en
évidence in situ les PPAR fait appel au complexe streptavidine-biotine (figure 17C). Nous
avons utilisé un anticorps secondaire biotinylé dirigé contre l'anticorps primaire puis un
complexe streptavidine couplé a la peroxydase. La révélation se fait grace a une solution

commerciale (Novared, BioValley).

b. Résultats

Expression de PPAR«a dans les cellules Caco-2

Par immunoréplique, une bande majoritaire de 52 kDa correspondant 8 PPARo. est
révélée a partir des homogeénats cellulaires. Son intensité augmente de 1,9 fois entre 5 et 15
jours de culture (figure 28A).

Par immunocytochimie, quelques noyaux des cellules Caco-2 sont marqués lorsque
lanticorps anti-PPARo. préparé au Laboratoire est utilisé (figure 29A-C et tableau 8). Une
immunoréactivité est aussi observée dans le cytoplasme. L'intensité du signal augmente a
10 jours, mais elle est plus prononcée a 15 jours de culture. A ce stade, le signal devient
majoritairement nucléaire, méme si quelques signaux persistent dans le cytoplasme. Aucun

signal n'est observé lorsque I'anticorps primaire est remplacé par le sérum préimmun. De
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Figure 27 : Mise en évidence de I'activité catalasique peroxysomale

dans les cellules Caco-2.
A : Monocouche de cellules Caco-2 a 10 jours de culture. Les noyaux sont plurilobulaires et les
microvillosités sont présentes a | 'apex des cellules.
B : Mise en évidence des structures DAB-positives dans les cellules Caco-2 & 10 jours de culture.
Les peroxysomes sont localisés prés des mitochondries.
C et D : Présence plus abondante de structures DAB-positives dans les cellules Caco-2 a 15
jours de culture.
Les fleches indiquent la présence des peroxysomes.
M : mitochondrie ; barre 1 pm (a et c) et 0,5 pm (b et d).
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Figure 28 : Etude par immunoréplique de | ’expression des PPAR « et y durant la
différenciation des cellules Caco-2.
La préparation des homogénats est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les
homogénats sont analysés par immunoréplique en utilisant des antisera dirigés contre PPARo.
(A), PPARy (B) et PPARy2 (C). Les histogrammes correspondent a trois expériences
indépendantes. Les résultats analysés par densitométrie sont exprimés en nombre de pixels par
bande + écart-type. Le test ANOVA et plusieurs tests comparatifs montrent une différence
significative du taux protéique pour PPAR o (P<0,02), y (P<0,01) et y2 (P<0,05) entre 5 et 15

jours de culture.
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Figure 29 : Etude immunocytochimique de | ’'expression des PPAR « et y durant la

différenciation des cellules Caco-2.
La technique d'immunocytochimie est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les
coupes sont analysées par immunocytochimie en utilisant des antisera dirigés contre
PPARco (A-C), PPARy (D-F) produits au laboratoire et un antiserum commercial dirigé
contre PPARYy (G-1). Aucun signal n "est obtenu sur les coupes témoins correspondant aux
cellules Caco-2 a 15 jours de culture (C,F,l). Un signal nucléaire est observé a 5 jours de
culture (A,D,G) quel que soit I'antiserum utilisé. Ce signal s’intensifie & 15 jours de culture.
L'immunoréactivité est plus prononcée pour PPARa. que pour PPARy (comparaison de
« B » parrapport a « E » et « H »).
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cellules Caco-2
5 jours de culture 15 jours de culture
noyau cytoplasme noyau cytoplasme
PPAR o (KLH) + + ++ -
PPAR vy (KLH) + + ++ -
PPAR y2 (KLH) + + ++ *
cellules HT29
5 jours de culture 15 jours de culture
noyau _cytoplasme noyau cytoplasme
PPAR o (ABR) - + ++ -
PPAR B (ABR) - + ++ -
PPAR y(ABR) - + ++ -

Tableau 8 : Localisation et intensité de | ‘'expression des PPAR en immunohistochimie sur
les cellules Caco-2 et HT29.

L 'immunohistochimie sur les cellules Caco-2 a 5 et 15 jours de culture est réalisée a | ’aide des
anticorps anti-PPARca, anti-PPARy et anti-PPARy2 (KLH) préparés au Laboratoire. La
localisation du signal est cytoplasmique a 5 jours de culture et devient majoritairement nucléaire
a 15 jours de culture quel que soit | ’anticorps utilisé.

L ‘immunohistochimie sur les cellules HT29 a 5 et 15 jours de culture est réalisée a | 'aide des
anticorps anti-PPARo., anti-PPARP et anti-PPARy issus de source commerciale (ABR). La
localisation du signal est cytdp|asmique a 5 jours de culture et devient majoritairement nucléaire
a 15 jours de culture quel que soit | ’anticorps utilisé. L'intensité du signal augmente au cours de
la culture.

- :signal absent ; +: signal faible ; + : signal modéré ; ++ : signal fort



méme, lorsque I'anticorps primaire est remplacé par le complexe peptide-KLH ayant servi a
Fimmunisation, l'intensité du signal est diminuée de 50%. L'utilisation de lanticorps anti-
PPARo du commerce confirme ces résultats puisqu’une immunoréactivité est observée dans
les noyaux des cellules Caco-2. Avec cet anticorps, l'intensité du signal augmente aussi

entre 5 et 15 jours de culture.

Expression de PPARy et de PPARy2 dans les cellules Caco-2

L'anticorps polyclonal anti-PPARy dirigé contre la séquence peptidique commune a
PPARY1 et a PPARy2 et utilisé en immunoréplique révéle une large bande de 50 kDa
correspondant aux deux isotopes de PPARy (figure 28B). L’augmentation de Tintensité de
cette bande est de 3,3 fois entre 5 et 15 jours de culture. De plus, nous avons utilisé un
anticorps polyclonal dirigé contre la séquence peptidique localisée dans la région NH2
terminale de PPARY2 spécifique a cette isoforme (figure 28C). Une bande est détectée a 50
kDa et son intensité augmente de 2 fois entre le début et la fin de la culture.

En immunocytochimie, des résultats similaires a ceux observés pour PPARa sont
obtenus en utilisant non seulement lantisérum PPARy préparé au Laboratoire
(reconnaissant a la fois PPARy1 et y2) mais aussi Pantisérum PPARy commercial (AB
Reageant). A 5 jours de culture, les signaux sont faibles et majoritairement cytoplasmiques
(figures 29D, G et tableau 8). L'immunoréactivité augmente a 10 jours. A 15 jours de culture,
les signaux sont plus prononcés et deviennent nucléaires (figures 29 E-H et tableau 8). Enfin,
aucun signal n'est observé avec les lames témoins pour lesquelles I'anticorps primaire est
absent (figures 29C, F, | et tableau 8)

lll. ANALYSE DES ARNm DES PPAR AU COURS DE LA DIFFERENCIATION DES

CELLULES CACO-2

a. Choix des techniques

Etude par Northern blotting et par la technique de protection a la nucléase S1

L'expression des ARNm des PPAR dans les cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de
cuiture a été étudiée par Northern blotting et par la technique de protection a la nucléase S1
selon le protocole décrit par Sambrook et al. [287]. Pour ces deux techniques, nous avons
utilisé des sondes différentes marquées au [0-**P]JdCTP. Ces deux techniques ont 'avantage

de permettre la quantification de facon directe du taux des ARNm.
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Etude par RT-PCR

Le taux des ARNm des PPAR des cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture a
également été quantifié par une technique de RT-PCR de type compétitif, semi-quantitatif et
semi-niché. La technique de RT PCR compétitive que nous avons utilisée a été décrite par
Kihri et al. [163].

La technique de RT-PCR nécessite une excellente extraction des ARN qui peut-étre
vérifiée par électrophorése en gel d’agarose (figure 30). Cette technique a également été
optimisée en terme de concentration de MgCl, pour chaque couple d’amorces, mais aussi en
ce qui concerne le nombre de cycles. La figure 31 montre la cinétique d’amplification pour
chaque PPAR des cellules Caco-2 a 5 et 15 jours de culiure ainsi que la cinétique
d’amplification des compétiteurs de chaque géne étudié (ARN totaux extraits d'intestin de rat
et d’adipocytes de souris). Le nombre de cycles est défini lorsque le signal d’amplification est
exponentiel.

Les fragments amplifiés sont digérés par plusieurs enzymes de restriction dans le but
de vérifier 'absence de concatémeéres au cours de 'amplification par RT-PCR (figure 32).
C’est la raison pour laquelle le produit d’amplification est digéré par une enzyme de
restriction possédant un site unique pour chaque espéce. Par exemple, le produit
d’amplification de COX-1 est coupé par EcoRl uniquement chez 'humain et Apal coupe
uniquement le fragment de rat. La double digestion par EcoRl et Apal d’'un produit de co-
amplification montre une digestion totale. Ce résultat prouve I'absence de concatémeres

formés au cours de I'utilisation de la technique de RT-PCR.

Un résultat typique d’une expérience de RT-PCR compétitive a partir des ARNm
extraits des cellules Caco-2 a 5 jours de culture est présenté dans la figure 33. La figure 34
montre le résultat d’amplification pour la B-caténine et le témoin G3PDH pour les cellules
Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture ainsi que les produits de digestion obtenus avec les
enzymes de restriction de chaque amplification. Chaque produit d’amplification est déposé
sur gel d’agarose en triple exemplaires. Dans cet exemple, les ARNm de la B-caténine

augmente de 3 fois au cours de la culture.

b. Résultats obtenus
Mesure du taux des ARNm de PPAR« dans les cellules Caco-2
Les ARN totaux et les ARN polyA™ extraits et purifiés respectivement a partir des

cellules Caco-2 récupérées a 5, 10 et 15 jours de culture ont permis d'étudier les taux des
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Caco-2

Figure 30 : Vérification sur gel d ’agarose de la qualité des ARN totaux extraits.
1ug d ’ARN totaux extraits a partir des cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture est déposé
sur un gel d ’'agarose a 2%. La présence des bandes 28S et 18S correspondants aux ARN
ribosomiques indique que | 'extraction est de bonne qualité.

TA : tissu adipeux de souris ; IR : intestin de rat
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Figure 31 : Cinétique d 'amplification de PPARc, PPARfS , PPARyet des marqueurs COX-1,
COX-2, p-caténine et G3PDH a partir des ARN extraits des cellules Caco-2 a 5 et 15 jours de
culture ou de tissu adipeux de souris ou d ’intestin de rat.
10pl du produit d "amplification sont prélevés au terme de I'amplification par PCR (de 26 a 36

cycles selon le gene étudié) et sont déposés sur gel d'agarose pour électrophorese.
L’augmentation de | 'intensité du signal est vérifiée par mesure au Gel Doc.
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Figure 32 : Vérification de la non formation de concatémeres aprés amplification
par RT-PCR.
L 'amplification de COX-1 produit un fragment de 527 pb. Ce produit est digéré par | 'enzyme de
restriction EcoRI uniquement chez I'humain, et par Apal uniquement chez le rat. La taille de
chaque bande d 'amplification ou de digestion est indiquée.

ND : fragment non digéré ; MT : marqueurs de taille en paires de bases (pb)
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Figure 33 : Quantification des ARNm des différents PPAR, de COX-1, de COX-2,
p-caténine et de G3PDH par RT-PCR compétitive

Cette analyse a été réalisée sur des ARN extraits de cellules Caco-2 cultivées pendant 5 jours.
Les ARN compétiteurs ont été extraits a partir de muqueuses intestinales de rat et de tissus
adipeux de souris. Aprés amplification et digestion par une enzyme de restriction spécifique, les
fragments d’ADN sont déposés sur un gel d’agarose. Les bandes obtenues sont quantifiées a
| "aide d 'un appareil Gel-Doc.

ND : fragment non digéré ; D fragment digéré ; MT : marqueurs de taille en paires de bases (pb)

Les enzymes de restriction choisies sont résumés dans le tableau 4.
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Figure 34 : Quantification des ARNm de -caténine et de G3PDH par RT-PCR compétitive
réalisée sur des ARN extraits de cellules Caco-2 cultivées pendant 5, 10 et 15 jours.
Les ARN compétiteurs ont été extraits a partir du tissu adipeux de souris. Les produits
d "amplification et de digestion (A et B) sont déposés sur gel d 'agarose en triple exemplaires. La
nature des enzymes de restriction et la taille de chaque fragment sont précisées dans la partie
« Matériels et Méthodes ». Le tableau (D) montre une augmentation significative du taux des ARNm
de la B-caténine au cours de la culture. Le rapport utilisé est défini en (C).

ND : fragment non digéré ; D : fragment digéré ; MT : marqueurs de taille (en paires de bases : pb)



ARNm des PPAR« par Northern blotting (figure 35). Les sondes ADNc utilisées dans cette
technique sont issues des séquences décrites dans la littérature [303]. Trois transcrits de
1,8, 5,8 et 10 kb ont été mis en évidence pour PPARc, en accord avec les résultats déja
publiés [99, 317].

L'analyse par densitométrie du signal a 1,8 kb révéle une élévation de 1,5 fois du taux
des ARNm de PPARa aprés 10 jours de culture comparativement a la valeur témoin obtenue
a 5 jours de culture. Une légére diminution du taux des ARNm est observée aprés 15 jours
de culture lorsque la quantification est appréciée a partir des ARN polyadénylés. Par
protection a la nucléase S1, la séquence ADNc sélectionnée pour produire la sonde PPARw.
protege un seul transcrit de 255 paires de bases (pb) (figures 36A et 37). La quantification
d’ARNm réalisée par cette technique confirme les résultats obtenus par Northern blotting : le
taux des ARNm de PPARc. reste globalement constant.

Par RT-PCR compétitive, le taux des ARNm correspondant & PPARo augmente
progressivement au cours de la culture (figure 38B et tableau 9). Entre 5 et 15 jours de
culture, le signal obtenu augmente de 2,3 fois par rapport a la valeur témoin obtenue a 5
jours de culture. Par RT-PCR semi-quantitative, les résultats obtenus sont différents de ceux
observés par les techniques précédentes (tableau 9). Le taux des ARNm de PPARa décroit

faiblement entre 5 et 10 jours de culture puis est constant entre 10 et 15 jours de culture.

Mesure du taux des ARNm de PPARp dans les cellules Caco-2

L’expression transcriptionnelle de PPARP a été étudiée par RT-PCR compétitive et
semi-quantitative a partir des ARN totaux extraits des cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de
culture. Les résultats obtenus sont contradictoires (tableau 9).

Par RT-PCR compétitive, le taux des ARNm de PPARP augmente de 4 fois jusqu’a 6
fois entre 5 et 10 jours de culture. Par RT-PCR semi-quantitative, le taux des ARNm de
PPARp présente un pic d’expression a 10 jours puis devient faible lorsque les cellules sont
différenciées (tableau 9).

Mesure du taux des ARNm de PPARy dans les cellules Caco-2

e PPARY

Par Northern blotting les ARN totaux et les ARN polyadénylés issus des cellules
Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture ont permis d’étudier le taux des ARNm codant PPARYy.
La sonde ADNCc utilisée dans cette technique est issue des séquences de Fajas et al. [83] et
de Elbrecht et al. [80]. Cette sonde ADNc est sélectionnée dans la partie A/B du recepteur
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Figure 35 : Analyse par Northern blotting du taux des ARNm de PPAR« et de PPARY.
Des extraits d ’ARN totaux et d'’ARN polyadénylés (poly A*) issus des cellules Caco-2 & 5,10 et 15
jours de culture sont analysés par Northern blotting. Les membranes sont hybridées avec une
sonde ADNc de PPARo, déshybridées et a nouveau hybridées avec succesivement une sonde
ADNc de PPARy et de G3PDH. Les bandes PPARo et PPARYy sont scannées et les valeurs des
intensités de chaque bande sont analysées par rapport a | 'intensité de la bande de G3PDH

(témoin interne des expériences). Les résultats sont exprimés en unités arbitraires.
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Figure 36 : Protection a la nucléase S1. Détection des ARNm de PPAR« (A), de PPARy1(B), de
PPARy2(C) et de PPARY3(D) extraits des cellules Caco-2 4 5, 10 et 15 jours de culture.
Les ARN totaux des cellules Caco-2 sont hybridées avec leurs sondes respectives et avec la sonde
G3PDH selon le protocole décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les fragments protégés sont
indiqués. Les contrbles positifs et négatifs sont réalisés a partir des ARN extraits des cellules

préadipocytaires 3T3-11. Les fleches présentes en C et D indiquent les fragments d ’ARN non épissés.
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Figure 37 : Quantification par la technique de protection a la nucléase S1 des ARNm de
PPARe, de PPAR)2 et de PPAR)3 extraits des cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture.
Le taux relatif des ARNm de chaque PPAR correspond a la moyenne + écart-type du rapport des
valeurs du PPAR sur les valeurs de G3PDH a partir de trois expériences indépendantes. Le test
ANOVA et plusieurs tests comparatifs montrent une différence significative du taux des ARNm

pour PPAR 3 (P<0,05) entre 5 et 15 jours de culture.
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Figure 38 : Quantification des ARNm des PPAR, de COX-1, de COX-2 et de f-caténine par
RT-PCR compétitive aux différents stades de la culture des cellules
HT 29 (A) et Caco-2 (B).
Les cellules ont été cultivées pendant 5, 10 et 15 jours. 1 pg des ARN de cellules humaines
(HT29 ou Caco-2) et 1 ug des ARN compétiteurs sont utilisés pour quantifier le taux des ARNm
codant les différentes protéines par RT-PCR compétitive selon le protocole décrit dans la partie

« Matériels et Méthodes ».



RT-PCR Caco-2 (jours de culture)

Compétitive 5 jours 10 jours 15 jours
PPAR o 0,093 + 0,035 0,145 + 0,032 0,214 £ 0,019
PPAR 0,006 + 0,007 0,027 + 0,005 0,038 £ 0,003
PPAR y 0,049 + 0,019 0,048 + 0,005 0,052 + 0,011
COX-1 0,017 = 0,001 0,023 0,001 0,031 £ 0,004
COX-2 0,111 £ 0,012 0,064 = 0,002 0,076 + 0,012

B-caténine 0,285 = 0,076 0,458 + 0,029 0,673 + 0,061
RT-PCR Caco-2 (jours de culture)

Semi-quantitative 5 jours 10 jours 15 jours

PPAR o 0,210 = 0,070 0,150 = 0,020 0,140 = 0,010
PPAR B 0,100 = 0,040 0,130 = 0,040 0,006 + 0,020
PPAR y 0,370 = 0,080 0,360 + 0,070 0,310 = 0,040
COX-1 0,583 + 0,028 0,719 = 0,045 0,412 £ 0,020
COX-2 0,198 + 0,023 0,280 + 0,014 0,610 £ 0,175

B-caténine 0,551 £ 0,074 0,244 + 0,028 0,983 = 0,229

Tableau 9 : Quantification des ARNm des PPARc, PPARS et PPARy, de COX-1, de COX-
2 et de f-caténine par RT-PCR compétitive et RT-PCR semi-quantitative au niveau des

cellules Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture.



de PPARYy et reconnait les différents isotypes de PPARy. Un signal unique de 2,1 kb est
trouvé avec les ARN polyadénylés (figure 35). A 10 jours de culture, le taux des ARN
augmente de 2,8 fois par rapport au taux observé a 5 jours de culture. Cependant, cette
augmentation n’est pas significative (figure 35).

Les amorces sélectionnées pour les techniques de RT-PCR compétitive et semi-
quantitative se situent au niveau des exons E3 et E5, d'aprés la séquence décrite par
Elbrecht et al. [80]. Le fragment obtenu aprés amplification présente une taille de 759 pb. Il
est commun aux différentes isoformes de PPARy. L'expression des ARNm de PPARy
mesurée par RT-PCR compétitive et semi-quantitative reste constante durant toute la durée

de la culture (tableau 9).

e PPARY1

La sonde ADNc spécifique de PPARY1 est utilisée pour la technique de protection a
la nucléase S1. Trois transcrits de PPAR y1 dont les tailles sont respectivement de 131, 92
et 39 pb, s’hybrident avec les sondes ADNc spécifiques de PPARy1 (figure 36B). Le
fragment de 131 pb correspond a FARNm mature de PPARy1 alors que les fragments de 92
et 39 pb correspondent & ’ARNm non mature de PPARy1. Le taux des ARNm de PPAR 1
est trop faible ou inexistant puisque aucun signal n'est observé par cette méthode.
L'expression de PPARy1 est étudiée par RT-PCR semi-nichée en utilisant le couple
d’amorces sélectionnées d’apres la séquence ADNc décrite par Fajas et al. [83]. L'étude du
taux d’ARNm réalisée par cette technique confirme les résultats obtenus par protection a la
nucléase S1 car aucune amplification n’est observée pour PPARy1. Ces résultats tendent a

conclure que l'isotype PPAR y1 n’est pas exprimé dans les cellules Caco-2.

e PPARY2

Les taux des ARNm de PPARy2 ont été analysés par la technique de protection a la
nucléase S1 et par RT-PCR semi-nichée, a partir des ARN totaux extraits des cellules
Caco-2 a 5, 10 et 15 jours de culture.

Par la technique de protection a la nucléase S1, trois transcrits de PPARy2 dont les
tailles sont de 282, 243 et 39 pb s’hybrident avec les sondes ADNc spécifiques de PPARYy2
(figure 36C). Le fragment de 282 pb correspond a TARNm mature de PPARY2 alors que les
fragments de 243 et de 39 pb correspondent a TARNm non mature de PPARy2. Seul le
fragment de 243 pb est observable puisque le fragment de 39 pb est élué du gel lors de la
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migration électrophorétique. La quantification du taux des ARNm de PPARY2 a été effectuée
sur le fragment de 282 pb. La diminution observée entre 5 et 15 jours de culture n'est pas
significative (figure 37).

Par RT-PCR semi-nichée, 'amplification de PPARy2 produit un fragment unique de
282 pb. Nous observons un pic d’expression a 10 jours (tableau 10). Cependant, le taux des
transcrits diminue, mais reste élevé a 15 jours. L'intensité du signal pour PPARYy2 augmente

de 2 fois entre 5 et 15 jours de culture.

e PPARY3

Les taux des ARNm de PPARY3 sont analysés par la technique de protection a la
nucléase S1 et par RT-PCR semi-nichée a partir des ARN totaux extraits des cellules
Caco-2 &5, 10 et 15 jours de culture.

Par la technique de protection a la nucléase S1, la sonde ADNc spécifique de
PPARY3 reconnait 3 transcrits de 222, 146 et 76 pb (figure 36C). Le transcrit mature a une
taille de 222 pb et correspond a I'exon A2 et a une partie de I'exon E1. Les transcrits de 146
et 76 pb correspondent aux transcrits non matures de PPARY3. Seul le fragment de 146 pb
est observable, le fragment de 76 pb étant élué du gel durant la migration électrophorétique.
Le taux des ARNm de PPARY3 augmente significativement de 2 fois entre 5 et 15 jours de
culture (figure 37). La mesure est réalisée sur le fragment mature de 222 pb.

Par RT-PCR semi-nichée, I'amplification de PPARY3 produit un fragment unique de

222 pb. L’augmentation du signal ne semble pas étre significative (tableau 10).

V. DISCUSSION

a. La différenciation des cellules Caco-2 est accompagnée d’altérations

peroxysomiques.

Comme nous l'avons dit précédemment, la lignée cellulaire Caco-2 se différencie
spontanément en entérocytes au cours de la culture [258]. Les cellules sont indifférenciées
au début de la culture, puis entrent dans une phase exponentielle de croissance et apres
confluence, elles se différencient en entérocytes. Cette différenciation est complete aprés 20
jours de culture [258, 281]. Dans la phase tardive de la culture, les cellules forment une
monocouche et présentent une bordure en brosse typique. Les protéines impliquées dans le
développement de la bordure en brosse lors de la différenciation des cellules Caco-2 ont été
identifiées [275, 281, 389], mais aucune étude n'a été consacrée aux relations entre cette

différenciation cellulaire et le comportement des peroxysomes. Les résultats montrent que
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RT-PCR

Caco-2 (jours de culture)

semi-nichée 5 jours 10 jours 15 jours
PPAR y2 0,159 + 0,048 0,638 £ 0,157 0,321 + 0,077
PPAR 73 0,371 £ 0,099 0,055 + 0,031 0,470 + 0,086
RT-PCR HT29 (jours de culture)

semi-nichée 5 jours 10 jours 15 jours
PPAR y2 0,346 £ 0,183 0,390 + 0,021 0,160 = 0,032
PPAR y3 1,213 £ 0,035 0,613 + 0,044 0,470 = 0,042

Tableau 10 : Quantification des ARNm de PPAR}2 et de PPARy3 par RT-PCR semi-nichée

au niveau des cellules Caco-2 et HT 29 a 5, 10 et 15 jours de culture.




Pactivité enzymatique de AOX et celle de la catalase sont présentes dés 5 jours de culture
méme si les structures DAB-positives ne sont pas détectables a ce stade de culture. Ces
résultats sont en accord avec les travaux précédents montrant que les peroxysomes sont
absents dans les cellules issues de carcinomes coliques en dépit de la présence de AOX et
de la catalase [32, 180]. La différenciation des cellules Caco-2 est accompagnée par une
augmentation du nombre des peroxysomes et de lactivité de leurs enzymes. Ces
modifications métaboliques ressemblent aux changements observés le long de I'axe crypto-
villositaire de lintestin gréle [32]. De plus, la différenciation des peroxysomes dans les
cellules Caco-2 est similaire a celle rencontrée dans les entérocytes humains entre 16

semaines de gestation [61] et 'dge adulte [278].

b. L’expression de PPARc augmente au cours de la différenciation des cellules

Caco-2

Dans cette étude, le taux des ARNm de PPARa est étudié par Northern blotting, par
protection a la nucléase S1 et par RT-PCR compétitive. Nous avons utilisé plusieurs
techniques de quantification des ARNm dans le but de confirmer les résultats obtenus par
une seule des techniques citées précédemment. Les études par Northern blotting et par
protection a la nucléase S1 sont des techniques dites directes. Les sondes radioactives
piegent les ARNm a étudier. Seulement, ces deux techniques nécessitent l'utilisation de
radioéléments avec les risques que cela représente pour le manipulateur. Les techniques de
RT-PCR sont des techniques de quantification non directes. Cependant, la RT-PCR de type
compétitive permet de quantifier le taux des ARNm par rapport a deux témoins internes : le
compétiteur et la G3PDH (enzyme étant exprimée d’une fagon constitutive).

Le taux des ARNm de PPARu et celui de la protéine correspondante augmentent
entre 5 et 10 jours de culture, stade précoce de la différenciation cellulaire. La quantité de la
protéine PPARa augmente régulierement bien que le taux des ARNm codant cet isotype
reste constant & 15 jours de culture. Les résultats obtenus par immunocytochimie indiquent
au début de la culture la présence de PPARo au niveau nucléaire mais également
cytoplasmique, de type granulaire et en tres faible quantité. L'intensité des signaux
augmente avec le processus de différenciation de ces cellules et devient majoritairement
cytoplasmique.

Paralielement, nous avons étudié le taux des ARNm et celui de la protéine de PPARa
dans les cellules HT29 entre 5 et 15 jours de culture. Ces cellules restent indifférenciées.
Les résultats obtenus au niveau des cellules HT29 sont similaires & ceux obtenus pour les

cellules Caco-2. Au cours de la culture, le taux des ARMm codant PPARo et celui de la
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protéine correspondante augmentent faiblement entre 5 et 15 jours (figure 38 et tableau 11).
Par immunohistochimie, PPARa présente une localisation plutét cytoplasmique a 5 jours et
devient essentiellement nucléaire a 15 jours (résuitats non présentés).

Nos résultats sont concordants avec ceux montrant que la différenciation des cellules
HepG2 provenant d'un hépatoblastome humain implique une augmentation de I'expression
de PPARa [318]. Le développement des peroxysomes durant la différenciation des cellules
Caco-2 suggére une participation de PPARo. Il est fortement exprimé dans les carcinomes
coliques humains caractérisés par leur pauvreté en peroxysomes [180]. De plus, les tissus
issus de souris pour lesquelles le gene PPARo est invalidé présentent quelques
peroxysomes, suggérant que PPARo n’est pas le seul acteur de la formation et de la
biogeneése de ces organites [104, 185]. Nous avons constaté que le taux protéique et que
lactivité de certaines enzymes peroxysomales augmentent durant la différenciation des
cellules Caco-2. Puisque les génes codant les enzymes peroxysomales sont pour la plupart
contrdlés par PPARa [354, 381], il est possible que ce facteur de transcription participe

activement au processus de maturation des peroxysomes dans les cellules Caco-2.

c. Variations du taux d’ARNm codant PPAR et les autres marqueurs étudiés

De maniére globale, nous observons au cours de la culture des cellules HT29 et
Caco-2 des variations du taux ’ARNm codant PPARB et les autres marqueurs étudiés. A
titre d’exemples, nous avons observé un accroissement de I'expression de B-caténine au
cours de processus de différenciation des cellules Caco-2 alors que le taux d’ARNm reste
constant au cours de la culture des cellules HT29 ; des résultats similaires ont été obtenus
précédement [187]. Nous avons également observé que le taux d’ARNm codant pour COX-1
croit au cours de la culture des cellules HT29 et Caco-2. Cependant, les niveaux
transcriptionnels mesurés au niveau des cellules HT29 sont plus élevés qu’au niveau des

cellules Caco-2.

d. Expression différentielle de PPARy au cours de la différenciation cellulaire

des cellules Caco-2

La transcription du géne humain PPARY donne trois transcrits différents ; PPARYy1 et
Y2 issus d'un épissage alternatif a partir d’'un méme promoteur, et PPARY3 issu d’'un autre

promoteur [84].
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RT-PCR

HT29 (jours de culture)

compétitive 5 jours 10 jours 15 jours
PPAR « 0,280 + 0,058 0,345 + 0,016 0,350 + 0,032
PPAR B 0,078 £ 0,023 0,095 + 0,022 0,047 £ 0,013
PPAR vy 0,056 + 0,029 0,069 = 0,010 0,084 + 0,003
COX-1 0,138 £ 0,005 0,191 + 0,005 0,325 + 0,005
COX-2 0,091 £ 0,015 0,075 + 0,005 0,346 + 0,045
B-caténine 0,872 £ 0,168 0,861 + 0,029 0,976 £ 0,126

RT-PCR HT29 (jours de culture)

semi-quantitative 5 jours 10 jours 15 jours
PPAR 0,123 + 0,053 0,207 + 0,006 0,170 £ 0,036
PPAR B 0,044 + 0,027 0,061 + 0,024 0,058 + 0,029
PPAR y 0,454 + 0,236 0,064 + 0,001 0.066 + 0,014
COX-1 0,769 + 0,040 0,502 + 0,031 0,637+ 0,085
COX-2 0,303 + 0,057 0,410+ 0,013 0,713 £ 0,223
B-caténine 0,185 + 0,073 0,473 = 0,040 0,514 = 0,250

Tableau 11 : Quantification des ARNm de PPARq, de PPARf, de PPARy, de COX-1, de

COX-2 et de p-caténine par RT-PCR compétitive et RT-PCR semi-quantitative

dans les cellules HT 29 a 5, 10 et 15 jours de culture.




Variations du taux transcriptionnel des PPARy

Durant la différenciation des cellules Caco-2 et selon les techniques utilisées (RT-
PCR compétitve, RT-PCR semi-quantitative et Northern blotting) aucun changement
signifiquatif est n’observé concernant le taux transcriptionnel de PPARYy. Les variations du
taux transcriptionnel de PPARy s’observent lorsque les isoformes sont étudiées séparément.

Par protection a la nucléase S1, et grace a une sonde spécifique de chaque isoforme
de PPARY, nous avons détecté uniquement la présence de PPARY2 et de PPARY3 dans les
cellules Caco-2. Ces résultats sont également confirmés par RT-PCR semi-nichée ou seuls
les ARNm PPARy2 et y3 sont détectés dans les cellules Caco-2. Dans ces cellules,
Fexpression de 'ARNm PPARy1 est absente. L’'expression de PPARy étudiée dans les
cellules HT29 entre 5 et 15 jours de culture donne des résultats identiques par rapport aux
cellules Caco-2. La présence ARNm de PPARy1 n’est pas détécté, seuls les ARNm de
PPARy2 et de PPARY3 sont détectables entre 5 et 15 jours de culture (tableau 10). Ce
résultat concernant PPARy1 est en désaccord avec les travaux antérieurs de Fajas et al.
[84]. Cette différence peut-étre due a la nature et a la spécificité de la sonde utilisée.

Nous avons montré d’autre part que les cellules Caco-2 exprimaient les ARNm
PPARy2 et v3 et que seul TARNm PPARY3 présentait un accroissement de son taux au cours
de la culture des cellules Caco-2. Des résultats similaires concernant TARNm PPARY3
avaient été obtenus par d’autres équipes [84, 187]. Au contraire, I'expression globale de
PPARy diminue faiblement dans les cellules HT29 (tableau 10). Cette diminution est
également observée pour les ARNm PPARy2 et PPARY3 étudiés par RT-PCR semi-nichée

(tableau 10). Cependant, cette diminution ne sembile pas significative.

Variations du taux des protéines de PPARy

Pendant la différenciation des cellules Caco-2, aucune modification significative
s’observe dans le taux d’ARNm PPARY2. Par contre, les tests réalisés en immunocytochimie
et en immunoréplique montrent que le taux de la protéine augmente significativement au
cours de la différenciation lorsque lPanticorps polyclonal dirigé spécifiquement contre la
protéine humaine de PPARY2 est utilisé. D’autre part, une augmentation significative du taux
des ARNm PPARY3 a été observée entre 5 et 15 jours de culture des cellules Caco-2. Or, il a
eté démontré que la protéine PPARY1 est traduite par les ARNm de PPARy1 et PPARY3 [83,
84]. En utilisant un anticorps polyclonal reconnaissant aussi bien les protéines PPARy1 et
PPARY2, nos résultats en immunohistochimie et en immunoréplique ont révélé une

augmentation progressive de PPARY durant la différenciation des cellules Caco-2.
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La protéine PPARY1, contribuent en partie a cette augmentation pour les raisons
suivantes :
- lintensité des bandes observées aprés Western blotting avec un anticorps anti-PPARy
augmente progressivement durant toute la culture cellulaire alors que le taux de la protéine
PPARyY2 reste constant apres 10 jours de culture.
- le taux des ARNm PPARy3 qui produisent la protéine PPARy, augmente d'une fagon

croissante durant la culture cellulaire.

D’aprés les résuitats obtenus en immunohistochimie, nous observons un marquage
cytoplasmique pour PPARY lorsque les cellules sont a 5 jours de culture que ce soit pour les
cellules Caco-2 comme pour les cellules HT29 (figures 29 et 39). En effet, pour les cellules
HT29, pour lesquelles les tests immunohistochimiques sont réalisés selon le méme principe,
PPARYy est essentiellement cytoplasmique a 5 jours (figure 39C) et devient exclusivement
nucléaire lorsque les cellules sont étudiées a 15 jours de culture (figure 39D)

Le marquage cytoplasmique des cellules Caco-2 est d'autre part granulaire et
pourrait correspondre a un marquage de type mitochondrial. La présence de PPARy a déja
été démontrée dans les mitochondries de cellules hépatiques de rats traités par les fibrates
[36]. Le role de PPARYy dans les mitochondries n’est actuellement pas connu. Pour savoir si
la localisation de PPARy est mitochondriale, nous avons réalisé des tests sur des coupes
semi-fines de cellules Caco-2. Deux types d’anticorps ont été testés sur ces coupes :
Panticorps anti-PPARy et l'anticorps anti-cytochrome c. Le signal obtenu pour la protéine
cytochrome ¢ est de type granulaire sur 'ensemble des cellules (figure 40C). Ce signal
montre la présence de nombreuses mitochondries. A 'opposé, nous n’obtenons pas un
marquage sur 'ensemble des cellules pour PPARY (figure 40B). Il en résulte que les résultats
obtenus avec les deux anticorps ne peuvent pas étre corrélés. Ces discordances sont

probablement dues aux techniques utilisées.

Réles de PPARy au cours de la différenciation des cellules Caco-2

PPARy est exprimé chez I'homme [28, 75, 290] et chez le rongeur [186, 284} au
niveau des cellules coliques tumorales. Quand ce travail de thése a commencé, il était
classiquement admis que la protéine PPARY2 était exprimée spécifiquement au niveau des
adipocytes alors que l'expression de PPARy1 était considérée extra-adipocytaire.

Nous avons démontré la présence par immunohistochimie, par western blotting et par
protection a la Nucléase S1 [139] que la protéine PPARY2 et que son ARNm sont présents

dans lintestin foetal humain. Le role physiologique de PPARY dans le colon reste imprécis.
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Figure 39 : Etude immunocytochimique de I’expression de PPARy dans
les cellules HT29 au cours de leur culture.
La technique d'immunocytochimie est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les
coupes sont analysées par immunocytochimie en utilisant un antiserum dirigé contre PPARY (C
et D) d’origine commerciale. Un signal cytoplasmique est observé a 5 jours de culture (C). Ce
signal devient nucléaire a 15 jours de culture(D). Aucun signal n’est observé sur les coupes
témoins des cellules HT29 a 5 (A) et 15 jours de culture (B).

Grandissement : x40
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Figure 40 : Comparaison d ’expression entre les protéines PPARy et cytochrome ¢ au
niveau des cellules Caco-2
La technique d'immunocytochimie est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ». Des
coupes de 5 um ont été réalisées et mises en incubation en présence de I'anticorps anti-PPARY2
produit au laboratoire (A), des anticorps anti-PPARy (B) et anti-cytochrome ¢ (C) d'origine
commerciale. Les fleches indiquent la localisation du marquage.

Grandissement : x20



Les ligands de PPARYy inhibent la prolifération et induisent la différenciation des cellules
cancéreuses coliques chez I'nomme [22, 290].
Ces mémes ligands induisent la formation de polypes et de tumeurs coliques chez les

min/+

souris [186, 284]. D'aprés nos résultats, la différenciation des cellules Caco-2
s'accompagne d'une augmentation de I'expression de PPARY. Nos résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Wachtershauer et al. [359] qui montrent que le taux d'ARNm et des
protéines PPARy augmente significativement durant la différenciation cellulaire Caco-2
induite par le butyrate. PPARY joue un rdle dans la différenciation cellulaire d'autres types
cellulaires comme les adipocytes [336, 368], les monocytes/macrophages [338], les cellules
épidermiques [273], coliques [167, 187, 290], prostatiques [177] et mammaires [229]. De
plus, l'activation de PPARy aboutit a la différenciation des cellules de liposarcome [65].
PPARy ne joue pas seulement un réle dans le contrble des génes responsables de la
différenciation cellulaire, mais aussi participe a la régulation du cycle cellulaire [2]. En fait, il
est difficile de spéculer quant aux roles précis exercés par PPARY dans les cellules coliques.
En résumé, les cellules Caco-2 se différencient au cours de la culture. Cette
différenciation cellulaire s'accompagne par le développement des peroxysomes marqué par
une augmentation de leurs activités enzymatiques. Au cours de cette différenciation
cellulaire, I'expression de PPARo, y1 et y2 est augmentée. PPARo. peut étre impliqué dans
un processus de maturation des peroxysomes puisque ce facteur de transcription contréle
les génes qui codent certaines protéines peroxysomales. Par contre, les conséquences de

l'augmentation de l'expression de PPARy dans ces cellules restent imprécises.
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EXPRESSION DES PPAR AU NIVEAU
D’ADENOCARCINOMES COLIQUES HUMAINS

L. EXPRESSION DES PROTEINES  DES PPAR AU NIVEAU

D’ADENOCARCINOMES COLIQUES HUMAINS

a. Difficultés rencontrées

L'analyse de lI'expression des protéines PPAR au niveau des adénocarcinomes
coliques a été essentiellement abordée par immunohistochimie ainsi que celle d’autres
marqueurs moléculaires comme COX-2, COX-1 (exprimés dans les cellules tumorales
coliques), la cytokératine 18 (marqueur de la différenciation cellulaire) et la protéine Ki 67
(marqueur de la prolifération cellulaire).

Initialement, notre travail devait reposer exclusivement sur l'utilisation des antiséra
produits au laboratoire dirigés contre les différents PPAR. Ces anticorps ont été caractérisés
et utilisés avec succés pour étudier I'expression des PPAR dans le tractus digestif du foetus
humain et dans les cellules Caco-2 et HT29 cultivées jusqu’a 15 jours de culture {139, 140].

Les conditions des techniques immunohistochimiques appliquées aux cellules Caco-2
(figure 29) n'ont pas pu étre utilisées avec succes pour les coupes d’adénocarcinomes
coliqgues humains. Les différents antiséra n’ont donné aucun marquage satisfaisant en
immunocytochimie avec les coupes de tissus ; le bruit de fond était trop important et un

accrochage non spécifique persistait au niveau du mucus.

Nous avons par conséquent testé différentes préparations commerciales d’anticorps,
dirigés contre les PPAR :

- L’antisérum anti-PPARy provenant de la société SantaCruz (USA) ne donne aucun
résultat satisfaisant en immunocytochimie quel que soit le test effectué avec des coupes
déparaffinées de cellules Caco-2 et d’adénocarcinomes coliques.

- Les antiséra anti-PPARa, B et y provenant de la société AB Reagent ont été utilisés avec
succes sur des préparations de cellules HT29 et Caco-2 ainsi que sur des coupes de tissus.
Cependant, avec les coupes histologiques, le marquage obtenu avec les anticorps anti-
PPARo et 3 est faible et diffus et l'interprétation des résultats est délicate. A 'opposé, pour
les cellules cultivées in vitro et des coupes de biopsies, le marquage avec l'anticorps anti-

PPARYy est suffisant pour permettre une bonne interprétation des résultats.
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- Les antiséra anti-COX-2 provenant des sociétés SantaCruz (USA) et Chemicon (USA) ne
donnent aucun résultat satisfaisant en immunocytochimie quel que soit le montage effectué
avec des coupes congelées ou paraffinées de cellules Caco-2 et d’adénocarcinomes

coliques.

En conclusion, les résultats présentés seront limités a ceux obtenus pour PPARY et

pour les protéines cytokératine 18 et Ki 67.

b. Caractéristiques cliniques et anatomo-pathologiques des patients et des

échantillons prélevés

L'étude réalisée a partir de prélevements biopsiques porte actuellement sur 22
patients dont les caractéristiques sont présentées dans le tableau 12. Les prélevements
proviennent de 12 hommes et de 10 femmes. L’age moyen des patients est de 73,8 ans (51-
85 ans) au moment de la biopsie. La répartition des tumeurs est homogene : 10 tumeurs ont
été localisées au niveau du colon droit et 10 tumeurs ont été localisées au niveau du colon
gauche. Deux préievements biopsiques ont été effectués au niveau du rectum. Les
prélevements sont regroupés selon le facteur T d’apres la classification TNM [131]. Les
biopsies classées en T2, dont 'envahissement tissulaire de la tumeur reste superficiel, sont
peu nombreuses. La plupart des prélevements correspondent a des tumeurs moyennement
différenciées (59%). Les tumeurs bien et peu différenciées représentent 31,8% et 9,0%
respectivement. Enfin, les tumeurs sont préférentiellement de stade il (40,9%) selon la
classification TNM, 27,2% des tumeurs sont classées au stade IV, 22,9% et 4,5%

représentent les tumeurs de stade lll et | respectivement.

c. Expression de PPARY dans les cellules d’adénocarcinomes coliques

Tissus sains

Sur les 22 cas étudiés, le marquage est cytoplasmique de type granulaire (tableau 13
et figure 41). 1l se situe toujours au niveau des cellules cylindriques localisées a 'apex des
glandes tubulaires. Un marquage cytoplasmique de type granulaire est observé a l'apex de
ces glandes. Le marquage devient faible voire absent vers la partie profonde de ces glandes.
Il apparait ainsi que I'expression de PPARy augmente de la base vers I'apex des glandes
tubulaires ou son expression est forte. Enfin, nous n’observons aucun signal dans le stroma

interglandulaire et dans les couches profondes de la muqueuse.
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Nombre de cas (%)

SEXE

Homme 12 (54,5%)
Femme 10 (45,4%)
age moyen au moment du prélevement 73,8

Siége tumoral

Colon droit 10 (45,4%)
Colon gauche 10 (45,4%)
Rectum 2 (9,0%)

Caractéres histologiques

Bien différencié 7 (31,8%)
DIFFERENCIATION
Moyennement différencié 13 (569,0%)
Peu différencié 2 (9,0%)
Absence de mucus 12 (54,5%)
MUCOSECRETION
Contingence mucus faible 2 (9,0%)
Colloide muqueux {> 30%) 7 (31,8%)
Différenciation 1 (4,5%)
Q,
STADES Stade 0 0 (0%)
Stade | 1 (4,5%)
Stade li 9 (40,9%)
Stade Il 5 (22,7%)
Stade IV 6 (27,2%)

Tableau 12 : Caractéristiques cliniques et anatomo-pathologiques des patients
et des échantillons



Tissu sain (n = 22)

MUY

“"-'« L’,:‘v'r,"v'w.

Tumeur (n=22)

Marquage

intense 9/22 (40,9%) | intense 8/22 (36,3%)
faible 13/22 (36,3%) | faible 14/22 (63,6%)
absent - | absent -
Site du marquage

diffus 11/22 (50,0%) | diffus 12/22 (54,5%)
granulaire 11/22 (50,0%) | granulaire 10/22 (45,5%)
Siege du marquage

nucléaire 0/22 (0%) | nucléaire 0/22 (0%)

cytoplasmique

nucléaire/cytoplasmique

22/22 (100%)
0/22 (0%)

cytoplasmique

nucléaire/cytoplasmique

22/22 (100%)
0/22 (0%)

Localisation
cellules cylindriques
apex des glandes

bases des glandes

cellules interglandulaires

couches profondes

15/22 (68,1%)
19/22 (86,3%
3/22 (13,6%
0/22 (0%)
0/22 (0%)

)
)

glandulaire

interglandulaire

19/22 (86,3%)
3/22 (13,6%)

Tableau 13 : Expression de PPARyen fonction du caractére superficiel

ou profond du prélévement



Tissu sain Tumeur

(grandissement : x 40)

Figure 41 : Mise en évidence de PPARy au niveau d’adénocarcinome colique.
Des sections de 5 um sont réalisées a partir d’adénocarcinomes coliques inclus en
paraffine et préalablement fixés dans une solution formolée. L'anticorps anti-PPARY
d’'origine commerciale (C-F) est testé a une dilution finale de 1/400. Les coupes A, C et
E correspondent au tissu sain et les coupes B, D et F aux tumeurs. Le montage
immunohistochimique est décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ». Les témoins
négatifs (A, B) correspondent a 'absence de I'anticorps primaire. Les fleches indiquent

la localisation du marquage.



Tumeurs

Quelle que soit la tumeur (tableau 13 et figure 41), le marquage observé est toujours
cytoplasmique de type supranucléaire. L’expression de PPARYy est plus importante dans les
tumeurs comparativement a ce qui est observé au niveau du tissu sain prélevé a distance de
la tumeur. De maniere générale, le marquage cytoplasmique se situe exclusivement au
niveau des glandes tumorales. Il est absent dans le stroma interglandulaire.

Il existe également une différence d‘expression de PPARYy au sein des tumeurs. Cette
expression est forte pour les cellules tumorales sécrétant du mucus. Le marquage est
toujours cytoplasmique et de type granulaire. I est retrouvé dans la presque totalité des
cellules des glandes tumorales sécrétant du mucus.

Cependant, sur les 22 cas étudiés nous n'observons pas de différence d’expression

en fonction du degré de dysplasie c’est-a-dire en fonction du grade de la tumeur (figure 42).

. ANALYSE DU TAUX DES ARNm DES PPAR, DE COX-1 ET 2 ET DE

B-CATENINE AU NIVEAU D’ADENOCARCINOMES COLIQUES.

a. Quantification au niveau des adénocarcinomes coliques

Prélévements biopsiques

L’étude a été réalisée a partir de 29 prélevements biopsiques de pieces opératoires.
Parmi les 29 biopsies étudiées, 2 biopsies font parties du groupe T2, 13 biopsies du groupe
T3 et 14 du groupe T4 (tableau 14). 48,3 % sont du stade Il et 44,8 % du stade |l selon la
classification TNM. Deux patients présentent une tumeur classée au stade | (6,9 %). Aucune
biopsie n’est de stade IV.

La qualité des ARN totaux extraits a partir des biopsies est vérifiée sur gel d’agarose
a 2% dans du TBE (figure 43). De maniere générale, les ARN totaux extraits sont de bonne
qualité. Nous avons, cependant d0 écarter plusieurs couples de prélevements (tissu sain et
tumeur). Dans les conditions d’extraction choisie [50] et aprés électrophorese, trois bandes
principales correspondant respectivement aux ARN ribosomiques de taille 28,18 et 5S
doivent étre observées. La dégradation des ARN affecte rapidement les ARN ribosomiques

et particulierement les ARN dont la taille est de taille 28S.

Caractéristiques cliniques et anatomo-pathologiques

Les caractéristiques cliniques des patients et les caractéristiques anatomo-
pathologiques des prélévements sont résumées dans le tableau 14. Nous avons réalisé
lanalyse du taux des ARNm codant les PPAR a partir du tissu sain et tumoral de 29 patients

(22 hommes et 7 femmes). L’Age moyen au moment du diagnostic est de 66,3 ans (50-85).
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Figure 42 : Mise en évidence de PPARy au niveau d’adénocarcinomes coliques selon
le facteur T de la classification TNM

Des sections de 5 um sont réalisées a partir d’adénocarcinomes coliques classés selon le
facteur T de la classification TNM (A et B : facteur T2 ; C et D : facteur T3 ; E et F : facteur
T4). L'anticorps anti-PPARy d'origine commerciale (B, D et F) est testé & une dilution finale
de 1/400. Le montage immunohistochimique est décrit dans la partie « Matériels et
Méthodes ». Les témoins négatifs (A, C et E) correspondent a I'absence de l'anticorps
primaire. Les fleches indiquent la localisation du marquage. Aucune différence
d ’expression n 'existe en fonction du grade de la tumeur.

Grandissement : x 20



Nombre de cas (%)

Patients
Hommes 22 (75.9%)
SEXE
Femmes 7 (24.1%)
Age moyen au moment du diagnostic 69 + 9.1
SIEGE TUMORAL
Colon droit 14 (48.3%)
Colon gauche 9 (37.9%)
Rectum 4(13.8 %)
Caracteres histologiques
Bien différencié 14 (48.3 %)
DIFFERENCIATION
Moyennement différencié 13 (44.8 %)
Peu différencié 2 (6.9 %)
Absence de mucus 25 (86.2%)
MUCOSECRETION
Contingence mucus faible 2 (6.9 %)
Colloide muqueux (> 30%) 2 (6.9 %)
Stade 0 0
STADES
Stade | 2 (6.9 %)
Stade |I 14 (48.3 %)
Stade I 13 (44.8 %)
Stade IV 0

Tableau 14 : Caractéristiques des prélévements utilisés pour la quantification des ARNm
codant les PPAR, COX-1, COX-2 et B-caténine.



patients

99/5984 99/5027  98/6017 98/3413  98/3957 99/4514

28 S
18 S

Figure 43 : Vérification de la qualité des extractions des ARN totaux sur gel
d ‘agarose a partir des préléevements biopsiques.
1pg d "ARN totaux extrait a partir des prélévements biopsiques est déposé sur un gel
d’agarose a 2%. La présence des bandes 28S et 18S correspondant aux ARN
ribosomiques indique que | ’extraction est de bonne qualité.

N : tissu sain ; T : tumeur



Les stades Il et Ill selon la classification TNM sont majoritaires ; ils représentent 48,3 et
44,8% respectivement. La majorité des tumeurs sont bien (48,3%) a moyennement
différenciées (44,8%) sans sécrétion de mucus. Seules quelques tumeurs présentent un
contingent mucus faible (n=2, 6,5%) et colloide muqueux supérieur a 30% (n=2, 6,5%). Les
prélevements correspondent pour environ 50% a une localisation de la tumeur au niveau du
colon droit (48,3%) et du colon gauche (51,7%) ; les tumeurs localisées au niveau du rectum
sont incluses dans le groupe colon gauche, celles localisées au niveau du colon transverse

sont incluses dans le groupe colon droit.

b. Analyses statistiques des résultats de quantification par RT-PCR compétitive

L’analyse statistique de la population a montré que la distribution pour les parametres
étudiés ne suit pas une répartition gaussienne ; par conseéquent 'analyse retenue est une
analyse de rang de Wilcoxon pour des valeurs appariées (sain versus tumeur). Le seuil de
signification retenu est de P<0,05. A partir des données cliniques des patients et des
résultats quantitatifs, nous avons réalisé trois types d’analyses statistiques: analyse
générale réalisée sur 'ensemble des patients, analyse en fonction du stade établi a partir de
la classification TNM et analyse en fonction de la localisation (colon droit ou gauche) de la

tumeur. Les résultats de 'analyse statistique sont les suivants :

Analyse générale

Lorsque l'analyse porte sur 'ensemble des patients (tableau 15 et figure 44), nous
observons une diminution significative du taux d’ARNm codant I'ensemble des PPAR entre
les tissus sains et tumoraux. La comparaison du taux des ARNm pour PPARw (0,814 +
0,290), PPARP (0,346 + 0,161) et PPARy (0,534 + 0,278) dans le tissu sain avec le taux des
ARNm de PPARc. (0,651 + 0, 353); PPARP (0,244 + 0,160); et de PPARYy (0,428 + 0,420)
dans les tissus tumoraux révéle une diminution (tableau 16) . Elle est significative pour
PPARo (P<0,005); PPARB (P<0,005) et PPARy (P<0;05) (tableau 15). Des résultats
similaires sont obtenus pour COX-1 et COX-2 : Le taux des ARNm baisse pour COX-1
(tissus sains : 1,396 + 0,852 ; tumeurs : 0,633 + 0,361) et pour COX-2 (tissus sains : 2,823 +
2,456 ; tumeurs : 1,871 + 1,545). Ces diminutions sont significatives (tableau 15). Par contre,
nous observons un accroissement significatif (P<0,07) entre les tissus sains (1,735 + 0,722)

et les tumeurs (2,223 + 1,032) (tableau 15) du taux des ARNm codant la 3-caténine.
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ANALYSE GENERALE

PPAR o 2,82 0,005 S
PPARRB 2,93 0,0034 S
PPARYy 1,98 0,05 S
Cyclooxygénase 1 3,80 0,0001 S
Cyclooxygénase 2 2,27 0,023 S
B caténine -2,70 0,007 S

Tableau 15 :Analyse de rang de Wilcoxon réalisée sur | ‘’ensemble des préléevements.
Le seuil de significativité est de P<0,05

S : variation significative ; NS : variation non significative
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Figure 44 : Représentation des taux des différents ARNm étudiés entre tissu sain et tumeur

pour I'ensemble des patients de notre étude

(en ordonnée, UA : unité arbitraire)




Parameétres étudiés Tissu sain

PPAR o 0,814 + 0,290
PPAR 0,346 + 0.161
PPAR y 0,534 + 0,278
Cyclooxygénase 1 1,396 £ 0,852
Cyclooxygénase 2 2,823 £ 2,456
B-caténine 1,735 £ 0,722

Paramétres étudiés Tissu sain
PPAR « 0,881 + 0,364
PPAR B 0,418 0,184
PPAR vy 0,591 + 0,251

Cyclooxygénase 1 1,639 + 1,026
Cyclooxygénase 2 2,565 + 1,479
B-caténine 1,540 = 0,451

PPAR « 0,764 + 0,190
PPAR B 0,340 + 0,230
PPAR vy 0,554 + 0,338
Cyclooxygénase 1 1,045 = 0,397
Cyclooxygénase 2 3,061 + 3,479
B-caténine 1,916 + 0,935

Parameétres étudiés Tissu sain
PPAR o 0,871 £ 0,121
PPAR B 0,368 + 0,180
PPAR vy 0,495 £ 0,297

Cyclooxygénase 1 1,967 + 0,961
Cyclooxygéenase 2 2,885 + 0,360
B-caténine 1,586 + (0,598

Parametres etudiés Tissu sain
PPAR o 0,872 +0,396
PPAR 0,377 £ 0,182
PPAR y 0,668 + 0,255

Cyclooxygénase 1 1,230 +£ 0,766
Cyclooxygénase 2 3,148 + 1,985
B-caténine 1,904 = 0,806

Tableau16 :Tableau récapitulatif indiquant les valeurs obtenues (+/- écart-type)

Tumeur
0,651 0,353
0,244 = 0,160
0,428 0,420
0,633 + 0,361
1,871 1,545
2,223 = 1,032

Tumeur
0,655 £0,279
0,231 £ 0,107
0,388 = 0,341
0,596 + 0,328
1,897 =+ 1,322
1,907 £ 0,834

0,817 + 0,605
0,403 £ 0,553
0,730 £ 0,645
0,853 +£0,522
1,940 + 1,760
2,288 + 0,850

Tumeur
0,538 £ 0,206
0,210+ 0,126
0,239 0,159
0,670 x 0,347
1,159 +0,722
1,926 = 1,018

Tumeur
0,624 = 0,308
0,236 + 0,200
0,535 = 0,447
0,589 + 0,389
2,538 + 1,839
2,432 + 1,160

des paramétres étudiés pour | ‘ensemble des patients.

(Les valeurs sont exprimées en unités arbitraires)



Analyse en fonction du stade TNM

La quantité des prélévements appartenant aux stades | et Il n’est pas suffisante pour
réaliser une étude distincte entre ces deux stades. Nous avons donc regroupé les patients
en deux groupes correspondant d’une part aux stades | et Il et d’autre part au stade 1li de la
classification TNM (tableau 14).

Pour le groupe stade | et stade I, le taux des ARNm pour PPAR (0,881+0,364),
PPAR (0,418 + 0,184) et COX-1 (1,639 + 1,026) dans les tissus sains sont plus élevés que
ceux du tissu tumoral (PPARw : 0,655 + 0,279 ; PPARB : 0,231 + 0,107 ; COX-1: 0,596 +
0,328). (tableaux 16 et 17). Ces diminutions liées au processus néoplasique sont
significatives pour PPAR« (P<0,02); PPARP (P<0,005) et COX-1 (P<0;02) (tableau 17). A
Finverse, nous observons un accroissement significatif (P<0,02) du taux des ARNm codant
B-caténine entre les tissus sains (1,540 + 0,451) et les tumeurs (1,907 + 0,834) (tableau 16).
Il N’y a pas de variations significatives pour les autres parametres analysés, c’est-a-dire pour
PPARy et COX-2.

Au niveau du groupe stade lll, 'analyse statistique indique que seul le taux des
ARNm de COX-2 présente une diminution significative (P<0,05) entre tissus sains (3,061 +
3,479) et tumeurs (1,940 + 1,760) (tableaux 16 et 17). Les variations observées pour

PPARq, PPARB, COX-1 et B-caténine ne sont pas significatives.

Analyse en fonction du siége tumoral

Dans cette analyse, les patients présentant une tumeur au niveau du rectum ont été
inclus dans le groupe colon gauche (tableau 18). Quel que soit le siege tumoral, nous
observons une diminution significative de I'expression des ARNm de PPARa, B et COX-1
entre tissus sains et tumeurs. Les taux des ARNm pour PPARa (0,871+0,121), pour
PPARp (0,368 + 0,180) et pour COX-1 (1,967 + 0,961) diminuent entre les tissus sains et les
tissus tumoraux (PPARo. : 0,538 + 0,206 ; PPARP : 0,210 + 0,126 ; COX-1: 0,670 + 0,347).
(tableau 16). Ces diminutions sont significatives dans le cas du colon gauche pour PPARa
(P<0,05); PPARB (P<0,03) et COX-1 (P<0;01) et dans le cas du colon droit pour PPARa
(P<0,01); PPARB (P<0,02) et COX-1 (P<0,005) (tableau 18).

Seule une baisse significative (P<0,07) du taux des ARNm codant PPARy est
observée entre tissus sains (0,495 + 0,297) et tumeurs (0,239 + 0,159) pour le groupe colon
gauche. Nous observons un accroissement significatif (P<0,02) du taux des ARNm codant -
caténine entre tissus sains (1,904 + 0,806) et tumeurs (2.432 + 1,160) (tableau 16) pour le
groupe colon droit. Les variations du taux d’ARNm de COX-2 entre tissus sains et tumeurs

ne sont pas significatives, quel que soit le siége tumoral.
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STADES l et Il

PPAR o 2,23 0,02 S
PPARB 2,93 0,0034 S
PPARY 1,06 0,286 NS
Cyclooxygénase 1 2,49 0,013 S
Cyclooxygénase 2 1,07 0,28 NS
B-caténine -2,22 0,02 S
STADE Il

PPAR o 1,6 0,09 NS
PPARSB 1,07 0,28 NS
PPARY 0,76 0,44 NS
Cyclooxygénase 1 1,37 0,17 NS
Cyclooxygénase 2 1,88 0,04 S
B-caténine - 1,36 0,17 NS

Tableau 17 : Analyse de rang de Wilcoxon réalisée en fonction du stade TNM défini
pour chaque tumeur.
Le seuil de significativité est de P<0,05

S : variation significative ; NS : variation non significative



COLON GAUCHE

PPAR o 2,04 0,04 S
PPARPB 2,23 0,03 S
PPARY 2,42 0,01 S
Cyclooxygénase 1 2,62 0,009 S
Cyclooxygénase 2 1,22 0,22 NS
B-caténine 1,87 0,06 NS

COLON DROIT

PPAR a 2,6 0,0096 S
PPARP 2,4 0,014 S
PPARY 1,2 0,23 NS
Cyclooxygénase 1 3,1 0,002 S
Cyclooxygénase 2 1,6 0,10 NS
B-caténine -2,42 0,16 S

Tableau 18 : Analyse de rang de Wilcoxon réalisée en fonction du siége tumoral
Le seuil de significativité est de P<0,05

S : variation significative ; NS : variation non significative



lii. DISCUSSION

a. Expression de PPARy dans les adénocarcinomes coliques humains

Nous avons recherché la présence de PPARy dans des cellules d’adénocarcinomes
coliques non familiaux par immunohistochimie.

PPARYy est présent aussi bien dans les tumeurs que dans les tissus sains situés a
proximité. Au niveau du tissu sain, PPARy est plus souvent cytoplasmique que nucléaire et
sa présence est détectée au niveau de I'apex des glandes. Cette localisation laisse supposer
que PPARy pourrait avoir un réle potentiel au moment ou les cellules desquament dans la
lumiere intestinale. Ce rble pourrait étre lié a 'apoptose. Pour valider cette hypothése, nous
avons utilisé en immunocytochimie deux anticorps sur des coupes en paraffine
d’adénocarcinomes coliqgues humains et sur les tissus sains : Panticorps anti-Ki67
reconnaissant la protéine Ki67 qui est un marqueur de la prolifération cellulaire, et 'anticorps
anti-cytokératine 18 reconnaissant la protéine cytokératine 18, marqueur de laa
différenciation cellulaire. Les résultats indiquent une expression forte et diffuse de la protéine
cytokératine 18 au niveau cytoplasmique aussi bien dans les cellules tumorales que dans les
cellules saines (figure 45). Le signal est réparti d’'une fagcon homogéne dans la totalité des
glandes, mais il est complétement absent dans le stroma. Les résuitats obtenus avec
lanticorps anti-Ki67 montrent un signal nucléaire au niveau des glandes dans les tissus
sains et dans les tumeurs. Cependant, les signaux observés présentent une répartition
différente par rapport a celle constatée pour la protéine cytokératine 18 ; la protéine KI67 est
présente principalement a la base des glandes dans le tissu sain. Cette répartition montre
que la prolifération cellulaire se fait effectivement bien a la base des glandes dans le tissu
sain. Cette répartition n’existe plus dans les tumeurs.

Les resultats obtenus dans le tissu sain pourraient a priori étre liés :

- soit a un processus de différenciation que révele la présence de la protéine Ki67
- soit & un état de maturation des cellules uniquement localisées a I'apex des glandes, ce qui
se traduirait par 'induction de génes-cibles de PPARY.

Par contre, aucune relation n’est évidente dans les tumeurs: a priori, nous
n'observons pas de corrélation possible entre I'expression des protéines PPARYy, Ki67 et

cytokératine 18.

Nous avons également analysé I'expression de PPARy au niveau des
adénocarcinomes coliques non familiaux en fonction du grade de la tumeur. Sur les 22 cas
étudiés, nous n'observons pas de différence dans I'expression en fonction du degré de
dysplasie c’est-a-dire en fonction du grade de la tumeur. Ces résultats sont similaires a ceux

observés par Théocharis et al. [330]. Ces auteurs ont constaté qu’il n'existe pas de
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Tissu sain Tumeur

Témoin

{ Cytokératine 18

Figure 45 : Mise en évidence de I'expression de la cytokératine 18 et de Ki67
au niveau d’adénocarcinomes coliques.

Les tissus ont été fixés dans une solution formolée et inclus dans la paraffine. Des
coupes de 5 um ont été réalisées et mises en incubation en présence d’anticorps
primaires anti-cytokératine 18 (C et D) et anti-Ki67 (E et F) d’origine commerciale. Les
complexes formés ont été mis en évidence par le montage décrit dans « Matériels et
Méthodes ». Les témoins négatifs (A, B) correspondent a I'absence de I'anticorps
primaire.(Les fleches indiquent la localisation du marquage)

Grandissement : x10



différence significative d’expression de la protéine PPARy au niveau de tumeurs du poumon
non a petites cellules (NSCLC, pour non-small cell lung carcinoma) en fonction du grade,
mais aussi en fonction de 'age et du sexe des patients. Cependant, il existe une relation
significative de I'expression de PPARy en fonction du type histologique dans les tumeurs
NSCLC. Les adénocarcinomes bien différenciés présentent une augmentation significative
de l'expression de PPARy comparativement aux adénocarcinomes moyennement et peu
différenciés [330]. Nos résultats indiquent également un modele d’expression différent de
PPARy au niveau de cellules tumorales mucosécrétantes. Dans ce type de tumeur, PPARy
est exprimé beaucoup plus fortement que dans les tumeurs dont {a sécrétion de mucus est
faible ou dans les tumeurs pour lesquelles le mucus est absent.

Ainsi, nos résultats suggerent que la présence de PPARY peut-étre corrélée au type

histologique des cellules, notamment mucosécrétantes.

b. Localisation cytoplasmique de PPARy dans les cellules d’adénocarcinomes

coliques humains

Le marquage observé au niveau des cellules tumorales coliques est exclusivement
cytoplasmique. Une localisation nucléaire du marquage est obtenue in vitro avec les cellules
Caco-2, cellules qui dérivent d’'un adénocarcinome colique (figure 29). Bien qu’extrémement
spécifique, nous ne pouvons cependant exclure que le marquage concerne une protéine
reconnue par P'anticorps et présentant des épitopes communs a PPARy. Des résultats
similaires ont été obtenus concernant la localisation cytoplasmique de PPARy au niveau de
tumeurs du poumon [330]. Avec I'anticorps monoclonal provenant de la société Santa Cruz
(USA), les resultats obtenus en immunohistochimie indiquent un signal positif pour PPARy
au niveau nucléaire et cytoplasmique dans 11% des tumeurs NSCLC examinées, mais 82%
des tumeurs étudiés indiquent un signal uniquement cytoplasmique et enfin seulement 7%
des tumeurs présentent une localisation exclusivement nucléaire de PPARy. Chang et Szabo
[39] ont également étudié expression de PPARY dans ce type de tumeur. Leurs résultats
indiquent que PPARy est exprime dans 48,7% des cas étudiés (39 cas), considérant le signal
positif comme étant uniquement nucléaire. La localisation cytoplasmique de PPARy est
considérée comme un signal non spécifique. Enfin, Han et al. [119] ont montré que PPARYy
est aussi retrouvé au niveau nucléaire et cytoplasmique dans les cellules de

neuroblastomes.

Le marquage cytoplasmique est d’autre part granulaire et pourrait correspondre a un

marquage de type mitochondrial. Cette hypothése a déja été évoquée pour expliquer le
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marquage cytoplasmique obtenu au niveau des cellules Caco-2. Pour montrer une
éventuelle corrélation concernant la présence de PPARY dans les mitochondries, hous avons
réalisé des coupes sériées d’adénocarcinomes coliques a partir de tissus inclus en paraffine.
Deux types d’anticorps ont été testés sur ces coupes : I'anticorps anti-PPARYy et I'anticorps
anti-cytochrome c¢ (figure 46). Le signal obtenu pour la protéine cytochrome ¢ est de type
granulaire et homogéne dans la majorité des cellules des tumeurs ou des tissus sains
prélevés a distance. Ce signal correspond a la présence de nombreuses mitochondries dans
ces tissus. Par contre, nous n'obtenons pas un marquage sur 'ensemble des cellules pour
PPARYy. Il en résulte que les résultats obtenus avec les deux anticorps ne peuvent pas étre

corrélés. Ces discordances sont probablement dues aux techniques utilisées.

c. Expression des ARNm des PPAR et des autres marqueurs étudiés au sein

des adénocarcinomes coliques humains

La quantification par RT-PCR compétitive montre pour I'ensemble des biopsies
tumorales une diminution significative du taux des ARNm codant les PPAR comparativement
aux tissus sains. Des résultats similaires ont été obtenus pour PPARa [145, 180]. Par contre,
nos résultats sont différents de ceux précédemment publiés pour PPAR (3 et y[75, 115, 290].
Dans ces études, il apparait que le taux des ARNm de PPARP ou de PPARy mesuré par
Northern blotting est plus élevé dans les tumeurs que dans les tissus sains ou demeure a
des niveaux équivalents d’expression [75]. Cependant, les résultats présentés pour PPARY
sont contradictoires. Sasaki et al. [292] ont étudié I'expression des ARNm de PPARY par RT-
PCR en temps réel sur 77 biopsies de cancers de poumon. Leur étude indique une
diminution significative (P<0,00071) de I'expression de PPARy dans les tumeurs (0,57+1,255)
comparativement aux tissus sains (4,191+2,868). Ces observations sont en accord avec nos
résultats concernant PPARy pour lequel la diminution de son expression au niveau des

tumeurs est significative.

D’autre part, la quantification de PPARy par RT PCR compétitive ne fait pas de
distinction entre les différents ARNm PPARy1, v2 ou y3. Par RT-PCR semi-nichée, nous
avons détecté la présence de PPARY2 dans 56% des tumeurs ainsi que dans 60% des
prélevements de tissus sains (tableau 19 et figures 47 et 48). Le produit d’ampiification
obtenu a été digéré par Hind ll. Nous avons retenu les couples tissu sain/tumeur ou
Famplification de PPARY2 a été obtenue dans les deux cas. La digestion par Hind Il génére

deux fragments de 224 et 58 pb. Le produit de digestion est vérifié sur gel d’agarose a 2%
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Figure 46 : Comparaison d 'expression entre les protéines PPARy et cytochrome ¢
au niveau d’adémocarcinomes coliques humains.

Les tissus ont été fixés dans une solution formolée et inclus dans la paraffine. Des coupes de 5 um
ont été réalisées et mises en incubation en présence de I'anticorps anti-PPARy (C et D) et anti-
cytochrome ¢ (E et F) d’origine commerciale. Les complexes formés ont été mis en évidence par le
montage décrit dans la partie «Matériels et Méthodes ». Les témoins négatifs (A, B) correspondent
a 'absence de I'anticorps primaire. (Les fleches indiquent la localisation du marquage).

A, C et E grandissement : x 20 ; B, D et F grandissement : x 40.



PPARy2 Tissu sain Tumeur
présent 15/25 (60%) 14/25 (56%)
absent 10/25 (40%) 11/25 (44%)

présent 4/12 (33,3%) 4/12 (33,3%)
absent 8/12 (66,6%) 8/12 (66,6%)

PPARy2 Tissu sain Tumeur
présent 9/10 (90%) 7/10 (70%)
absent 1/10 (10%) 3/10 (30%)

PAR2 Tissu ur
présent 7/12 (58,3%) 7/12 (58,3%)
absent 5/12 (41,6%) 5/12 (41,6%)

PPARy2 Tissu sain Tumeur
présent 6/9 (66,6%) 4/9 (44,4%)
absent 3/9 (33,3%) 5/9 (55,6%)

Tableau 19 : Récapitulatif de | ‘expression des ARNm de PPAR)2 pour | ‘ensemble des
prélévements étudiés par la technique de RT-PCR semi-nichée.
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Figure 47 : Exemple d’expression des ARNm de PPARy2 étudiés par
la technique de RT-PCR semi-nichée.
Les produits d’amplification obtenus par RT-PCR semi-nichée a partir des prélevements biopsiques
sont déposés sur un gel d ’agarose a 2%. La présence de PPARY2 (251 pb) est indiqué par une
fleche. La technique est décrite dans la partie « Matériels et Méthodes ».

N : tissu sain ; T : tumeur : MT : marqueurs de taille.



98/3957 99/4514
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Figure 48 : Digestion du produit d ‘amplification des ARNm de PPARy2

obtenu apres RT-PCR semi-nichée.
L ‘amplification des ARNm de PPARYy2 produit un fragment de 282 pb. Ce produit est digéré par
| ’enzyme de restriction Hindll. La taille de chaque bande d ’amplification ou de digestion est
indiquée.
ND : fragment non digéré ; D : fragment digéré par Hindll; MT : marqueurs de taille en paires de

bases (pb)



dans du TBE (figure 48). Le produit d’amplification est digéré confirmant la présence
d’ARNm de PPARy2 au niveau des tissus sains et tumoraux.

En fonction du sieége tumoral, la présence d’ARNm de PPARY2 est différente entre le
colon droit et le colon gauche. Au niveau du colon gauche, les ARNm de PPARY2 sont
présents a 33,3% dans la tumeur ou dans le tissu sain adjacent a la tumeur (tableau 19). Par
contre, au niveau colon droit, ils sont présents & 90% dans le tissu sain et a 70% dans la
tumeur. La présence des ARNm de PPARY2 ne differe pas en fonction du stade considéré
(tableau 19).

Cependant, la présence de transcrits de PPARy2 dans les tumeurs n'est pas
forcément corrélée a la présence de ces mémes transcrits dans le tissu sain et vice versa.
Par exemple, chez le patient 99/5984, les ARNm de PPARY2 sont détectés dans le tissu sain
et ils sont absents dans la tumeur. Réciproquement, chez le patient 98/6017, les ARNm de

PPARy2 sont uniquement présents dans la tumeur.

Parallelement, nous avons étudié I'expression des ARNm de COX-1 et COX-2 et de
la B-caténine. Plusieurs études ont montré un accroissement de I'expression de la B-caténine
et une baisse de celle de COX-1 et l'induction de celle de COX-2 {79, 289]. Nous observons
des résultats similaires confirmant I'élévation du taux des ARNm de la B-caténine et la baisse
du taux des ARNm de COX-1. Par contre, nous avons constaté la présence de transcrits de
COX-2 au niveau des tissus sains et une baisse significative de ce taux au niveau tumoral.

Les analyses par groupe de patients id est en fonction du stade TNM ou du siege
tumoral conduisent a des conclusions similaires. Cet affinement dans 'exploitation statistique
des résultats conduit & une diminution du nombre de patients inclus par groupe (14 ou 15 au
lieu des 29). Plusieurs marqueurs, notamment COX-1 et p-caténine, présentent
respectivement une diminution et un accroissement significatif du taux de transcrits entre
tissus sains et tumeurs. Il en est de méme pour les ARN des PPAR. Des résultats similaires
ont été retrouvés pour I'expression de PPARY au niveau de tumeurs du poumon [292].
Aucune différence significative n’est observée dans I'expression de PPARY en fonction de
'age et du sous-type pathologique. Cependant, I'expression de PPARY est augmentée de
fagon significative au niveau des tumeurs bien différenciées par rapport aux tumeurs

moyennement ou peu différenciées [292].

Enfin, nous tenons a remarquer que :
- La détermination du taux des ARNm des marqueurs étudiés est effectuée par rapport a
Pexpression des ARNm de la G3PDH choisie comme étalon dans la technique de RT-

PCR compétitive. Ce méme étalon a été retenu par Sasaki et al. [292]. Il est par
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conséquent possible que les niveaux d’expression des ARNm codant cette enzyme varie
entre cellules normales et tumorales et entraine un biais dans notre analyse statistique.
La quantification est réalisée a partir de prélevements composés de cellules du stroma et
de cellules cancéreuses ou normales. Nous ne pouvons négliger le facteur de dilution
des cellules cancéreuses dans la masse de cellules du stroma ce qui pourrait fausser la
mesure du taux des transcrits.

Pour certains patients, nous avons observé une élévation du niveau des ARNm des
PPAR, notamment pour PPARP et vy (figure 44). Il n'a pas été possible cependant de
regrouper ces différents patients en terme de malignité (grade tumoral), de siege tumoral

ou en fonction du stade TNM.
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Les principaux résultats obtenus au cours de ces travaux sont les suivants :

- les PPAR sont présents au cours du développement embryonnaire du tractus
digestif humain. |l existe une expression spatio-temporelle propre a chacun des trois isotypes
de PPAR. De plus, nous avons montré la présence des isotypes PPARy1 et PPARy2 au
cours du développement de l'intestin [139].

- Nous avons choisi d’autre part d’étudier les niveaux d’expression des PPAR a partir
d’'un modele cellulaire considéré comme un modéle de différentiacion oncofoetale, la lignée
cellulaire Caco-2 [140]. Nous constatons que les niveaux protéiques des isotypes o et y
augmentent et semblent corrélés aux processus de différenciation des cellules Caco-2.

- Les taux des ARNm des trois isotypes de PPAR diminuent dans les
adénocarcinomes coliques. Au niveau protéique, nous n’avons étudié que l'isotype PPARY et
nous montrons que PPARYy est plus fortement exprimée dans les adénocarcinomes coliques.
Cependant, nous avons également constaté que la protéine n’est présente que dans le

cytoplasme des cellules saines ou tumorales.

Ces résultats nous permettent les commentaires suivants :

Les PPAR jouent un réle lors de la formation du tractus digestif et du développement
de I'épithélium intestinal et colique. Il est probable que chaque isotype a un réle précis au
cours des processus de développement et de différenciation de I'épithélium intestinal :
PPARo. participe chez I'adulte a I'expression de génes cibles tels ceux associé a la B
oxydation peroxysomale , au transport des acides gras par les fatty acid binding proteins (ou
FABP) [298, 360]. Ces quelques geénes sont régulés par I'activation de PPARa. L'existence
de souris viables malgré linvalidation du géne PPARa laisse cependant supposer que le
développement du tractus digestif et que la différenciation de I'épithélium intestinal ne sont
pas influencés par 'absence de PPARo [105, 257]. Les résultats obtenus a partir de ces
souris concernent essentiellement les activités hépatiques et 'hnoméostasie lipidique qui sont
perturbés. Nous ne disposons pas de données concernant les modifications d’expression
des geénes cibles de PPARo au niveau de I'épithélium intestinal; il en va de méme pour

Pintégrité de I'épithélium intestinal adulte chez de telles souris.

PPARB et PPARy sont fortement exprimé au cours du développement du tractus

digestif chez ’'Homme [139]. Les travaux réalisés chez la souris et le xénope indiquent que
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'expression de PPARB précede celle de lisotype y[26, 73]. Le développement de
'épithélium intestinal implique la voie de signalisation WntWingless et des génes
homeéotiques qui se révelent étre pour certains d’entre eux sous le contréle de facteurs de
transcription de la famille LEF/TCF comme le géne Cdx-1. Cette voie de signalisation est
également impliquer dans la cancérogenése colique (figure 6) [259, 362]. Les mutations
affectant les génes supresseurs de tumeurs codant les protéines APC et B-caténine sont les
mieux caractérisées et sont a l'origine de cellules cancéreuses [165]. Le génome de ces
cellules ou une partie de ces cellules subira par la suite d’autres évenements mutationnels
conduisant a la progression tumorale (figure 49): ce sont les mutations affectant
successivement les génes codant K-ras, DCC et P53. Les mutations de K-ras touchent le
codon 12 [260] et sont détectés des les adénomes intermédiaires [218, 304]. Les mutations
de K-ras sont frequemment observées aprés celles affectant le géne codant APC [293]. De
plus, les mutations du géne K-ras sont plus fréquentes dans des cellules cancéreuses
aneuploides que les cellules diploides ce qui suggére que les mutations affectant le gene K-
ras apparaissent avec I'aneuploidie [30]. Le géne codant la protéine DCC est absent dans 29
& 80% des cancers colorectaux [49] par perte du chromosome 18 [355, 356]. DCC est une
protéine homologue des protéines de la famille des N-CAM (pour Neural Cell Adhesion
Molecules) [127]. La perte de DCC est observée lors du passage de carcinomes
intramuqueux & des carcinomes invasifs [355, 356]. Enfin, les mutations du géne codant p53
sont associées a moins de 10% des adénomes, mais concernent 31 a 80% des carcinomes.
Elles surviennent apres celles affectant le géne K-ras [60, 162]. La perte de fonction de p53
est associée avec des cancers plus aggressifs caractérisés par la perte totale du
chromosome 17 et la présence de métastases [11]. Ce modele de la cancérogenése
colorectale n’est cependant qu'un outii de compréhension des mécanismes de
développement des adénocarcinomes et la séquence des événements mutationnels décrits
sont fréquemment associés dans des stades particuliers de la progression tumorale [165].
De plus, il apparait actuellement que la genése d’un cancer colorectal peut faire intervenir
d’autres voies de signalisation en absence de mutations affectant les génes décrits
précédemment. Ainsi, Smith et al. [312] ont recherché la présence de mutations des genes
codant pour APC, K-ras et P53 dans des biopsies d’adénocarcinomes coliques provenant de
106 patients (64 hommes et 42 femmes). Seulement 6,6% des carcinomes présentent des
mutations pour les trois marqueurs. 38, 7 % des tumeurs contiennent des mutations pour I'un
des génes considérés. 27,1% des biopsies présentent des mutations affectant APC
associées a celles de p53. Janssen et al. [148] ont obtenu des souris transgéniques
exprimant le géne humain K-ras muté (k-Ras''?®). 80% des souris développent des tumeurs

intestinales et coliques en absence de mutation affectant le géne codant APC.
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Il est possible d’envisager un réle complémentaire des isotypes PPARP et y dans le
développement et dans la différenciation de I'épithélium intestinal et dans les processus de
cancérogenése : En premier lieu, les travaux réalisés a partir de lignées cellulaires
d’adénocarcinome colique ont montré que la transfection du gene codant la protéine APC
réprime 'expression de PPARp [125]. La voie Wnt/Wingless étant recouvrée, les cellules ne
se divisent plus et les processus apoptotiques peuvent étre augmentés [225]. Il est par
conséquent possible que PPARP participe au statut prolifératif des cellules au niveau des
cryptes ou en maintenant ou en participant a la dérégulation du cycle cellulaire dans les
cellules tumorales. D’autre part, et a partir des résultats obtenus in vitro grace a des lignées
cellulaires continues, nous savons que I'activation de PPARy permet la sortie des cellules du
cycle cellulaire [2], la synthése de marqueurs de différenciation [229, 290] et finalement
lapoptose des cellules [167, 187]. L'expression par conséquent de PPARy peut étre
associée au processus final de la différenciation qui conduit a l'apoptose des cellules
intestinales. Le rdle de PPARy dans ce schéma serait de favoriser les processus
apoptotiques des cellules intestinales. L'activation de PPARy poutrait ainsi étre obtenue par
la présence de ligands, et notamment d’acides gras, absorbés provenant de la lumiére
intestinale [59, 361]. Il est possible également que PPARy participe aux processus
apoptotiques induits par d’autres molécules tels que lacide butyrique résultant de la
dégradation bactérienne de fibres alimentaires par la flore intestinale. Cet acide gras
exercerait un réle protecteur de I'épithélium en favorisant 'apoptose de cellules intestinales
[117]. Wachtershauser et al. [359] ont en effet montré que I'apoptose induite par le butyrate
de sodium accroit selectivement 'expression de PPARy au niveau des cellules Caco-2. Il en
résulte que plusieurs genes impliqués dans les processus apoptotiques devraient étre
contrblés par PPARYy. Il est important de noter qu’a notre connaisance, aucun géene cible de
lisotype PPARy n’a été clairement identifié dans cette voie de mort cellulaire.

Il est clair actuellement que la voie Wnt/Wingless joue un réle important dans le processus
de cancérogenese colique. Cette voie de signalisation participe également a la différenciation
des préadipocytes en adipocytes [17, 101], et a la transdifférenciation de myoblastes en
adipocytes in vitro [280]. Parmi les protéines impliqguées dans cette voie, la B-caténine
participe a Pactivation ou a la répression de geénes cibles en se liant aux facteurs de
transcription de la famille LEF/TCF. Récemment plusieurs travaux ont révélé que
'expression de B-caténine pouvait étre régulée par la présence de ligands de PPARy. Dans
des cellules pancréatiques en culture, le traitement par une thiazolinédione modifie la
localisation de la protéine qui de cytoplasmique devient membranaire et est associée a la E-
cadhérine [242]. L’'indométhacine, un anti inflammatoire non stéroidien et ligand de PPARYy,

entraine également une diminution de I'expression de [(-caténine dans deux lignées de
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cellules dérivant d’adénocarcinomes coliques [124]. L’ensemble de ces résultats suggere
que la B-caténine est un gene cible de PPARYy.

Un des génes cibles de la voie de signalisation Wnt /Wingless est celui codant la protéine
COX-2. COX-2 est responsable de la synthese de PG H2 [364], précurseur de ligand de
PPARYy. L'expression de COX-2 est augmentée dans 85% des cancers colorectaux [165]. Cet
accroissement implique un réle de COX-2 dans l'altération du cycle cellulaire, la prolifération
des cellules, un accroissement du potentiel métastatique et une inhibition de |'apoptose [197,
246, 349]. L'obtention de souris dont le géne codant COX-2 est invalidé a révélé que
labsence de COX-2 limite le développement de polypes intestinaux [246]. Tsuji et Dubois
[349] ont montré chez le rat que les cellules intestinales traitées en présence de butyrate de
sodium se différencient puis s’engagent dans les processus apoptotiques. La surexpression
de COX-2 dans ces mémes cellules conferre une résistance a l'apoptose induite par le
butyrate de sodium, mais les processus apoptotiques ne sont pas inversés ni par 'apport de
PG exogéne ni par addition de NSAID dans le milieu [349]. Lefebvre et al. [186] ont étudié
Fimpact de ligand de PPARy sur 'expression de COX-2 chez des souris C57BI/6J-ApcMin/*.
L’activation de PPARy n’affecte pas l'expression de COX-2 ni chez les souris C57BI/6J-
ApcMin/* ni dans les cellules HT29 dérivant d'un adénocarcinome colique humain utilisée
dans cette étude comme modéle humain [186]. Il n’est donc pas certain que la surexpression

de COX-2 reflete un accroissement de la concentration intracellulaire de ligands de PPAR.

La localisation de PPARy n'est pas la méme dans les trois situations biologiques
étudiées ([139, 140] et parties Il et lll de ce mémoire). Techniquement, nous n‘avons pas
utilisé les mémes sources d’anticorps ni les mémes procédures de révélation des complexes
antigene-anticorps (révélation FITC, révélation peroxydase et phosphatase).

Cependant, nous pouvons comparer les résultats obtenus in vitro avec les cellules Caco-2 et
HT29 a ceux obtenus in vivo avec les biopsies de tissus sains et tumoraux. Dans ces deux
situations, les signaux immunologiques sont différents. Quelle que soit la lignée cellulaire,
PPARY est localisé dans le noyau des cellules différenciées ([140] et partie Il de ce
mémoire). Avec la méme technique et le méme anticorps, PPARY est exclusivement localisé
au niveau du cytoplasme des cellules normales ou tumorales. 1l est certain que les conditions
de culture ne reproduisent pas les conditions des cellules in situ. De plus, il apparait que
lexpression de PPARy et que sa localisation ne dépendent pas de processus de
différenciation des cellules mis en place au cours de la culture des celiules : les cellules

HT29 contrairement aux cellules Caco-2 ne se différencient pas spontanément [388]. Il est
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par conséquent difficile de relier 'expression de PPARy aux processus de différenciation/
maturation des cellules.

Par contre, nos travaux sur les biopsies ont révélé que la localisation de PPARy est
cytoplasmique. Une explication possible de ces résultats serait I'existence d’'un mécanisme
de rétention de la protéine sous une forme inactive éventuellement phosphorylée [1],
empéchant la translocation de la protéine vers le noyau. L'importance de la phosphorylation
de PPARy a été démontrée chez la souris lors de la différenciation des préadipocytes en
adipocytes [137]. Des résultats similaires concernant la localisation cytoplasmique de PPARy
ont été obtenus pour des biopsies de cancer du poumon et de neuroblastome en utilisant
d’autres sources d’anticorps [39, 119, 330]. Enfin, cette localisation particuliere de PPARy
pourrait vraisemblablement dépendre in situ de 'environnement cellulaire.

[l est clair également que les données recueillies a partir de biopsies humaines tumorales
different des résultats obtenus a partir des modeéles de souris transgéniques [186, 284]. Chez
la souris Min [226], l'influence de PPARYy dans la progression tumorale est importante [284].
L’activation de cette protéine tend a accroitre le nombre d'adénomes et favorise la
progression tumorale. Ces souris présentent une mutation du géne codant la phospholipase
A2 intestinale [67, 206], Ce gene est un géne suppresseur de tumeur qui confére une
résistance a la cancérogenése intestinale [57]. Dans ce contexte, la présence de ligands de

PPARYy favoriserait la formation tumorale au lieu d’avoir un réle protecteur.

Nous avons également révélé la présence d’ARNm codant les deux isoformes de
PPARydans les cellules Caco-2 [140]. De plus, nous avons montré que PPARyl1 ne
présentait pas dexon A2; ce qui accroit les possibilités de transcrits de
PPARy précédemment décrit chez le singe et chez 'homme [83, 84, 383]. Nous avons
également révélé la présence des transcrits de PPARYy1 et 42 dans notre groupe de patients ;
Un résultat similaire avait été obtenu précédemment [75]. Nous resterons cependant
prudents quant a linterprétation des résultats obtenus pour lisoforme PPARY2 dans les
tissus sains et tumoraux. En effet, la mise en évidence de transcrits de PPARY2 repose sur
une technique de RT-PCR semi-nichée réalisée a partir d’ARN totaux extraits des biopsies
de tissus normaux et tumoraux. Il apparait que expression de PPARy2 est plus importante
au niveau du colon ascendant qu’au niveau du colon descendant. Il existerait d’autre part un
certain polymorphisme dans notre groupe de patients ; PPARY2 n’étant pas exprimé dans
tous les cas. Cependant, le taux d’ARNm de cette isoforme est trés faible. En conséquence,
le taux d’ARNm de PPARy mesuré par RT-PCR compétitive ne correspond

vraisemblablement qu’a celui de PPARy1/3. De plus, nous ne pouvons affirmer que les
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ARNm de PPARY2 mis en évidence par la technique utilisée présente une organisation
normale. Plusieurs travaux suggérent en effet chez 'lHomme et chez le rat, la présence
d’isoformes de PPARy : Chez 'Homme, Sarraf et al. [291] ont montré I'existence de la
protéine PPARYy de taille réduite. Chez le rat traité par le fénofibrate, Casas et al. [36] ont
montré l'existence d’'une protéine tronquée immunologiquement apparentée a PPARy2 dont
la taille a été estimée a 45 kDa. Cette protéine a une localisation mitochondriale. La
recherche d’un transcrit de PPARY2 codant une protéine de taille réduite a été effectueée au
laboratoire, sans succes actuellement. Nous avons également, a partir de la méme source
d’anticorps utilisés par Casas et al. [36], recherché la présence de PPARY2 au niveau de
lignées cellulaires continues et notamment les cellules Caco-2 (résultats personnels H.
Schohn). Les résultats obtenus tendent & montrer qu’il existe une protéine PPARy2 de taille
réduite localisée également dans les mitochondries des cellules Caco-2. Cette protéine
tronquée pourrait étre le produit de la traduction d’'un ARNm différent de celui codant la forme
habituelle de PPARYy2 ou elle serait le résultat d’'un clivage protéolytique de la protéine
entiere [36].

Les travaux sur les niveaux d’expression des PPAR dans les adénocarcinomes
coliques pourraient étre compléetés par plusieurs recherches :
- Tout dabord, il serait souhaitable daugmenter le nombre de patients atteints
d’adénocarcinomes de grade T2. Ce grade est sous-représenté dans notre cohorte de
patients.
- Nous avons mesuré les taux des ARNm dans des biopsies entieres et non dans des
cellules cancéreuses isolées. L'utilisation de la microdissection sur coupes pourraient
éventuellement nous permettre disoler les cellules cancéreuses et d’envisager une
quantification plus affinée des taux des ARNm des PPAR dans les adénocarcinomes
coliques
- Au niveau protéique, nous n'avons pu analyser par immunocytochimie que la présence de
PPARy ; nous ne disposons pas actuellement de résultats probants et interprétables pour les
isotypes PPARo. et B. D’autres travaux sont necéssaires pour rechercher une éventuelle
corrélation entre les niveaux d’expression de PPARYy et ceux de PPARa et 3. Ce travail doit
étre envisagé en fonction de la topographie et en fonction du degré de dysplasie. Pour cela, il
nous parait important de tester des solutions d’anticorps anti-PPAR« et anti-PPARB produits
par d’autres sociétés. Les éventuelles relations existant entre I'expression de chaque PPAR
et le renouvellement cellulaire (cinétique de prolifération et mort cellulaire par apoptose)

devront étre abordées en pratiquant des techniques immunocytochimiques multiples sur la
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méme coupe. Les résultats obtenus en immunohistochimie sur des coupes adjacentes
(partie Il de ce mémoire) ne permettent pas de conclure quant au réle de PPARy dans le
renouvellement cellulaire. S’il apparait que ces variations ont une valeur prognostique,
Findépendance de ce facteur par rapport aux facteurs prognostiques et prédictifs classiques
devra étre étudiée. Enfin nous avons constaté que PPARy est fortement exprimé dans les
cellules tumorales mucosécrétantes. Ces observations suggerent que la présence de PPARy
peut-étre corrélée au type histologique des cellules. Pour valider cette hypothese, il faudra
d’une part augmenter le nombre de tumeurs notamment mucosécrétantes a analyser et
réaliser une étude statistique afin de connaitre l'incidence de PPARY au niveau de ce type
histologique. Parallelement, nous envisageons de rechercher la présence de PPARy dans
les lignées cellulaires mucosécrétantes. Plusieurs lignées ont en effet été établies et
caractérisées comme les sous-populations sélectionnées a partir de la lignée cellulaire HT29
[194]

- Les isotypes PPARY et B sont impliquées dans les processus de cancérogenése et de
croissance de la tumeur. Ces rbles passent obligatoirement par I'activation ou la répression
de génes cibles peu ou pas identifiés actuellement. La recherche de ces génes, et
notamment ceux impliqués dans le renouvellement cellulaire et dans le processus
d’apoptose, permettra d'attribuer un rdle précis aux différents isotypes de PPAR dans la

cancérogenese.
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Differential Expression of Peroxisome Proliferator-activated
Receptors (PPARs) in the Developing Human Fetal

Digestive Tract

Cécile Huin, Lina Corriveau, Arnaud Bianchi, Jean Marie Keller, Philippe Collet,
Pascaline Krémarik-Bouillaud, Lionel Domenjoud, Philippe Bécuwe, Hervé Schohn,

Daniel Ménard, and Michel Dauga

Laboratoire de Biologie Cellulaire du Développement, EA 2402 “Proliférateurs de Peroxysomes,” Faculté des Sciences,
Vandoeuvre-les-Nancy, France (CH,AB,JMK,PC,PKB,LD,PB,HS,MD), and Groupe CRM de Recherche sur le Développement
Fonctionnel et la Physiopathologie du Tube Digestif, Département Anatomie et Biologie Cellulaire, Faculté de Médecine,

Sherbrooke, Québec, Canada (LC,DM)

SUMMARY We investigated the spatiotemporal distributions of the different peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR) isotypes (o, B, and ) during development (Week 7,
to Week 22 of gestation) of the human fetal digestive tract by immunohistochemistry using
specific polyclonal antibodies. The PPAR subtypes, including PPARYy, are expressed as early
as 7 weeks of development in cell types of endodermal and mesodermal origin. The pres-

" ence of PPARy was also found by Western blotting and nuclease-S1 protection assay, con-
firming that this subtype is not adipocyte-specific. PPARq, PPARB, and PPARy exhibit differ-
ent patterns of expression during morphogenesis of the digestive tract. Whatever the stage
and the'gut region (except the stomach) examined, PPARy is expressed at a high level, sug-

KEY WORDS
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gesting some fundamental role for this receptor in development and/or physiology of the fetus

human digestive tract. (J Histochem Cytochem 48:603-611, 2000)

PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTORS
(PPARs) are transcription factors belonging to the nu-
clear receptor superfamily and have been initially de-
scribed as molecular targets for compounds that cause
peroxisome proliferation (for review see Serensen et
al. 1998). To date, three isotypes of PPAR have been
described in humans: « (Sher et al. 1993); NUC1, also
called B or 8 (Schmidt et al. 1992); and v (Elbrecht et
al. 1996; Fajas et al. 1997). There are three subtypes
of PPARy mRNA, transcribed from three different
promoters, which give rise to two proteins, PPAR~y;
and vy,, as the protein encoded by PPARy; mRNA is
indistinguishable from PPARvy, (Fajas et al. 1998).

In humans, PPAR« is present mainly in liver, heart,
and kidney, whose tissues exhibit high fatty acid metab-
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digestive tract

olism and high peroxisome-dependent activity. PPARB
is ubiquitously expressed in all tissues tested, whereas
PPAR«y predominates in adipose tissue, large intestine,
and macrophages and monocytes (Mukherjee et al.
1994; Auboeuf et al. 1997; Marx et al. 1998; Ricote et
al. 1998; Spiegelman 1998). Consistent with their lo-
calization, the PPAR subtypes play different roles. Af-
ter binding to specific elements (PPREs), PPAR«a regu-
lates the transcription of several target genes involved
in lipid metabolism and homeostasis (Desvergne and
Wahli 1995; Wahli et al. 1995; Lemberger et al. 1996;
Serensen et al. 1998). PPARYy controls adipocyte (Chawla
et al. 1994; Tontonoz et al. 1995; Schoonjans et al.
1996; Spiegelman et al. 1997) and monocyte/macro-
phage (Marx et al. 1998; Ricote et al. 1998; Tontonoz et
al. 1998) differentiation. Until now, the precise role of
PPARR has not yet been elucidated.

Detailed descriptions of the morphological and
functional changes occurring during the development of
the human gastrointestinal tract are available (Ménard
and Calvert 1991; Ménard 1994,1995; Montgomery
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et al. 1999). Several lines of evidence suggest an early
role of the fetal digestive tract in fat digestion. We
have reported that peroxisomes with fatty acid B-oxida-
tion capacity are present in the fetal human gut (Dauga
et al. 1996). The latter exhibits functional mechanisms
to synthesize all the lipid classes and to secrete them in
the form of lipoproteins (Levy et al. 1992; Basque et
al. 1998). Thus far, no studies have been devoted to
the expression of PPARs in the developing human fe-
tal digestive tract. Because the localization of these re-
ceptors may help to clarify the physiological roles of
PPARs, this analysis was undertaken by immunohis-
tochemistry in esophagus, stomach, small intestine, and
colon of human fetuses from Week 7 to Week 23 of
development (WD). In this study we demonstrated a
spatial and temporal distribution of PPARs in devel-
oping digestive tract that suggests a differential role
for these receptors during morphogenesis and cell dif-
ferentiation,

Materials and Methods
Tissue Specimens

Samples of esophagus, stomach, intestine, and colon from
23 fetuses ranging from 7 to 22 weeks of age were obtained
from normal elective pregnancy terminations. The project
was performed in accordance with the requirements of the
Institutional Human Subject Review Board (University of
Sherbrooke) for the use of human tissues. The latter were
embedded in Polyfreeze Tissue Freezing Medium (Poly-
sciences; Warrington, PA} and frozen in liquid nitrogen.

Production of Anti-PPAR Antibodies

As shown in Figure 1, the anti-PPARa antibody was raised
against the amino acid sequence 4sSSGSFGFTEYQYss of
human PPARa (Sher et al. 1993). The sequence 4EGAPE-
LNGGPQHAL37 of human NUC1 (Schmidt et al. 1992) was
used to produce the anti-PPARB polyclonal antibody. The
anti-PPARYy/y; antiserum was raised against the amino acid
sequence EMPFWPTNFGISSVD common to PPARy; and
PPARYy; [amino acids 5-19 of mouse PPARy; (Zhu et al.
1993); 35-49 of PPARy, (Tontonoz et al. 1994)]. The se-
quence is well conserved in the two human PPARy isoforms
(Elbrecht et al. 1996; Fajas et al. 1997). Taking advantage of
the fact that the PPARy, differs from the PPARy; by an ad-
ditional specific N-terminal amino acid region, the sequence
of the hapten used to produce the anti-human PPARy; anti-
body was mapped at that region and corresponded to
2»GETLGDSPIDPESDSis of human PPARrwy, (Elbrecht et al.
1996; Fajas et al. 1997). The synthetic peptides were cou-
pled to keyhole limpet hemocyanin as a carrier according to
the glutaraldehyde method (Avrameas 1969). Polyclonal an-
tibodies were raised by SC injections into rabbits using stan-
dard procedures. In addition, we used a commercial anti-
PPARY antiserum (Interchim; Montlugon, France) directed
against the amino acid sequence MMGEDKIKFKHITPL com-
mon to PPARvy; and PPARry; (amino acids 256-270 of hu-
man PPARy;, 284-298 of human PPARYy,).

Characterization of the Antibodies

The polyclonal antibodies produced were characterized by
immunoprecipitation and Western blotting assays. In vitro
transcription and translation of mouse PPARa/pSGS, PPARR/
pSGS, PPARY:/pSGS, and human PPARy,/pBluescript 1IKS*
plasmids (gift of Prof. W. Wahli; University of Lausanne, Swit-
zerland) were performed using reticulocyte lysate (Promega;
Charbonniéres, France) and L-[35S]-methionine. Translated
products were either immunoprecipitated with the antibod-
ies and analyzed by SDS-PAGE, followed by autoradiogra-
phy, or directly submitted to Western blotting and enhanced
chemiluminescence (ECL) in crossreaction assays.

Adult and fetal colon mucosae were homogenized in 25
mM Hepes buffer, pH 7.4, containing 0.4 M KCI, 1 mM
EDTA, 2 mM dithiothreitol, and a cocktail of protease in-
hibitors (Complete; Roche, Mannheim, Germany). The ho-
mogenates were centrifuged at 15,000 X g for 20 min (4C).
The protein concentration of the supernatant was deter-
mined (Bradford 1976). Samples were analyzed by Western
blotting and ECL according to the manufacturer’s protocol
{Boehringer Mannheim Biochemica; Mannheim, Germany)
using the different antibodies.

Nuclease Protection Assay

Partial human PPARy, cDNA corresponding to the 5S'UTR
sequence (Fajas et al. 1997) was obtained by standard RT-
PCR using total RNA extracted from human adipocytes
(Chomzynski and Sacchi 1987) and primers up (5'-CCCATC-
TCTCCCAAATATTT-3') and down (§'-GGGCCAGAAT-
GCGATCTCTGTG-3'). The resulting fragment (282 bp)
was cloned into the pBSIIKS* plasmid (Stratagene; La Jolla,
CA), giving rise to the pBIIKS*/hPPARYy; vector. A pBIIKS*/
hG3PDH clone containing a 380-bp DNA fragment of the
human G3PDH encoding sequence (Tso et al. 1985) was
produced using the same protocol and primers up (5'-CCC-
ATCACCATCTTCCGA-3') and down (5’-CTACAGGCC-
ACAGTTTCC-3'). Nuclease protection assay was carried out
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Figure 1 Schematic comparison of the different human PPAR sub-
types vs PPARa. The positions of the peptides used to produce the
polyclonal antibodies are mapped. The DNA (DBD) and ligand
(LBD) binding domains are represented.
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according to Sambrook et al. (1989). Total RNA was ex-
tracted from human fetal intestines (14WD) and from 3T3
L1 cells (passage 58) as described above. 3T3 L1 cells were
chosen for a positive control because those preadipocytes ex-
press PPARY,. Total RNA (5 pg) was hybridized overnight
with 32P single-stranded DNA probes (10° cpm/sample) at
60C. After incubation, nonhybridized cDNA was digested
by nuclease S1 (50 U/sample) for 60 min at 37C. The DNA/
RNA hybrids were resolved by electrophoresis and the gel
was exposed to Kodak film for 24 hr.

Immunohistochemical Analysis

Cryostat sections (3 wm thick) were fixed in 2% formalde-
hyde in PBS for 45 min at 4C and rinsed in PBS. They were
immersed in 100 mM glycine in PBS for 45 min at 4C, then
washed in PBS. The sections were preincubated with a
blocking solution containing 0.1% fish gelatin, 0.8% bovine
serum albumin, and Tween-80 (2 l/100 m! PBS) for 30 min
at room temperature {RT). They were first exposed to the
primary antibody (diluted 1:250 in PBS/defatted dry milk
5% wiv) for 60 min at RT. After two washes in PBS, sec-
tions were exposed to the secondary antibody (1:50 in PBS~
BSA 2%}, fluorescein-conjugated goat anti-rabbit IgG (Boeh-
ringer Mannheim), for 60 min at RT. Negative controls
were performed by replacing the primary antibody with PBS
or with preimmune serum. Sections were then mounted in
Vectashield medium and photographed with a Reichert-
Jung Polyvar microscope (Vienna, Austria).

Results

Antibody Specificity

In vitro-translated mouse PPAR«, B, and v; and human
PPARy, were used for immunoprecipitation assays,
taking advantage of the fact that the human peptide se-
quences chosen for immunization are well-conserved
in the corresponding rodent sequences. Figure 2 shows
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Figure 2 Recognition of the different PPAR subtypes by their re-
spective antibody. (A) SDS-PAGE analysis of in vitro-translated
mouse PPARea, B, and vy and human PPARy,. Two ul of lysate was
loaded in each lane and analyzed by SDS-PAGE on 10% gels. Dried
gels were exposed for autoradiography. (B) Immunoprecipitation
assay with in vitro-translated mouse PPARq, B, and y; and human
PPARY,. Translation product was incubated with the appropriate
primary anti-PPAR antibody (diluted 1:250). The complexes were
immunoprecipitated using protein A-Sepharose, then analyzed by
SDS-PAGE with 9000 cpm for PPARa and PPARy,, 13000 cpm for
PPARB, and 16000 cpm for PPARy;. Exposure was 7 days for PPARy,
and 27 days for the other PPARs.
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Figure 3 Specificity of anti-PPAR antibodies by Western blotting.
Mouse PPARa/pSG5, PPARB/PSGS, PPARY1/pSG5, and human PPARy,/
pBSIIKS* plasmids were in vitro-translated using reticulocyte lysate
and |-[35S]-methionine. Translated products were submitted to SDS-
PAGE (10%). The gels were either subjected to autoradiography (*)
or processed by Western blotting and ECL using the anti-PPAR anti-
body (diluted 1:500) indicated above the different lanes.

that each antibody recognized the PPAR subtype
against which it was raised. When preimmune serum
was used as a control, no signal was obtained. Cross-
reaction between each anti-PPAR antibody against the
other PPAR subtypes was absent or very low, as dem-
onstrated by Western blotting assays (Figure 3). The
anti-PPAR antibodies produced were also character-
ized by Western blotting using cytosolic extracts from
human adult and fetal colon mucosae. The presence of
the different PPAR subtypes was detected in both sam-
ples examined (Figure 4). However, our results indi-
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Figure 4 Western blotting analysis of PPAR«, B, and vy, expression
in human fetal (A) and adult (B) colon mucosae. Fifty g of protein
was run on 15% SDS-PAGE, then transferred onto a PYDF mem-
brane. Immunoreactivity of the different PPAR subtypes was de-
tected by incubation of the membrane with the appropriate pri-
mary antibody (diluted 1:1000 for anti-PPARa and anti-PPARB
antibodies and 1:5000 for anti-PPARy, antibody). The final reaction
was detected by ECL.
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cated a higher expression of PPARYy;, in fetal colon
compared to adult colon. In addition, the anti-PPARvy
antiserum provided by Interchim recognizes both hu-
man PPAR«y; and PPARYy;, as attested by the manufac-
turer.

PPARa Expression

The average immunohistochemical intensity values, as
estimated by two independent investigators in four tis-
sue sections from different fetuses, are summarized in
Table 1 for the different PPARs. No immunoreactivity
was found in control sections when the primary anti-
body was omitted or replaced by preimmune serum
(not shown).

Figure SA shows that the PPAR«a subtype was ex-
pressed as early as 7WD in the stratified columnar ep-
ithelium. At this stage, the tissue exhibited a cytoplas-
mic and nuclear staining. At 14WD (Figure 5B), a
lower intensity of fluorescence was observed for this
tissue. The decrease was much more pronounced at
20WD because the immunoreaction was mainly re-
stricted to the nuclei of epithelial cells (Figure 5C).
Faint staining was observed in the nuclei of mesenchy-
mal and muscular cells throughout development of the
fetal esophagus.

At 12WD the gastric epithelium showed the highest
labeling with the anti-PPAR« antibody compared with

Table 1 Differential expression of PPAR«a, PPARB, and PPARy,
during fetal development of the human digestive tract?
Esophagus 7WD / 14WD 20WD
PPAR« et / + +
PPARB +++ / ++ -
PPARy ++ / 4t 4+
Stomach / 12WD 15WD 19WD
PPAR« / 4+ + —/+
PPARB / + +++ ++
PPARy / + ++ +
Jejunum 7WD 12WD 16WD /
PPAR« —I+ —I+ - /
PPARB ++ ++ ++ /
PPARY +++ ++ ++ /
fleum / 12WD 16WD 22WD
PPAR« / ++ ++ +4+
PPARB / +++ +++ 4+
PPARY / ok +++ +++
Colon 8wWD / 14wWD 20WD
PPARa ++ / + ~/+
PPARB ot / —1+ +
PPARy 4+ / ++ 4t

2—, absent; ~/+, barely detectable; +, weak expression; ++, moderate ex-
pression; +++, strong expression. PPAR levels of expression, indicated by —
or + sign, reflect differences in signal fluorescence intensities observed by
optical microscopy. The results are average values of at least four different
specimens of each organ analyzed.

the intensity of fluorescence in the extra-epithelial lay-
ers. The PPARa protein was detected in the surface
epithelial cells as well as in the epithelial growing buds
(Figure 5D). At 15WD no significant change was
noted in PPARa expression (Figure SE). Four weeks
later the staining was barely detectable in the gastric
epithelial cells (Figure SF). PPARa was faintly de-
tected at 7WD in the stratified jejunal epithelium (Fig-
ure SG). At 12WD PPARw expression remained very
low in the villous jejunum (Figure SH) but was higher
in ileum (Figure 5J). No immunoreaction was detected
at 16WD in the jejunal epithelium (Figure 5I). Mean-
while, PPARa was well expressed in the ileal tissue
(Figure 5K). At 22WD (Figure SL) PPARa expression
was high, particularly in nuclei of ileal cells. At 8WD
(Figure SM) the colon was a simple tube with a slit-
like lumen composed of stratified epithelium sur-
rounded by mesenchyme. At this stage the PPAR«x
subtype was moderately expressed in the epithelial
cells (Figure SM). Nuclei of mesenchymal cells were
also stained by the antibody. At 14WD (Figure 5N)
the luminal surface of the colon exhibited well-formed
villi in which staining was slightly decreased. As mu-
cous goblet cells differentiated, they produced secre-
tory granules in which the PPAR« was not detected.
At 20WD (Figure 50), the villous structures were
present in the different segments of the colon. The spe-
cialized cells facing the colon lumen were stained.
However, the intensity of fluorescence was faint and

diffuse.

PPARR Expression

Between 7WD (Figure 6A) and 14WD (Figure 6B), the
PPARR subtype was substantially expressed in the cy-
toplasm and nucleus of human esophageal epithelial
cells. A marked decrease was observed in the intensity
of immunoreaction  at 20WD (Figure 6C). Whatever
the developmental stage examined, PPARB was de-
tected overall in the gastric epithelium (Figures 6D—
6F). A peak in fluorescence intensity was observed at
15WD (Figure 6E; Table1). At later stages the staining
was more restricted to nuclei (Figure 6F).

In the small intestine, the anti-PPAR{ antibody
showed stronger staining in the ileum (Figures 6]J-6L)
than in the jejunum (Figures 6G-6]) at all stages stud-
ied. The staining in the epithelial cells remained mod-
erate and high throughout development of the je-
junum and ileum, respectively. At 22 WD the intensity
of fluorescence was stronger in the ileal crypt epithelial
cells than in the differentiated villous cells (Figure 6L).

The PPARB subtype was well expressed in the dif-
ferent layers of the human fetal colon at 8WD (Figure
6M) and 20WD (Figure 60). The anti-PPARP anti-
body was located mainly in the nuclei of the epithelial
and mesenchymal cells. As for the ileum, stronger
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Figure 5 Differential expression of
PPARa in developing human fetal di-
gestive tract by immunohistochemis-
try. (A-C) Transverse esophageal sec-
tions at 7WD (A), 14WD (B), and
20WD (C€), showing expression of the
PPAR isotype mainly in the epithelial
cells. (D-F) Gastric sections at 12WD
(D), 15WD (E), and 19WD (F). Expres-
sion of PPAR« is detected in the cyto-
plasm of the gastric epithelial cells.
(G-L) Small intestine. Expression of
the PPAR subtype is faint in jejunum
(G, 7WD; H, 12WD; 1, 16WD) and
higher in ileum (J, 12WD; K, 16WD; L,
22WD). The presence of PPARa is also
detected in the epithelial colon cells
(M-0) at 8WD (M), 14WD (N), and
20WD (0O). Bar = 75 um.

staining was observed in the crypt regions. However,
it was barely detected at 14WD (Figure 6N).

PPARy Expression

The different antibodies (anti-PPARry, anti-PPAR~y/y,,
and anti-PPAR«y; antisera) used gave similar results
for their distribution throughout the development of
the human fetal digestive tract. However, the immu-
noreactivity was always higher with the anti-PPARry,
antibody compared to that observed with the two
other antibodies. One can explain this difference by a
higher level of immunoglobulins in the anti-PPARYy;
antiserum. Therefore, only results obtained with the
anti-PPARYy; antiserum are presented here (Table 1).
In addition, the presence of mRNA encoding PPARYy,
was confirmed in intestinal extracts from human fe-
tuses by nuclease S1 protection assay (Figure 7).

The presence of the PPARYy; protein was detected
at 7WD (Figure 8A), 14WD (Figure 8B), and 20WD
(Figure 8C) in esophagus. Throughout human fetal
esophageal development, the staining was moderate or
high and was restricted to nuclei of both epithelial and
extra-epithelial cells.

Expression of PPAR«y, was lower in the gastric epi-
thelium (Figures 8D-8F) than in the esophageal tissue.
A slight increase was noted at 15WD (Figure 8E).

Staining with the anti-PPAR~y; antibody was partic-
ularly prominent in epithelial cell nuclei of jejunum
(Figures 8G-8I) and ileum (Figures 8]J-8L). Because
nuclei were localized in the basal part of epithelial
cells, PPARy; staining showed a spotted distribution
along the basal plasma membrane. Owing to the
abundance of nuclei, the intensity of fluorescence ap-
peared higher in the crypt regions compared with the
immunoreactivity in the upper villous regions (Figures
81, 8K, and 8L).

At 8 WD (Figure 8M) and 14WD (Figure 8N),
most nuclei of colon epithelial and mesenchymal cells
were labeled with the anti-PPAR'y, antibody. At 20WD
the immunoreaction was higher and was more re-
stricted to nuclei of specialized cells facing the colon
lumen (Figure 80).

Discussion ,

The results described here establish for the first time
the presence and the spatiotemporal distribution of
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three PPAR subtypes in the developing human fetal di-
gestive tract.

Expression of PPARs in Human Digestive Tract

With the use of polyclonal antibodies specifically di-
rected against PPAR«, PPARB, and PPARYy (y1/y, and
v2), our immunohistochemical data show that the dif-
ferent PPAR subtypes are expressed as early as 7WD
in human fetal digestive tract and in different cell types
of endodermal and mesodermal origin. The presence
of PPARq, PPARRB, and PPARYy has already been re-
ported.in adult rat esophagus, stomach, small intestine
and colon by in situ hybridization (Braissant et al.
1996). In another recent study, quantification of PPAR
mRNA by ribonuclease protection assay revealed rela-
tively high expression of PPARy and PPARR in adult
mouse colon compared to small intestine. In contrast,
PPARa expression was higher in the intestinal mucosa
(Mansen et al. 1996). Furthermore, PPARY is reported
to be also expressed in human (Brockman et al. 1998;
Sarraf et al. 1998) and rodent (Lefebvre et al. 1998;
Saez et al. 1998) colon tumor cells. Although both
PPAR~y; and vy, proteins are detected in fat tissues, it is
believed that expression of the PPARy, isoform re-
mains mainly adipocyte-specific, whereas the PPARvy,

Figure 6 Differential expression of
PPARB in the developing human fetal
digestive tract by immunohistochem-
istry. (A-C) Esophagus at 7WD (A),
14WD (B), and 20WD (C). A decrease
in PPARB expression is observed at
20WD. (D-F) Stomach at 12WD (D),
15WD (E), and 19WD (F). (G-I) Je-
junum. Throughout jejunum morpho-
genesis (G, 7WD; H, 12WD; |, 16WD),
PPARB is detected in nuclei of mesen-
chymal and epithelial cells. However,
the intensity of fluorescence is lower
than that observed during ileal devel-
opment (J, 12WD; K, 16WD; L, 22WD).
(M-0) Colon (M, 8WD; N, 14WD; O,
20WD). The immunoreactivity is mainly
detected in nuclei of epithelial and
mesenchymal cells. Note that the re-
action is absent in mucous secretory
granules. Bars: A=J,M-0 = 75 pm; K,L =
120 wm.

isoform expression may be extra-adipocytic. How-
ever, in two recent studies the presence of the two
PPARYy isoforms is obvious in human (Dubois et al.
1998} and rodent (Lefebvre et al. 1998) colon cells as
shown by the results obtained in Western blotting us-
ing polyclonal antibodies reactive with both PPAR~y;
and PPARY,. Our data from immunohistochemical,
Western blotting, and nuclease S1 protection assays

Figure 7 Detection of PPARy, mRNA
in human fetal intestine (14WD) by
nuclease protection assay. 32P-labeled
404 — DNA probes to detect either G3PDH

- a!{._ gapon  OF PPARy2 mRNA were prepared as

(bp)

described in Materials and Methods.
32p_|abeled G3PDH {(Lane 1) and PPARy;
(Lane 2) DNA probes (105 cpm) were
run on a 5% polyacrylamide gel. To-
tal RNA (5 pg) isolated from 3T3 L1
cells (Lane 3) or from human fetal in-
] g e hPPARy2 testine (14WD) (Lane 4) were hybrid-

o ized with the two radiolabeled probes.
After nuclease $1 digestion, the re-
sulting products were electrophore-
sed and the gels were autoradio-
graphed. The presence of PPARy:
mRNA is cbvious in the two models
examined.

331 —

242 —

190 —
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Figure 8 Differential expression of
PPARY; in developing human fetal di-
gestive tract by immunohistochemis-
try. (A-C) Esophagus (A, 7WD; B,
14WD; C, 20WD). The PPARy isotype
is expressed throughout fetal esoph-
ageal development. (D-F) Stomach at
12WD (D), 15WD (E), and 19WD (F),
showing immunoreactivity in nuclei
of growing pit cells. (G-1) Jejunum (G,
7WD; H, 12WD; I, 16WD). (J-L) lleum
(J, 12WD; K, 16WD; L, 22WD). (M-0)
Colon (M, 8WD; N, 14WD; O, 20WD).
In the small intestine and colon,
PPAR~y exhibits a nuclear localization
in both mesenchymal and epithelial
cells. In the epithelium, PPARYy is ex-
pressed in the different regions of
the crypt-villous axis. Bars: A-J,M-O =
75 wm; K,L = 120 pm.

agree with these results, They are somewhat at vari-
ance with those of Braissant and Wahli (1998), who
detected by in situ hybridization the presence of PPAR«
and PPARB mRNA, but not PPARy mRNA, in rat fe-
tal intestine. The discrepancy probably reflects differ-
ences in models examined or in timing of functionality
of the gut in fetal life, or in the techniques used, as we
mostly analyzed protein levels.

Spatiotemporal Distribution of PPARs

PPARs are expressed at different levels in cell types of
endodermal and mesodermal origin during develop-
ment of the human fetal digestive tract.

At early stages (7-15WD) of esophageal and stom-
ach development, PPARa and PPARB are more local-
ized in the cytoplasm than in the nucleus, whereas at
later stages they become predominantly nuclear. This
expression pattern overlaps for the esophagus, with
replacement of the columnar ciliated epithelium by
adult squamous tissue exhibiting flattened cells with
microvillous processes in their apical membrane (Johns
1952). For the stomach, it coincides with the acquisi-
tion of adult features, characterized by differentiation
of gastric cells appearing at the base of the evolving
pits (Salenius 1962), followed by differentiation of en-

terochromaffin cells and mucous neck cells (De Lomos
1977). PPAR« is involved in lipid metabolism and ho-
meostasis (Wahli et al. 1995; Schoonjans et al. 1996).
Indeed, the absence of PPAR« expression in knockout
mice prevents the PP inducibility of genes encoding per-
oxisomal and microsomal lipid-metabolizing enzymes
(Lee et al. 1995). The early onset of PPAR« expression
in the esophagus and stomach suggests the involve-
ment of this subtype in establishment of epithelial
lipid metabolism. The decrease of PPARB expression
in the esophageal epithelium is likely due to a shift in
the physiology of this tissue. A role of PPARB in the
onset of gastric cell differentiation is possible because
Braissant and Wahli (1998) have found a correlation
between the peak of ubiquitous expression of PPARB
during mouse embryogenesis and the period of great-
est cell differentiation. Our results also show that
PPARYy is predominantly nuclear throughout esoph-
ageal and stomach development. This subtype is well
expressed during esophageal morphogenesis, suggest-
ing a role for PPARYy during this process. On the other
hand, PPAR~y expression is low or moderate during
stomach formation.

In the intestine as a whole and whatever the fetal
stage examined, the different PPAR subtypes are more
expressed in ileum and, to a lesser extent, in colon
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than in duodenum. The different spatiotemporal ex-
pression of PPARa, PPARB, and PPARYy during devel-
opment of the human fetal intestine and their ligand
specificity (Serensen et al. 1998) suggest that these re-
ceptors are involved in different intestinal functions.
PPARa ligands induce the expression of genes in-
volved in lipid absorption and transport in the rat
small intestine (Martin et al. 1997; Motojima et al.
1998). The physiological role of PPARB in the small
and large intestine remains unknown, PPARy ligands
have been shown to inhibit proliferation and to induce
differentiation of human colon cancer cells (Brockman
et al. 1998; Sarraf et al. 1998). On the other hand, the
same ligands enhance colon polyp and tumor forma-
tion in the min/+ mouse model (Lefebvre et al. 1998;
Saez et al. 1998). It is evident from our results that
PPARYy is expressed along the intestinal crypt—villous
region in both proliferating and differentiated cells. At
present, it is difficult to speculate about the precise
role played by PPARYy in intestinal cell life.

In summary, the spatiotemporal distribution of the
PPAR subtypes has been described during develop-
ment of the human fetal digestive tract. The different
PPARs are predominantly expressed in epithelial cells,
although their presence is also detected in nuclei of
cells of mesodermal origin. The three PPAR subtypes
exhibit different patterns of expression in relation to
- the morphogenesis of the digestive tract. They are ex-
pressed very early, suggesting that these receptors play
major roles in the development and/or the physiology
of the digestive tract. Furthermore, the fact that PPARy
is expressed at a high level whatever the region consid-
ered {except the stomach) and the stage studied argues
for a prominent role of this receptor in human diges-
tive tract.
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ABSTRACT

Peroxisome  proliferator-activated  receptors
(PPARs) are ligand-activated nuclear receptors.
Activation of these receptors by specific ligand
modifies the basal transcription of target genes.
Several synthetic ligands known as peroxisome
proliferator-activated activators are used in treatment
of dyslipidemia, diabetes type-2 and inflammation
processes. At the cellular level, PPARs activation
promotes cell differentiation in many cell types. In
this review, we will focuse on the roles of PPARs in
cell differentiation and cell dysfunctionment.

INTRODUCTION

Peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) are ligand-activated transcription factors.
They constitute a subfamily of the hormone nuclear
receptors family. Since their discovery in the
begining of the 90’s, this field of research has
dramatically expanded. PPARs are implicated in cell
cycle progression, differentiation and cell
detoxification. They participate in lipid homeostasis,
feetus implantation and brain development. These
promising proteins are found to be implicated in
human deseases such as atherosclerosis and
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neoplasia.

STRUCTURAL ORGANIZATION OF
PPARs

The nuclear receptor subfamily of PPARs [1]
consists of three isotypes named oo (NRIC1,

[2]), B/6 (NR1C2), and 'y (NR1C3) (table 1).
The different members are encoded by
separate genes. The human and mouse PPARY
gene transcription generates two transcripts,
vl and Y2 resulting from alternative promoter
usage and differential splicing [3-5]. PPARY2
has an additional 29 and 30 NH2-terminal
amino acids sequence in human or mouse
PPARY2 protein respectively. In humans, a
third transcript PPARY3 is generated by
differential promoter usage yielding a protein
identical to PPARYl [5]. Like other nuclear
receptors, PPARs have a similar protein
structure consisting of a NH2-terminal A/B
domain, a DNA binding domain, a hinge
region and a COOH-terminal ligand-binding
domain. The DNA binding-domain share 85%
similarity within the PPARs subfamily
whereas the ligand-binding domains are only
70% similar within the subfamily members.
Two activating function domains (AF) have
been identified : AF-1 contains a
phosphorylation site within a consensus target
sequence for a mitogen-activated protein
kinase (MAPK) within the A/B domain of
PPARx and v. AF-2 is located in the COOH-
terminal sequence of the ligand-binding
domain ; its presence is necessary for binding
of coactivators who increase the basal
transcription of PPAR-dependent genes.

TISSUE EXPRESSION

Tissue expression of PPARs is diverse (table
1) [6-9]. PPAR« is mainly expressed in tissue
having high fatty acid metabolism and high
peroxisome-dependent activities such as liver,
kidney, heart or in steroidogenic tissue such as
adrenal gland. Higher expression of PPARY is
restricted to adipose tissue, spleen and

intestine. Lower PPARy expression is
observed in lung, breast and mammary glands.
While PPARyl distribution correlates with
that of PPARo, PPARY2 expression is
restricted to adipose and colon. PPAR /3 is
expressed in almost all tissue and often at
higher levels than others PPAR isotypes,
except in liver where the receptor expression
is low [7]. The highest expression of
PPARPB/® is observed in the developing
neural tube and in the epiderma during rat
development [10].

ACTIVATION OF PPARs
Formation of the heterodimer

PPARs bind to a specific hormone response
element, named peroxisome proliferator
response element (PPRE), in the promoter of
target genes (figure 1). PPARs action is
mediated through heterodimerization with the
9-cis retinoic acid receptor (RXR) [11, 12].
The PPAR/RXR consensus PPRE is a direct
repeat of the AGGTCA sequence spaced by
one base also referred to DR1 (see [13]). The
precise sequence of PPRE and the spacer
nucleotide are important in the binding of
nuclear receptors as hetero- or homodimers
[14-16]. Other nuclear receptors including
retinoic acid receptor (RAR), COUP-TF1 and
hepatic nuclear factor-4 (HNF-4), bind to
DR1. Nakshatri and Bhat-Nakshatri [16] have
demonstrated that base position within the
consensus sequence and the spacer nucleotide
determine the binding preference of
PPAR/RXR and RAR/RXR heterodimers and
HNF4 homodimers on DR1. Moreover, the
promotor context determines whether an
element function as a PPRE or an HNF-4
response element. Thus, the presence and
relative level of  promoter-specific
transcription factors will determine the
specificity of transcriptional response level.
PPAR activation has also been shown to occur
not only on the canonical DR1 : PPAR/RXR
heterodimers binds in vitro to
the palindromic estrogen response element
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Figure 1 : Activation of PPARs
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(1). Extracellular ligands cross the plasmic membrane and they bind to PPAR (1). Ligand binding
follows phosphorylation (¥)or dephosphorylation of receptor (2). Several ligands, NSAIDs for
instance (@), have been shown to inhibit PPAR transcription by direct interaction with activated
receptor into the nucleus. Prostaglandin J2 derivative @) has also been shown to alter activation of
NFxB (3) by inhibiting phosphorylation of IxB via IkB kinase. PPAR ligands could also be
synthesize within the cell via the cyclooxygenase (®) or the lipoxygenase (O )pathway from
arachidonic or linoleic acid (4,0 ). Finally PPAR form an heterodimer with RXR which bind to
PPRE on promotor of target genes (5). Subsequently, they increase or silence gene transcription
level by interacting with cofactors or corepressors. (abreviations : NSAID : nonsteroidal anti
inflammatory drug ; PGJ2 : 15-deoxy-A-12, 14 prostaglandin J2; RXR, 9-cis retinoic acid receptor)

AGGTCAnnnTGACCT [17].  In addtion,
RXR as well as PPAR interact with the
thyroid hormone receptor suggesting that
crosstalk may exist between PPAR, RXR and
thyroid hormone receptor [18, 19]. Formation
of the heterodimer and subsequent
transcriptional  activation are  ligand-
dependent. Ligand binding induces a
conformation change which places the
COOH-terminal helix 12 of the ligand-binding
domain adjacent to a hydrophobic cleft on the

surface of the ligand-binding domain.  This
occurs through direct protein interactions
with the LXXLL motif present in the
coactivator protein [20]. This modification
allows the binding of coactivators on the AF-2
domain localised at the COOH-terminal of the
ligand-binding domain. As for other nuclear
receptors, coactivators consist of two general
classes [20, 21]: One class includes the steroid
receptor activator-1 family of  proteins with
histone acetyltransferase activity which
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Table 1 : General characteristics of PPARSs.

PPARs have also been detailed in salmon [207], turtle and nile crocodile [208], chicken [209, 2101,
hamster [211], guinea pig [212],bovine [213] and pig [214]. The main PPAR ligands are depicted
(for a complete list, see [30]) . Abbreviations used : NSAIDs, nonsteroidal inflammatory drugs ;
PGJ2, 15-deoxy-A-12, 14 prostaglandin J2 ; TZD ; thiazolidinedione.

name species Tissue localization ligands
xPPARo [63] | xenope | -high expression: liver,heart kidney et leukotrien B4
mPPARa [1] | mouse | adipose tissues eicosanoids
rPPARO[199] rat | -low expression: intestine, spleen, fibrates
hPPARG [200] human | testicule, muscle NSAIDS
xPPARS [63] |xenope | - ubiquitous expression in adult polyunsaturated
mPPARP[6] | mouse |- high expression in rat brain development fatty acids
hPPARP [201] human | - also named hNUC1 [201], FAAR [202]
xPPAR y[63] |xenope |- three isotypes have been described : PGJ2
mPPARy[6, | mouse | PPARy1, PPARY2 and PPARY3. TZD
203 ] rat |- PPARyl and 3 encode for an identical NSAIDS
tPPAR y[204] | human | protein, whereas PPAR}2 has an| Oxidized LDL
hPPARY[205, additional 29 and 30 NH2-terminal amino
206] acids sequence in human or mouse
- adipose tissue

results in chromatine remodeling. As recently
shown for estrogen receptor or orphan
receptor steroidogenic factor 1 [22, 23],
phosphorylation within AF-1 leads to
recruitment of coactivators and subsequent
transactivation. This occurs independently of
AF-2 transactivation or in the presence of
ligands [23]. Coactivators of the second class,
as DRIP205/TRAP220, are part of a larger
protein complex and interact with the basal
transcription machinery. Protein interactions
occur within the AF-2 domain in response to
ligand binding [21]. Cyclic AMP response
element-binding protein-binding protein and
steroid receptor activator 1 have been shown
to interact with the PPAR« [24, 25] and the
PPARY/RXR heterodimer [26, 27] in a
ligand- dependent manner. Ligand-binding
also induces corepressor release. The nuclear

receptor corepressor (NcoR) dissociates from
PPARa and vy in the presence of specific
ligands [28, 29]. Finally, ligand binding is
necessary to induce transcription of PPAR
target genes.

PPAR ligands

There is a large diversity of PPAR ligands.
PPARo ligands are fatty acids and their
derivatives (Table 1, see also [30]). This
receptor is activated by eicosanoids such as §-
S-hydroxy-eicosatetraenoic acid [31-33] and
leukotriene B4 [34] (The latter is however
controversial since different studies do not
provide similar results [25, 32, 33]). These
ligands are synthesized from arachidonic acid
via the lipoxygenase pathway. Fibrates are
synthetic ligands of PPARa [32, 35]. They are
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largely used in the treatment of
hypertriglyceremia and combined
hyperlipidemia. Nonsteroidal

antiinflammatory drugs (NSAIDs) have also
been shown to bind to PPARa [36]. In
addition, conjugated linoleic acid isomers,
oxidized  phospholipids and a new
thiazolidinedione derivative were recently
shown to be high affinity synthetic ligands for
PPARo [37-39]. PPARR/S is activated by
polyunsaturated fatty acids [12]. PPARY is
activated by arachidonic acid metabolites
derived from the cyclooxygenase and the
lipoxygenase pathway such as 15-deoxy-A-12,
14 prostaglandin J2 [40, 41] and 15-
hydroxyeicosatetraenoic acid respectively [42,
43]. Other ligands like 9- and 13-
hydroxyoctadecadienoic acid derive from
fatty acids of oxidized LDL [42]. Synthetic
ligands, members of the thiazolidinedione
family are agonists for PPARy [44]. These
drugs are used in treatment of insulin
resistance and type 2 diabetes. In addition,
indomethacin and ibubrofen, two well-known
NSAIDs, function as ligands for PPARY [36].

Phosphorylation/dephosphorylation

This process is an important mechanism of
PPAR activation ; it is also necessary for
others transcription factors [21]. However,
PPARa is activated by phosphorylation as
does estrogen receptor for exemple whereas
transactivation of PPARy  implicates
dephosphorylation within the AF-1 domain.
Human PPAR« is phosphorylated at serine 12
and 21 in the AF-1 domain by MAPK
pathway [45]. Phosphorylation is insulin
dependent [46] and is modulated by an
unknown inhibitor under the control of Janus
kinase 2/Signal Transducer and Activator of
Transcription 5b (JAK2/STATS5b) himself
regulated by growth hormone stimulation
[47]. Ciprofibrate treatment in rat cells
enhances phosphorylation of PPARa [48].
Unexpectedly, the PPARa« phosphorylation
leads to a decrease of acyl-coA oxidase, a

peroxisomal fatty acid B-oxydation marker
[48]. In addition, peroxisome proliferators
enhance extracellular signal-regulated kinase
1 and 2 (ERK1 and ERK?2) phosphorylation at

tyrosine residues [49]. PPARyl and 2 are

phosphorylated at serine residues 82, 84 and
112, 114 respectively via MAPK pathway
within the AF-1 domain (these respective
serine residues may represent the same
MAPK consensus sequence) [50, 51]. In
preadipocytes and adipocytes,
phosphorylation of PPARY is stimulated by
insulin and is dependent on the MAPK
pathway [52, 53] whereas prostaglandin F2
inhibits MAPK-dependent phosphorylation of
PPARy [54]. The PPARy phosphorylation
process decreases both ligand binding and
transcriptional activities of target genes and
ultimately arrests the preadipocyte
differentiation into adipocytes [50]. In
addition, phosphorylation at serine residues is
achieved by different ways : phosphorylation
of PPARY1 at serine 84 occurs by ERK2 and
c-jun N-terminal kinase (JNK) [51, 55] ; at
serine 82, by stimulation of epidermal growth
factor receptor via the MAPK-dependent
pathway [53]. Stress protein kinase as
JNK/Stress-Activated Protein Kinase
phosphorylates PPARyl in a MAPK
independent manner and subsequently lowers
PPARY! transcriptional level [55]. Finally
PPARPB/S could be phosphorylated even
though no MAPK consensus sequence has
been found and therefore phosphorylation is
processed by a MAPK independent pathway
[51].

PPARS AND LIPID METABOLISM
Fatty acid metabolism

Various target genes implicated in lipid
catabolism mainly in liver are under the
control of PPAR«. Fatty acids are released
from lipoprotein particles through the activity
of lipoprotein lipase and then taken up by the
cells. PPARa-dependent lipoprotein lipase
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hydrolyses triglycerides present in very low-
density lipoproteins and stimulates LDL
uptake [56]. PPARa  increases the
transcription of apolipoproteins Al, AlIl [57,
58] and inhibits the transcription of
apolipoprotein CIlI [59] resulting,
respectively, in modulation of high density
lipoprotein-mediated cholesterol transport and
in increase of lipoprotein lipase activity.
Within the cells, intracellular transport is
facilitated by stimulation of PPARa-
dependent target genes such as fatty acid
transport protein, fatty acid translocase and
hepatic cytosolic fatty acid-binding protein
[60, 61]. Uptake of long-chain fatty acids
involves activation into acyl coA thioesters by
acyl-coA synthetase [60] and subsequently
degradation by the peroxysomal B-oxidation
pathway which enzymes are regulated by
PPARa [62-65]. Long-chain fatty acids import
into mitochondria is regulated by PPARa-
dependent carnitine palmitoyl transferase I
[66-68].  Furthermore, link  between
mitochondria metabolism and PPARa-
dependent regulation has been provided from
the identification of functional PPRE on
promoters of the B-oxidative medium chain
acyl-coA deshydrogenase gene [69] and 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-coA synthase gene
[70], the rate limiting enzyme of ketogenesis.
Data from PPARe  knoutout mice also
demonstrated that PPARa positively regulates
constitutive mitochondrial B-oxidation [71]. In
these mice, feeding with a high fat diet leads
to lipid accumulation in the liver reflecting the
reduction of mitochondrial long chain fatty
acid import. It must however be note that
PPARo knoutout mice have metabolic
changes including high cholesterol levels and
low pB-oxidation ([72] and changes in
lipoprotein metabolism [73]. Finally, liver
PPARa transcriptional level is under the
control of circadian levels of glucocorticoids
levels which participate to  energy
mobilization [74]. Fasting or glucocorticoids
stress also induce PPARa expression in
hepatocytes [74, 75]. In addition to its
implication in liver, PPARa also alters

thermogenesis in adipose tissue by modulating
the expression of uncoupling protein 1 and 2
[76, 77]. Uncoupling protein-1 in rat brown
adipocytes is also regulated by PPARYy [76].

Adipocyte differentiation

Adipocyte differentiation is a complex process
leading to changes in gene expression [78-80].
This process involves CCAATT/enhancer
binding proteins [81-83] and PPARs. PPARY
is implicated in terminal adipocyte
differentiation. Murine PPARY2 was initially
cloned as a component of an adipocyte-
specific transcription factor ARF6 and found
to be the heterodimer mPPARY2/RXRa [84].
It regulates the expression of adipocyte fatty
acid-binding  protein aP2 [84], and
phosphoenolpyruvate carboxykinase [85],
which are markers of terminal adipocyte
differentiation. Likewise, PPARY regulates the
expression of lipoprotein lipase, fatty acid
transport protein and fatty acid translocase in
an adipocytic-specific manner [56, 61].
Finally, there is a dramatic increase in the
expression of PPARy-dependent and
CCAAT/enhancer binding protein-dependent
target genes during cell differentiation and
maturation [86, 87]. Activation of PPARY
with thiazolidinedione also increases the
number of small preadipocytes in rat white
adipose tissue [88]. Subsequently, these cells
undergo growth arrestt and subterminal
differentiation into adipocytes. The initial step
of preadipocyte proliferation may depend on
activation of PPARB/S [89] In any NIH-3T3
fibroblasts lineage, a model of preadipocyte
differentiation into adipocytes, treatment with
cAMP elevating agents and activation of
PPARA promote mitotic clonal expansion
[89]. In addition, in 3T3C2 fibroblasts,
PPARS activated by fatty acids induce PPARY
target -gene [90].

The pivotal role of PPARY was demonstrated
by different ways : Retroviral expression of
PPARY2 induces adipocyte differentiation in
cultured mouse fibroblasts [91].
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Phosphorylation of PPARY blocks adipocyte
differentiation in NIH3T3 cells [50]. Mice
chimeric for wild-type and PPARY null cells
show no contribution of null cells to formation
of adipose tissue whereas in vitro
differentiation of embryonic stem cells into
adipocyte is  directly dependent on
PPARYy expression and gene dosage [92].
Moreover, activation of PPARy with
thiazolidinedione  stimulates the trans-
differentiation of myoblasts to adipoblasts
[93]. Finally, PPARY is implicated in the
control of cell cycle withdrawal through
inhibition of the DNA-binding and
transcriptional activity of E2F/DP factors
[94]. In fact, PPARY down-regulated protein
phosphatase 2A expression, phosphorylation
of E2F/DP factors is then increased and
subsequently E2F/DP activity is decreased.

PPARS AND CELL DIFFERENTIATION

PPARs have been found to promote
differentiation in several cell types other than
adipocytes. PPARa induce differentiation of
epidermal cells [95, 96]. Moreover, farnesol
stimulates keratinocyte differentiation via
PPARo [97] whereas activation of PPARYy
with ligand inhibits keratinocyte proliferation
[98]. PPARa induces differentiation of tubular
and interstitial testicular cells [99]. In liver,
PPARa promotes differentiation of oval cells
[100] and hepatocyte maturation [101].

PPARP/S is highly expressed in brain {7]. In
cerebellum, high expression of PPARP is
found in Purkinje cells [102]. The presence of
this isotype correlated with oligodendrocyte
differentiation [103]. In rat, PPARP has also
been shown to be implicated in brain
development [10]. In reaggregated rat brain
cell culture, PPARB has an ubiquitous
expression whereas low level of PPARa is
present in astrocytes [104]. PPARP regulates
acyl-coA synthetase 2 and thus it may be
involved in brain lipid metabolism [104].
PPARPB/®  promotes  differentiation in
epidermal and tracheobronchial epithelial

cells [105]. Activation of PPARP/S also
contributes to sebocyte maturation [106, 107].
Activation of PPARy with agonist induces
differentiation of rat mesangial cells [108] and
human trophoblasts [109]. In addition, mice
deficient in PPARYy exhibit abnormal placental
development and trophoblast differentiation
[110]. In contrast, PPARY activators,
ciglitazone  and  troglitazone,  inhibit
maturation of MC3T3-El preosteoblast cell
line [111].

PPARs IN CELL DISEASES
PPARs and atherosclerosis

Atherosclerosis is a multifactorial disease
[112]. The atherosclerosic lesion is the result
of a complex interplay between oxidized low
density lipoprotein and the cellular
components of the vessel wall, including
smooth muscle cells, vascular endothelial
cells and macrophages. This interaction
promotes the formation of foam cells (lipid-
laden monocytes/macrophages) associated
with smooth muscles cells. Thus there is an
accumulation of lipids and extracellular
matrix in the intima of arteries and
subsequently this pathologic process leads to a
local inflammatory response [112]. PPARa
and v are present in atherosclerosic lesions and
macrophages foam cells [113-115]. However,
they have diverse and somewhat opposite
roles in cells interplaying in atherosclerosic
lesions.

In vascular smooth muscle cells, PPARa and y
are present [116, 117]. In these cells, PPARY
activation with agonist inhibits platelet
derived growth factor induced migration and
phorbol ester induced vascular smooth muscle
cell expression of matrix metalloproteinase-9
which in turn is implicated in matnx
degradation required for cellular migration
[116]. In contrast, in aortic smooth muscles
cells PPARa but not PPARy ligands inhibit
inflammatory responses by repressing the
NFkB and AP-1 signalling pathways.
Consequently, there is a decrease in IL-6
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production and in inducible cyclooxygenase
expression. These PPARo effects are in
agreement with previous study showing that
in PPARa deficient mice inflammatory
stimuli rise to a prolonged response [34]. In
addition, in hyperlipidemia patients treatment
with fenofibrate reduced -circulating IL-6
[117]. Thus, PPARa and 7y have protective
effects on the activity of vascular smooth
muscle cells : Activation of PPARe decreases
the inflammatory response by interfering with
the NF«xB signalling pathway while PPARy
activation specifically inhibits cell migration
by lowering enzyme expression involved
in extracellular matrix degradation.

In vascular endothelial cells, all PPARs
isotypes are present [118-121]. The role of
PPARP/S in these cells is however
speculative. PPARa activation inhibits the
NFxB signalling pathway and subsequently
inhibits TNFa induced expression of vascular
cell adhesion molecule-1 which participate in
adherence of monocytes [122]. In addition,
PPARa inhibits the AP-1 signalling pathway
which is implicated in the thrombin activation
of endothelin-1  production, a potent
vasoconstrictor [123]. On the other hand,
PPARY ligands inhibit the endothelial release
of endothelin-1 [123, 124]. PPARY activation
with troglitazone lowers the expression of
intracellular adhesion molecule and vascular
cell adhesion molecule-1 [125]. Moreover,
PPARY ligands .inhibit angiogenesis by
reducing vascular endothelial cell growth
factor receptors, Flt-1 and Flk/KDR [121] or
alternatively by inducing apoptosis [119].
Furthermore, PPARY increases plasminogen
activator inhibitor-1 expression [120, 121]
which is though to enhance apoptosis in
vascular endothelial cells. Taken together,
these results indicates that activation of
PPARs may protect against atherogenic
process formation by inhibiting endothelial
cell functions.

PPARa and 7y are clearly present in
monocytes/macrophages [114] and in foam
cells [113, 115]. However, the implication of
both PPAR isotypes is actually debated.

Initially, PPARY has been described as an
inducer - of monocyte differentiation into
macrophages [126]. Foam cell formation is
then achieved in the presence of
PPARYligands derived from oxidized LDL
which are taken up via class B scavenger
receptor, CD36 [42]. Three recent studies
demonstrate that neither PPARa nor PPARYy
activation with thiazolidinedione induces
foam cell formation from human macrophages
and macrophages derived from mouse PPARYy
null embryonic stem cells [127-129].
Moreover, it has also been report that PPARY
ligands increase expressions of pro-
inflammatory  receptors, CD14 and
CDI11b/CD18 [114, 130], and class B
scavenger receptors, CD36 and CLA1/SR-B1
[126, 131] whereas they reduce the expression
of class A scavenger receptor [114, 130].
Moore et al. [129] show that using
macrophages derived from PPARY deficient
stem cells PPARY is not required for class A
scavenger receptor expression while it
regulates CD36 transcription, and
subsequently contribute to lipid accumulation.
In addition, both PPAR« and v ligands induce
expression of ABAC1 [127] which is involved
in macrophage cholesterol export . ABACI
expression depends on LXR transcription
which is induced by PPAR ligands. Taken
together, these data demonstrate that
activation of PPARY is anti-atherogenic in
foam cells.

Likewise, PPARY agonists have been shown
to reduce inflammatory cytokines production
by macrophages [114, 130]. In PPARY null
stem cells-derived macrophages and in
macrophage taken from PPARY null mice,
neither loss of PPARY expression nor
thiazolidinedione treatment affect cytokine
expression or secretion [128, 129].
Furthermore,  Chinetti et al. [127]
demonstrated that in human monocytes-
derived macrophages PPARa is activated by
thiazolidinedione and subsequently it could
account for the observed anti-inflammatory
effects of PPARY. In addition, PPARYy ligands
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could also act through a distinct signalling
pathway. In fact, 15-deoxy-A-12, 14
prostaglandin J2, a ligand of PPARY, has been
shown to inhibit the NFxB signaling pathway
by interfering with IxB kinase [132, 133].
More detailed information is however needed
to clarify the effects of PPAR 11gands in
atherogenic process.

PPARa in hepatocarcinogenesis

PPARa has been first identified as a mediator
of pleiotropic effects of peroxisome

proliferators [1]. These counpounds consist of

fibrates drugs, phtalate and . adipate ester
plasticizers, herbicides and perfluorinated
fatty acids . In rodents, especially mouse and
rat, they induce proliferation of peroxisomes
and increase related enzyme activities and
peroxisomal enzyme transcriptional levels
[134]. Peroxisome proliferation ultimately
results in hepatomegaly and
hepatocarcinogenesis in rat and mouse while
guinea pigs, monkeys and humans are
refractory to  peroxisome  proliferator
treatment [135, 136]. Modifications of non-
peroxisomal enzymatic activities are also
observed in livers of peroxisome proliferator-
treated animals [137]. These pleiotropic
effects of peroxisome proliferators depend on
PPARo expression as demonstrated by
generating PPARa knoutout mice [62, 138].
Feeding mice with Wy 14,643 or clofibrate
results in hepatocellular nodules in wild-type
mice whereas PPARo knoutout mice are
unaffected. These findings are thought to be
achieved in part by peroxyde hydrogen level
elevation generated during fatty acid
catabolism through the activation of PPARa-
dependent peroxisomal B-oxidation enzymes
[139] (see also [136] for the proposed model
of  hepatocarcinogenesis  mediated by
peroxisome  proliferators). In  addition,
peroxisome proliferators enhance DNA
replication in rat [140], in mice and in primary
rat hepatocytes [141, 142]. The mitogenic
effects of peroxisome proliferators is in part
reliant on the induction of growth regulatory

genes such as c-myc, c-HA-ras, c-fos-c-jun
[143] or genes encoding cell cycle regulatory
proteins such as cyclins [144]. Furthermore,
peroxisome proliferators suppress apoptosis in
rodent hepatoma cells and in primary rat
hepatocytes [145]. Nafenopin, a potent
peroxisome proliferator, inhibits bcl-2 and bak
expression in mouse hepatocytes [146]. This
drug also stimulates rat Gl-arrested cells to
re-enter the cell cycle resulting in DNA
synthesis [144]. In addition, a dominant
negative PPARa protein mutant can prevent
apoptosis  suppression of primary rat
hepatocyte by nafenopin [145]. Thus, it
appears clearly that in presence of peroxisome
proliferators, apoptosis of cells is inhibited
whereas activation of peroxisome proliferator-
dependent PPARa enhances cell proliferation
in rat or mouse hepatocytes.

PPARs in colon cancers

It has been shown that there is a positive
incidence of colon cancer development and
high lipid diet [147-151]. In rat and mouse,
high w6 fatty acids diet feeding increases
frequency of adenoma development in colon
whereas -3 fatty acids feeding protects
against tumor formation [148, 152, 153].
Moreover, APC/Min mice predisposed to
intestinal and colon neoplasia fed with
polyunsaturated -6 fatty acids diet develop
2-3 times more adenomas than those feed with
normal diet [151]. On the other hand,
colorectal cancers require accumulation of
genetic changes [154]. Studies of familial
adenomateous polyposis and heriditary non-
polyposis colorectal cancer have provided
insights into both inherited and sporadic forms
of human colon tumors. In heriditary
nonpolyposis colorectal cancer, the genetic
defect consist of mutations affecting the DNA
mismatch repair process. Several genes have
been identified and functionally correspond to
those implicated -~ in DNA mismatch repair
in E coli [155, 156]. In familial adenomateous
polyposis, the genetic defect affects the rate of
tumor initiation by altering the function -of the
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APC gene [154]. The APC protein takes place
in the Wnt/ [B-catenin signalling pathway
[157]. APC and f-catenin are phosphorylated
by glycogen synthase kinase 3P ; this process
leads to degradation of f-catenin in a
proteasome-dependent manner. In colorectal
cancers, mutations affect the APC gene
resulting in p-catenin stabilisation and B-
catenin translocation into nucleus [158].
Subsequently, f-catenin interacts with
members of the T-Cell transcription factors
family (TCF, [159]) and alters transcription of
TCF-dependent target genes like c-myc [160],
cyclin D1 [161], cyclooxygenase-2 [162], c-
jun, fra-1 and urokinase-type plasminogen
activator receptor [163] which are implicated
in cell cycle progression, cell proliferation
and apoptosis and in cell to cell interactions.
In colon cancers, PPARS transcription level is
up-regulated and seems to co-localise with
cyclooxygenase-2 mRNA in the same regions
within the tumors [164]. PPARS has been
identified as a target gene of Tcf4, a member
of the TCF family [165]. Transfection of the
complete APC gene in a APC-mutated colon
cell line, the HT29 cell line, restores
cytoplasmic f-catenin degradation mediated
by APC and subsequently lowers PPARP
transcriptional level. In addition, NSAIDs
treatment decreases PPARS transcriptional
activity leading to the hypothesis that NSAIDs
protection is mediated by disruption in
PPAROJS-dependent target gene expression
[165]. '

PPARy has also been associated to colon
cancers. The two isoforms exist even though
PPARyl is predominant [166]. However,
different studies provide opposite results :
Activation of PPARy by specific ligands is
responsible for tumor progression in APC/Min
mice or heterozygote males C57Bl/6]-
APCMin/+ [167, 168]. In contrast, in human
colon cancer cell lines, activation of PPARy
slows down their growth and consequently
inhibits expression of tumor markers and
increases transcription of proteins associated
with colon cell differentiation [169]. In
addition, development of transplantable

tumors in nude mice is lowered by treatment
with troglitazone, a PPARy ligand [168].
Thus, the role of PPARY in colorectal cancers
is speculative despite its high transcriptional
level. Furthermore, loss-of-function mutations
also affect PPARy gene in human sporadic
carcinomas altering protein function as
demonstrated by transfection studies [170].

In contrast to PPAR/S and vy, PPARa is not
up-regulated [171]. Its expression in tumoral
cells is often lower than in normal tissue.

PPARYyin others neoplasic processes

As stated before, thiazolidinediones are
agonists of PPARy. These drugs and 15-
deoxy-A-12, 14 prostaglandin J2, a natural
PPARy ligand, have been used to study the
role of PPARy activation in diverse cancer-
derived cell lines in vitro. Taken together,
results show that PPARy activation induces
cell cycle arrest and terminal differentiation
and/or apoptosis in malignant astrocytoma cell
line [172], in choriocarcinoma cells [173], in
human breast cancer cells [174-177], in
human gastric cancer [178-180], in pancreatic
carcinoma  cells  [181], in colon
adenocarcinoma cells [166, 169, 182, 183], in
lung cancer cells [184, 185], in myeloid
leukemia cell lines [186, 187], in human
prostate cancer cells [188] and in liposarcoma
cells [189]. Thus, it appears clearly from these
data that activation of PPARy has a benefic
effect by limiting cancer cell growth.
Moreover, terminal differentiation mediated
by PPARy agonists was confirmed in vivo in
patients with liposarcoma [190] or prostate
cancer [191] and in mice with prostate cancer
[188] or mammary cancer [174, 192]. On the
other hand, PPARy is upregulated in human
uterine leiomyomata, benign tumors of
smooth muscle cells, compared with normal
myometrium [193].Further more, in guinea
pig, troglitazone treatment combined with
estradiol and all trans retinoic acid produced
uterine leiomyomata whereas this PPARy
effect is not observed when troglitazone is
used alone [193].Taken together, data suggest



Peroxisome proliferator-activated receptors are key regulators in cell differentiation 157

that PPARy agonists are of clinical
importance in limiting cancer development
even though this benefical effect depend on
cancer type and treatment used [167, 168,
193].

In addition, genetic modifications affecting
PPAR genes are also present. A truncated
PPARa protein has been described that lacks
exon 6 in hepatoblastoma cells [194]. Its
transcriptional level corresponds to 20-50% of
PPARo mRNA and it localizes exclusively in
the cytoplasm. This truncated PPARa protein
is a dominant negative inhibitor of wild type
PPARa protein activity [194]. Likewise, a
frameshift mutation has been described for the
PPARy gene in sporadic colon cancer
affecting exon 3 and subsequently provides a
truncated protein without ligand-binding
domain [170].

Moreover, treatment with clofibrate increases
the translational level of a PPARY2 truncated
protein in rat liver [195]. This truncated
protein  specifically localizes in the
mitochondrial matrix. Its translational level
may depend on PPARa activation [196]. The
significance of these truncated proteins is
however not established. Finally, a fusion
protein, PAX8-PPARY1, has been described in
thyroid follicular carcinoma [197]. This
chimeric protein corresponds to chromosomic
translocation t(2;3)q(13;25). PAX8 promotes
development of thyroid epithelium [198]. The
resulting fusion protein is a dominant negative
inhibitor of PPARYy! activity [197].

CONCLUSION

PPARs participate to cell differentiation and
may play important roles in pathologic
processes including atherosclerosis and
cancer. Discovery of PPAR agonists has often
permit to understand the function of these
transcription factors in human physiology and
to find PPARa and PPARy-dependent target
genes. However, little is know about PPARS
target genes. The main difficulty in this field
is the absence of synthetic ligand. An other
interesting challenge comes from the use of

PPAR agonists especially PPARy ligands,
prostaglandin J2 derivatives, which interferre
with NFkB signaling pathway [132, 133].
Data demonstrate that synthetic PPARY
ligands could interplay of signaling pathway
affecting the synthesis of pro-inflammatory
prostaglandins, the synthesis of PPAR ligands
and consequently they may affect release or
metabolic transformation of fatty acids within
the cell. In addition, the net effect of
prostaglandin J2 treatment in multiple cell
pathologic process need to be clarify. Thus the
knowledge of the different connections in
PPARs ligand signaling pathways is of great
importance for human physiology.

ABREVIATIONS MAPK, mitogen-
activated protein kinase PPAR, peroxisome
proliferator-activated  receptor ; PPRE,
peroxisome proliferator response element;
RXR, 9-cis retinoic acid receptor
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bstract

The expression of peroxisome proliferator-activated receptors a (PPARa) and y (PPARYy) was studied in the human adenocarcinoma
aco-2 cells induced to differentiate by long term culture (15 days). The differentiation of Caco-2 cells was attested by increases in the
stivities of sucrase-isomaltase and alkaline phosphatase (two brush border enzymes), fatty acyl-CoA oxidase (AOX) and catalase (two
sroxisomal enzymes), by an elevation in the protein levels of villin (a brush border molecular marker), AOX, peroxisomal bifunctional
1zyme (PBE), catalase and peroxisomal membrane protein of 70 kDa (PMP70), and by the appearance of peroxisomes. The expression
" PPARa and PPARY was investigated by Western blotting, immunocytochemistry, Northern blotting and S1 nuclease protection assay
wring the differentiation of Caco-2 cells. The protein levels of PPARa, PPARY, and PPARY, increased gradually during the time-course
7 Caco-2 cell differentiation. Immunocytochemistry revealed that PPARa and y were localized in cell nuclei. The PPARYy, protein was
1coded by PPARY; mRNA because no signal was obtained for PPARy, mRNA using a specific probe in S1 nuclease protection assay. The
nount of PPARY; mRNA increased concomitantly to the resulting PPARY, protein. On the other hand, the mRNA of PPARa and PPARY,
ere not significantly changed, suggesting that the increase in their respective protein was due to an elevation of the translational rate. The
le played by the PPAR subtypes in Caco-2 cell differentiation is discussed. © 2002 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS

eywords: Caco-2 cell; Intestinal differentiation; Peroxisome; Peroxisome proliferator-activated receptor

. Introduction

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are
anscription factors belonging to the nuclear receptor su-
arfamily and have been initially described as molecular
rgets for compounds that cause peroxisome proliferation.
o date, three isotypes of PPAR have been described in
amans: o (Sher et al., 1993), NUCI, also called 3 or &
schmidt et al., 1992) and y (Elbrecht et al., 1996; Fajas et
. 1997). There are three subtypes of PPARy mRNA,
anscribed from three different promoters, which give rise
» two proteins, PPARy, and v, as the protein encoded by

* Corresponding author. Fax: +33 38 391 2319.
E-mail address.: schohn@scbiol.ubp-nancy.fr (H. Schohn).

2002 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS
[:S0248-4900(01)01178-9

PPARY3 mRNA is indistinguishable from PPARy, (Fajas et
al., 1997 and 1998).

In humans, PPARa is present mainly in liver, heart and
kidney, whose tissues exhibit high fatty acid metabolism
and high peroxisome-dependent activity. PPARf is ubiqui-
tously expressed in all tissues tested, whereas PPARy
predominates in adipose tissue, large intestine, macrophages
and monocytes (Mukherjee et al., 1994; Auboeuf et al.,
1997; Marx et al., 1998; Ricote et al., 1998; Spiegelman,
1998). Consistent with their localization, the PPAR subtypes
play different roles. After binding to specific elements
(PPREs), PPARo. regulates the transcription of several
target genes involved in lipid metabolism and homeostasis
(Desvergne and Wahli, 1995; Lemberger et al.,, 1996;
Sgrensen et al., 1998). PPARy controls adipocyte (Chawla
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et al., 1994; Tontonoz et al., 1994, 1995; Schoonjans et al.,
1996; Spiegelman et al., 1997) and monocyte/macrophage
(Marx et al., 1998; Ricote et al., 1998; Tontonoz et al., 1998)
differentiation. Until now, the precise role of PPARP has not
yet been elucidated.

In a recent study (Huin et al., 2000), we have reported
that the PPAR subtypes exhibit different patterns of expres-
sion in relation to morphogenesis and cell differentiation in
the developing human fetal digestive tract. Recent reports
indicate that the growth of several different colon carcinoma
cell lines is inhibited by the ligand activation of PPARY
(Brockman et al., 1998) and that transplantable tumors in
mice derived from human colon cancer cells show signifi-
cant reduction of growth when mice are treated with
troglitazone, a PPARY ligand (Sarraf et al., 1998). On the
other hand, Lefebvre et al. (1998) have reported that ligand
activation of PPARy in C57BL/6J-APCM™* mice promotes
the development of colon tumors, and Saez et al. (1998)
found that it accelerates the formation of colonic polyps in
the same mice. Those divergent observations lead us to
investigate the expression of PPARs in the human colon
cancer Caco-2 cells since it has been known that they
undergo spontaneous differentiation in culture when they
reach confluence (Pinto et al., 1983). The PPAR expression
was analyzed by immunocytochemistry, Western- and
Northern-blotting and S1 nuclease protection assay. The
results indicate that as Caco-2 cell differentiation goes on
characterized by the appearance of brush border and per-
oxisomal molecular markers, the protein levels of PPARa,
PPARY; and PPARY, increase gradually. The amount of
PPARy; mRNA increases concomitantly to the resulting
PPARY, protein. On the other hand, the amounts of PPARa
and PPARy, mRNA are not significantly changed during
Caco-2 cell differentiation suggesting that the increase in
their respective protein is due to an elevation of the
translational rate.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture conditions

The human adenocarcinoma cell line Caco-2 was origi-
-nally established by Fogh and Trempe (1975). Cells were
cultured in Dulbecco’s modified minimum medium
(DMEM) containing 4.5 g1™* glucose, without glutamine
and supplemented with 20% (v/v) heat-inactivated fetal calf
serum (56 °C for 30 min) and 1% (v/v) non-essential amino
acids (all obtained from Eurobio, Les Ulis, France) using an
incubator at 37 °C with a humidified 10% CO, atmosphere.
The cells (from passages between 85 and 100) were seeded
at an initial concentration of 6 x 10* ml™! and subcultured
every 5 days. After 5, 10 and 15 days of culture, the cells
were processed for ultrastructural cytochemistry and immu-
nocytochemistry or frozen in liquid nitrogen until used.

2.2. Ultrastructural cytochemistry of catalase

The presence of peroxisomes in Caco-2 cells was inves:
tigated using the procedure of Novikoff et al. (1972), whicl
allows the visualization of the peroxisomal catalase activity
after reduction of alkaline 3,3’-diaminobenzidine (DAB:
Sigma Chemical Co, St-Louis, MO, USA). In brief, Caco-2
cell monolayers were fixed at 4 °C for 40 min in 0.1 M
sodium cacodylate buffer, pH 7.4, containing 2.8% (v/v,
glutaraldehyde, then washed 3 times for 20 min in presence
of the same buffer containing 7.5% (w/v) sucrose. Cells
were treated for 3 h at 37 °C in DAB-medium. The latter
was replaced after 90 min. Samples were postfixed in 1%
(v/v) osmium tetroxide buffered with 0.1 M potassium
phosphate, pH 7.4, for 30 min, dehydrated in ethanol and
embedded in araldite/epon (v/v) mixture. Thin sections were
stained with uranyle acetate and lead citrate according to
Reynolds (1963) and observed with a Philips CM12 elec-
tron microscope at 80 kV.

2.3. Enzyme assays

Cell monolayers were rinsed three times with ice-cold
0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4, scraped with a
rubber policeman and homogenized in 2 mM Tris/HCI,
pH 7.1, containing 30 mM mannitol. Homogenates were
kept for 1h on ice, then centrifuged for 15min at
15000 x g. The supernatants were assayed for protein
concentration according to Lowry et al. (1951) using bovine
serum albumin as a standard. Sucrase-isomaltase
(EC.3.2.1.26) activity was determined according to Messer
and Dahlqvist (1966). Alkaline phosphatase (EC.3.1.3.1)
activity was measured according to Garen and Levinthal
(1960). For both enzyme activity, I unit is defined as the
activity that hydrolyses 1 pmole of substrate per minute at
37 °C under the experimental conditions. Fatty acyl-
coenzyme A oxidase (AOX; EC.1.3.99.3) was determined
using the method reported by Hryb and Hogg (1979) with
homogenates prepared in 50 mM Tris/HCL, pH 8.0, contain-
ing 0.1% (v/v) Triton X-100. Lauroyl-CoA (Sigma Chemi-
cal Co) was used as a substrate and the molecular extinction
coefficient was 6930 M~! cm™!. One unit is defined as the
activity that converts 1 pmole NAD* into NADH, H* per
minute at 37 °C under the experimental conditions. Catalase
(EC.1.11.1.6) activity was assayed according to Baudhuin et
al. (1964). One unit ‘Baudhuin’ (UB) is defined as the
activity that hydrolyses 1 pmole of substrate per minute at
4°C.

2.4. Immunoblot analysis

Cell homogenates were prepared according to two pro-
tocols. Firstly, Caco-2 cells were homogenized in 20 mM
Tris/HCI, pH 8.0, containing 5 mM EDTA and 1% (v/v)
Triton X-100, then centrifuged at 15 000 x g for 30 min at
4 °C. The protein concentration of the supernatant was
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etermined using the DC detergent protein quantification kit
Biorad, Hercules, CA, USA). These homogenates were
sed for immunoblotting of peroxisomal proteins. Secondly,
‘aco-2 cells homogenates were prepared according to
Tansen et al. (1996) and used for PPARs immunoblotting.
amples were analyzed by Western blotting and ECL
>hemiluminescence kit, Roche, Mannheim, Germany) ac-
ording to the manufacturer’s protocol. The membrane was
1cubated for 1 h at room temperature with rabbit polyclonal
ntibody raised against pig villin (diluted 1:20 000) (Robine
t al., 1985) or rat AOX (diluted 1:2000) (Duclos et al.,
997) or rat peroxisomal bifunctional enzyme (PBE,; diluted
:2000) (Duclos et al., 1997), or rat 70 kDa peroxisomal
1iembrane protein (PMP70; diluted 1:2000) (Duclos et al.,
997), or beef catalase (diluted 1:5000) (El Bouthoury et al.,
992), or human PPARa (diluted 1:1000), or human PPARY
1 polyclonal antibody directed against a common peptide
zquence to both PPARy,; and PPARY, (diluted 1:1000)], or
uman PPARY, (diluted 1:5000) (Huin, 2000). The bands
rere scanned with a Scan Sharp G x 330 densitometer
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Results
rere expressed as means = SD from three independent
xperiments. Data are presented as pixels number per band
1 arbitrary unit.

5. Immunocytochemistry

Immunocytochemical analysis was performed as de-
cribed by Plénat et al. (1994). In brief, Caco-2 cells were
craped with a rubber policeman, centrifuged at 1000 x g
or Smin at 4 °C and fixed in 4% (w/v) formaldehyde in
.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4, overnight at
°C. Cell pellets were washed once in the same buffer
ontaining 0.15 M NaCl, then embedded in paraffin. Semi-
1in section (5 wm) of cell pellets were layed onto superfrost
lides. Sections were deparaffined by successive washes in
sluene (three times for 5 min), in 99% (v/v) ethanol (twice
r 5 min), in 95% (v/v) (twice for S min) and finally rinsed
1 bidistilled water for 3 min. All procedures were at room
:mperature. Cell sections were rehydrated with 0.1 M
otassium phosphate buffer containing 0.1% (v/v) Tween 20
or Smin at room temperature. Sections were then incu-
ated overnight at 4 °C with rabbit polyclonal antibodies
liluted at 1:400), raised against either PPARa or PPARY
{uin et al,, 2000). The same dilution was used for the
ommercial PPARy antiserum purchased from Affinity Bio
eagents (Golden, Co, USA). Sections were then succes-
vely washed with 0.1 M potassium phosphate buffer
ontaining 0.1% (v/v) Tween 20, incubated with goat anti
wbbit biotinylated IgG solution (Dako S.A., Trappes,
rance), diluted 1:200, for 1 h at room temperature, washed
gain and incubated with streptavidin/peroxidase mix
Jako), diluted at 1:200, for 1 h at room temperature. Cell
:ctions were washed and peroxidase substrate (AEC,
lako) was added for 5 min. Enzymatic reaction was
opped by immersing the slides in bidistilled water. Cell

sections were finally stained with 0.1% (w/v) hematoxylin.
Negative controls were achieved by omitting anti-PPAR
antiserum. Inhibition controls were carried out by preincu-
bating diluted antisera with increased amounts (1-5 pg) of
the PPAR peptide used for rabbit immunization. For both
antiserum, a 50% inhibition was obtained starting with 1 pg
of PPAR peptide (results not shown).

2.6. Northern blot analysis

Total RNA was extracted from Caco-2 cells (Chomcezyn-
ski and Sacchi, 1987) and poly(A*)RNA was prepared
(Aviv and Leder, 1972). A cDNA comprising part of the E
domain of the human PPARo (Sher et al.,, 1993) was
obtained by reverse transcription coupled to PCR (Sam-
brook et al., 1989). The first cDNA strand was synthesized
from 2 pg of poly(A*)RNA using the avian myeloblastosis
virus reverse transcriptase (Roche) and the primer o-down
(5’-GTACATGTCTCTTGTAGATCTC-3’, hybridizing at
the 3’ end of the E domain of PPAR). The cDNA was then
subjected to PCR amplification with the primers o-down
and a-up (5’-GCTGCTATAATTTGCTGTGGA-3’, hybrid-
izing at the 5’-end of the E domain of PPARa) using the Tag
polymerase (Life Technologies, Paisley, UK). Amplification
was carried out by 30 cycles at 95 °C for 30 s, 55 °C for
30s, and 72 °C for 30 s, followed by an extension step at
72 °C for 5 min. A cDNA comprising part of the A/B
domain of the human PPARy (Elbrecht et al., 1996; Fajas et
al., 1998) was obtained as described above. The primers
used were y-down (5’-GTCTGTGGAGATAAAGCTTCT-
GGGATTTCAC-3’) and y-up (5’CGCCACGCCGTGGC-
CGCAGAAATGACC-3’). The PCR products were purified
using the prep A gene DNA purification matrix kit (Biorad)
then sequenced (Sanger et al., 1977) using the circum vent
thermal cycle dideoxy DNA sequencing kit (Biorad).

Total (10 ug) and poly(A*) (2 ug) RNAs were resolved
on a 1% agarose gel then transferred onto a nylon positive
membrane (Q-Biogen, Ilkirch, France). The membranes
were probed with the purified PCR products labeled with
[a-*2P] dCTP using a megaprime DNA labeling kit (Amer-
sham Pharmacia Biotech). They were washed four times in
2x SSC for 5 min at room temperature, twice in 0.5x SSC
containing 0.1% (v/v) SDS for 15 min at 60 °C and subse-
quently revealed by autoradiography with X-OMAT films
(Kodak, Stuttgart, Germany). Blots were dehybridized and
rehybridized with a labeled glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (G3PDH) probe (Clontech, Palo Alto, CA,
USA). Results are expressed as PPAR relative values (PPAR
pixel numbers versus G3PDH pixel numbers).

2.7. Nuclease protection assay

Specific human PPARa, PPARYy,, PPARY,, PPARY, and
G3PDH cDNAs were obtained by standard RT-PCR using
total RNA (5 ng) extracted from Caco-2 cells. Selected up
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Table 1

Primers selected for S1 nuclease protection assay.

Probe Primer up (5’-3’) Primer down (5°-3) Length (bp) Reference
hPPARa GCCCAGGCTGAAGCTCAGGG GACACGGAAAGCCACTCTTGC 244 Sher et al. (1993)
hPPARY, TCGGACCCCGAGCCCGAG TCAAACGAGAGTCAGCCTTTAAAC 133 Fajas et al. (1997)
hPPARY, CCCATCTCTCCCAAATATTT CACAGAGATCGCATTCGGCCC 282 Fajas et al. (1997)
hPPARY; GAAAGAAGCCGACACTAAACCAC ACACCTCATCTTTACGACCTCTTC 222 Fajas et al. (1998)
G3PDH CCCATCACCATCTTCCGA GGAAACTGTGGCCTGTAG 380 Tso et al. (1985)

and down primers are indicated in table 1. Amplification
was carried out by 30 cycles (95 °C, 30s; 60 °C, 30s;
72 °C, 30s) followed by an extension step at 72 °C for
5 min. After purification, the PCR fragments were cloned
into the pBluescript II KS* vector to obtain the recombinant
plasmids pKS*/PPARa, pKS*/PPARY,, pKS*/PPARY, and
pKS*/G3PDH then sequenced. The PPARYy, probe (133 nt)
contained exon Al (94 nt) and a part of exon El (39 nt)
according to the definition of the genomic structure of the
human PPARY gene by Fajas et al. (1998). The PPARY,
probe (282 nt) spanned exon B (243 nt) and the 5° end of
exon | (39 nt) whereas the PPARy,; probe (222 nt) con-
tained the full length exon A2 (76 nt) and exon 1 (146 nt).

The plasmids were linearized as follows: pKS*/PPARY,
and pKS*/PPARy, with Bam H1, pKS*/PPARYy,; and
pKS*/G3PDH with Eco R, then labeled with [a->*P] dCTP
by down extension using 7ag polymerase and the specific
primer (Table 1). Total RNA (5 ug) extracted from Caco-2
cells at different durations of culture, was first treated by
RNAse free RQ-1 DNAse (Promega, La Jolla, CA, USA)
then hybridized with the labeled single-stranded DNA
probes (105 cpm per sample) at 60 °C for 16h. Non
hybridized DNA was digested by S1 nuclease (50U per
sample) for 1h at 37°C then extracted by phenol/
chloroform procedure (Sambrook et al., 1989). The
DNA/RNA hybrids were resolved by electrophoresis on a
5% polyacrylamide gel under denaturing conditions. Then,
the gel was exposed to a X-OMAT Kodak film for 24 h. The
resulting bands were quantified by densitometry and the
values were standardized versus the corresponding G3PDH
values.

2.8. Statistical analysis

Data concerning the activities of sucrase-isomaltase,
alkaline phosphatase, AOX and catalase were expressed as
means = standard deviations from three independent experi-
ments. Densitometric analyses of S1 nuclease protection
assay blots were carried out from four independent experi-
ments. Evaluation of statistical significances was assessed
using analysis of variance (ANOVA) and the Fisher pro-
tected least significant difference test (multiple compari-
sons) (Winer, 1971). Statistical significance is indicated in
each figure.

3. Results
3.1. Assessment of Caco-2 cell differentiation

The specific activities of sucrase-isomaltase and alkaline
phosphatase (two brush border membrane enzymes), AOX
and catalase (two peroxisomal enzymes) were determined in
homogenates of Caco-2 cells cultured for 5, 10 and 15 days.
As shown in table 2, the specific activities of sucrase-
isomaltase and alkaline phosphatase increased steadily dur-
ing cell culture. They were increased by 2.3 and 5.7 fold,
respectively at day 15 of culture when compared to control
values (5 days of culture). The pattern of peroxisomal
enzymes was somewhat different as AOX and catalase
specific activities increased by 1.7 and 3 fold, respectively,
between day 5 and day 10 of cell culture then remained
constant.

Using specific polyclonal antibodies, the protein levels of
villin, a molecular marker of brush border development, and
of AOX, PBE, catalase and PMP70 (both peroxisomal
proteins) were analyzed by Western blotting. An unique
band with molecular weight of 90 kDa was detected for
villin in Caco-2 cell homogenates. Its intensity increased
about 2.3 fold following 15 days of culture (Fig. 1). What-
ever the duration of culture, three bands were immunode-
tected for AOX at 65.6, 56 and 42 kDa, respectively. This is
consistent with previous western blot data for this enzyme
(Duclos et al., 1997). Scanning densitometry of the intensity
of the 56 kDa subunit revealed a gradually increase giving
a maximum of about 3.3 fold at 15 days of culture (Fig. 2).
PBE and catalase exhibited only one band estimated at

Table 2
Specific activities of enzymes from cultured Caco-2 cells.

Duration of Caco-2 cell culture

Enzymes 5 days 10 days 15 days
Sucrase-isomaltase  65.1+3.9 80.7%5.5 1552+ 10.1
Alkaline phosphatase 0.95+ 0.1 352+4.1 55%4.5
AOX 0.74 £ 0.04 1.10+0.1 1.11 £0.05
Catalase 123£0.2 346%0.5 35606

They were determined as described in Materials and methods and
expressed as mU mg~! protein. Values represent means * standard devia-
tions from three independent experiments. ANOVA and multiple compa-
rison analysis show a significant difference (p <0.01) for all enzymes
activities measured at day 15 versus day 5.
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ig. 1. Western blotting of villin during Caco-2 cell differentiation.
{omogenates were prepared as described in Materials and methods and
issayed for Western blotting using rabbit antiserum raised against villin,
fhe observed bands were scanned. Histograms correspond to results
btained from three independent experiments. Results are expressed as
neans + standard deviations of pixel number/band. ANOVA and multiple
:omparison analysis show a significant difference (p <0.02) for villin
rrotein level at day 15 versus day 5.

70 kDa and 60 kDa, respectively (Fig. 2). The 60 kDa band
sorresponded to the monomer of catalase. During cell
:ulture, an increase of about 2 and 3 fold was noted in the
ntensity of the protein level of PBE and catalase, respec-
ively (Fig. 2). A weak increase was also observed for
°MP70 level following 10 days of culture (Fig. 2). How-
zver, this increase was not statistically significant.

In order to establish whether these biochemical changes
were related to structural alterations in cultured Caco-2
sells, we investigated the presence of peroxisomes by
iltrastructural cytochemistry of catalase. DAB-positive
structures were not detected in proliferating Caco-2 cells at
5 days of culture (not shown). They were very scarce at
day 10 (Fig. 3a,b). On the other hand, their presence was
zvident after 15 days of culture (Fig. 3c,d). Peroxisomes
2xhibited two different profiles: round to oval forms and
elongated, worm-like structures.

3.2. PPAR immunoblotting

Polyclonal antibodies against human PPARa, PPARY
and PPARYy, were applied for Western blotting in order to
investigate the expression of these PPAR subtypes during
Caco-2 cell culture. As shown in Fig. 4, a major band
estimated at 52kDa was detected in homogenates by
PPARa antibody. Its intensity increased about 1.9 fold
between day 5 and day 15 of culture. The polyclonal anti-
PPARy antibody which was directed against a common
peptide sequence to both PPARY, and PPARY, recognized a
large band at 50 kDa which may comprised the two PPARYy
isotypes (Fig. 4). A 3.3 fold increase in the intensity of this

band was noted by 15days when compared to values
obtained with Caco-2 cells after 5 days of culture. In
addition, we used another polyclonal antibody raised against
a NH2-terminal peptide specific to PPARYy, and which has
been previously described (Huin et al., 2000). A slighter
band was immunodetected, which showed a 2 fold increase
in its intensity between day 5 and day 15 of Caco-2 cell
culture (Fig. 4).

3.3. PPAR immunocytochemistry

Polyclonal antibodies against PPARa (Fig. 5a—c) and
PPARY (Fig. 5d-i) were used. At day 5, only few nuclei
were immunostained whatever the antiserum used (Fig.
5a,d,g). An immunoreactivity was also found in the cyto-
plasm. PPAR immunostaining increases at day 10 (not
shown) and was pronounced at day 15 (Fig. 5b,e,h). At this
duration of culture, the signals were mainly localized in
nuclei. However, all nuclei were not positively stained.
Moreover, a positive reaction could also be observed in
cytoplasm. The immunostaining of nuclei was always more
pronounced with PPARo antiserum than with PPARy anti-
serum. Using the commercial antiserum directed against
PPARY (Fig. 5g,h), a similar labeling to that obtained with
the PPARY antiserum (Fig. 5d,e) prepared in our laboratory
was found. At least, no immunostaining was observed in
control sections (Fig. 5c,f,i) when the first antiserum was
omitted.

3.4. PPAR mRNA quantification

In a first step, Northern blot analysis of PPARa and
PPARYy expression was carried out using total and poly(A™)
RNA extracted from Caco-2 cells cultured for 5, 10 and
15 days. The sequences of the DNA probes used for this
study were found identical to the published ones (Sher et al.,
1993; Elbrecht et al.,, 1996; Fajas et al, 1997). Three
transcripts were found for PPARa with sizes of 1.8, 5.8 and
10 kb, respectively, in good agreement with previous reports
(Gebel et al., 1992; Farrants et al., 1993; Steineger et al.,
1994). Densitometrical analysis of the 1.8 kb signal re-
vealed after 10 days of culture an elevation of the PPARa.
mRNA level to almost 1.5 fold the amount found in cells
after 5 days of culture (Fig. 6). A slight decrease of the
mRNA level was observed by 15 days of culture when
quantification was achieved with poly(A*) mRNA. Using a
A/B domain DNA probe hybridizing with the different
messengers of PPARy, an unique signal at 2.1 kb was found
with the poly(A™) RNA. By day 10, the mRNA level was
strongly increased to 2.8 fold the level found with cells
cultured for 5 days (Fig. 6). Thereafter, the PPARYy mRNA
level did not change significantly.

To further quantify PPAR mRNA levels, S1 nuclease
protection assays were carried out. For that purpose, specific
DNA probes for PPARo and for the different PPARY
transcripts were prepared by RT-PCR, cloned and their
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Fig. 2. Western blotting of peroxisomal proteins during Caco-2 cell differentiation. Homogenates were prepared as described in Materials and Methods and
assayed for Western blotting using rabbit antisera raised against AOX, PBE, catalase and PMP70, respectively. The resulting bands were scanned. Histograms
correspond to results obtained from three independent experiments. Results are expressed as means * standard deviations of pixel number/band. ANOVA and
multiple comparison analysis show significant differences for AOX, PBE (p < 0.01) and catalase (p < 0.02) protein level at day 15 versus day 5.

sequences were controlled. Nuclease protection assay for
PPARa (Fig. 7a,c) confirmed the results obtained by North-
ern blotting. The PPARY, (Fig. 7d) and PPARY; (Fig. 7¢)
transcripts hybridized with their respective probe corre-
sponding to bands estimated at 282 and 222 nt, respectively.
In addition, two protected RNA fragments estimated at 243
and 39 nt for PPARY,, at 146 and 76 nt for PPARY,, could
be generated when PPARYy probes hybridized with non
spliced mRNA. For PPARY,, only the 243 nt fragment was
observed (Fig. 7d), whereas that of 39 nt was eluted from
the gel during electrophoresis. Likewise, an additional RNA
fragment at 222 nt corresponding to exon A2 of PPARYy,
probe was observed (Fig. 7e) whereas the 76 nt-RNA
fragment corresponding to exon A2 was eluted from the gel
during electrophoresis (Fig. 7¢). The mRNA levels for
PPARy, were too low in cultured Caco-2 cells to be
detected by the method used (Fig. 7b). The PPARy, mRNA
level was quantified with the 282 nt band corresponding to
mature mRNA. It was not significantly altered during

differentiation of Caco-2 cells. By contrast, a 2 fold increase
in the PPARy; mRNA level estimated with the 222 nt band
occurred between day 5 and day 15 of culture (Fig. 7¢). This
increase was statistically significant.

4. Discussion

The present study provides new insights about the
relation between the differentiation of Caco-2 cells and the
expression of PPARa and PPARY.

4.1. Caco-2 cell differentiation is accompanied
by peroxisomal alterations

The Caco-2 cell line is among the few intestinal cell lines
known to display in vitro a typical enterocytic differentia-
tion. The latter presents several precise chronological,
morphological and functional characteristics. It is a growth-
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Fig. 3. Peroxisomes in Caco-2 cells. The visualization of the peroxisomal catalase activity was carried out as described in Materials and methods. a. Cross
section in 10 day-old Caco-2 cell monolayer. Note the presence of a plurilobular nucleus and of microvilli at the apex of the cell. b. Visualization of
DAB-positive structures in 10 day-old Caco-2 cells. Peroxisomes (arrows) are located near mitochondria. ¢ and d. DAB-positive structures in 15 day-old
sells. The visualization of peroxisomes was more evident. They are oval to vermiform (arrows and arrow heads). M: mitochondrion; Bar: 1 pm (a and c¢);

2.5 pm (b and d).

related process, with the cells being undifferentiated when
sxponentially growing, and with the onset of the differen-
riation taking place at confluency and being complete within
20 days (Pinto et al., 1983; Rousset et al., 1985). In the late

stages of the culture, the cells form a polarized monolayer
and exhibit a typical brush border. Although the pattern of
molecular brush border markers has been extensively ana-
lyzed during Caco-2 cell differentiation (Zweibaum et al.,
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Fig. 4. Western blotting of PPAR«a and vy during Caco-2 cell differentiation. Homogenates were prepared as described in Materials and methods and assayed
for Western blotting using a rabbit antiserum raised against PPARa, PPARY and PPARY,. Histograms correspond to results obtained from three independent
experiments. Results are expressed as means + standard deviations of pixel number/band. ANOVA and multiple comparison analysis show significant

differences for PPARa (p < 0.02), PPARY (p < 0.01) and PPARY, (p <0.05).

1983; Robine et al., 1985; Rousset et al., 1985), no study has
been devoted to the peroxisomal compartment. We found
that the expression of AOX and catalase was biochemically
detectable in Caco-2 cells cultured for 5 days eventhough
DAB-positive structures were not currently seen at this
stage of culture. This result is in good agreement with
previous reports showing that morphologically identifiable
peroxisomes are scarce or absent in colon carcinoma cells
despite the presence of AOX and catalase (Cablé et al.,
1992; Lauer et al., 1999). The differentiation of Caco-2 cells
is accompanied by a marked increase in number and
enzyme activity of peroxisomes. Interestingly, these peroxi-
somal changes mimic those occurring in differentiating
epithelial cells along the crypt—-villus axis of the intestine
(Cabl¢ et al., 1992). Moreover, peroxisomes in differenti-
ated Caco-2 cells are morphologically similar to those
encountered in human enterocytes from the 16th week of
gestation (Dauga et al., 1996) to the adult life (Roels et al.,
1991).

4.2. PPARa expression increases during Caco-2 cell
differentiation

In the present study, increases in mRNA and protein
levels were observed for PPARa between day 5 and day 10
of Caco-2 cell culture, which represent the earlier period of
cell differentiation. Thereafter, the protein amount increased
steadily whereas the PPARo. mRNA level remained con-
stant. In addition, the PPAR protein was mainly detected in
nuclei of differentiating Caco-2 cells as shown by immuno-
cytochemistry. Our data are in line with former reports
showing that the differentiation of human hepatoblastoma
HepG2 cells is accompanied by an increase in PPARa
expression (Stier et al., 1998). The concomitant develop-
ment of the peroxisomal compartment during Caco-2 cell

differentiation suggested a participation of PPARa in bio-
genesis of peroxisomes. However, PPARa is highly ex-
pressed in human colon carcinoma characterized by their
paucity of peroxisomes (Lauer et al., 1999). In addition,
tissues of PPARa-null mice exhibit a basal level of peroxi-
somes, suggesting that PPARo is not required for the
constitutive formation and biogenesis of peroxisomes (Lee
et al., 1995; Gonzalez, 1997). We found that the protein
level and the activity of several peroxisomal enzymes were
increased during Caco-2 cell differentiation. Because the
genes encoding those peroxisomal enzymes are controlled
by PPARa. (Zhang et al., 1992; Varanasi et al., 1996), it is
very likely that this transcription factor participates actively
to the maturation process of peroxisomes in Caco-2 cells.

4.3. Differential PPARy expression during Caco-2 cell
differentiation

Transcription of the human PPARy gene from three
different promoters gives rise to three different PPARYy
mRNA (Fajas et al., 1998). By S1 nuclease protection assay
with specific probes, we detected the presence of PPARY,
and PPARY; in Caco-2 but not that of PPARY, mRNA. The
result concerning PPARY; mRNA is at variance with the
previous work of Fajas et al. (1998). The discrepancy may
be due to a difference in the nature and the specificity of the
probe used. During Caco-2 cell differentiation, no signifi-
cant change was observed in the mRNA level of PPARY,,
whereas an increase was noted in the amount of the
corresponding protein as attested by our immunocytochemi-
cal and Western blot data using a polyclonal antibody which
recognized specifically the human PPARy, protein (Huin et
al.,, 2000). A possible explanation includes an enhanced
translation rate for the PPARY, mRNA. On the other hand,
a significant increase was found in the PPARY; mRNA level
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Fig. 5. PPAR localization in Caco-2 cells during the differentiation process. Immunocytochemistry was performed as described in Materials and methods
using PPAR« (a-c), produced (d—f) and commercial (g-i) PPARY rabbit antisera. No signal was obtained with controls (c, f, i) performed with Caco-2 cells
cultured for 15 day's. Nuclear immunoreactivity (arrows) was observed at day 5 (a, d, g) whatever the antiserum used. Nuclear localization was evident at

day 15 (b, e, h). Immunoreactivity was strongest with PPAR« antiserum than with PPARy antisera (compare b to e, h).

between day 5 and day 15 of Caco-2 cell culture. It has been
demonstrated that PPARy, protein is encoded by both
PPARY, and PPARy; mRNA (Fajas et al., 1997 and 1998).
Using polyclonal antibodies that recognized both PPARY,
and PPARY, proteins, our immunocytochemical and West-
ern blot data revealed an increase in PPARY content during
Caco-2 cell differentation. It is likely that the PPARYy,
protein contributes partly to this increase for the following
reasons:

e the intensity of the band recognized by the anti-PPARY
antibody increased steadily during cell culture whereas
the protein level of PPARY, remained constant after
10 days of cell culture;

e the level of the PPARy; mRNA encoding the PPARy]
protein increased gradually with time in cell culture.

PPARY is reported to be expressed in human (Brockman
et al., 1998; Sarraf et al., 1998) and rodent (Lefebvre et al.,
1998; Saez et al., 1998) colon tumor cells. Although both
PPARy, and PPARY, proteins are detected in fat tissues, it
is believed that expression of the PPARY, isoform remains
mainly adipocyte-specific whereas the PPARY, isoform may
be extra-adipocytic. However, in a recent report we have
demonstrated the presence of the PPARy, protein and
mRNA in the human fetal intestine by immunocytochemis-
try, Western blotting and S1 nuclease protection assay (Huin
et al., 2000). The physiological role of PPARYy in colon is
still debated. PPARY ligands have been shown to inhibit the
proliferation and to induce the differentiation of human
colon cancer cells (Brockman et al., 1998; Sarraf et al.,
1998). On the other hand, the same ligands enhance colon
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Fig. 6. PPARa and vy transcript levels analyzed by Northern blotting. Total and poly(A*")RNA from Caco-2 cells cultured for 5, 10, 15 days were analyzed
by Northern blotting. Membranes were hybridized with PPARc DNA probe, dehybridized and reprobed with PPARyY and G3PDH probes, successively. The
bands were scanned and PPAR values were standardized against G3PDH values then plotted. Results are expressed in arbitrary units.

polyp and tumor formation in the M™*mouse modet (Lefeb-

vre et al., 1998; Saez et al., 1998). It is evident from our
results that the spontancous differentiation of Caco-2 cells is
accompanied by an increase in PPARY expression. Our data
are in good agreement with those of Wachtershauser et al.
(2000) showing that PPARy mRNA and protein increase
significantly during butyrate-induced Caco-2 cell differen-
tiation. PPARY also plays a major role in the differentiation
of other cells such as adipocytes (Tontonoz et al., 1994; Wu
et al,, 1999), monocytes/macrophages (Tontonoz et al,
1998), preputial sebocytes (Rosenfield et al., 1999), epider-
mal cells (Rivier et al., 1998) as well as colon (Brockman et
al., 1998; Sarraf et al., 1998; Kitamura et al., 1998), prostate
{(Kubota et al., 1998) and breast (Mueller et al., 1998) cancer
epithelial cells. Furthermore, activation of PPARY results in
differentiation in patients with liposarcoma (Demetri et al.,
1999). PPARY does not only control genes responsible for
the differentiated cell phenotype, but also participates to the
regulation of cell cycle withdrawal (Altiok et al., 1997). In
fact, PPARYy activation inhibits the DNA-binding and tran-
scriptional activity of E2F/DP factors, which are involved in
cell growth. At the present time, it is difficult to speculate
about the precise role played by PPARY in the colon cell’s
life.

In summary, the long-term culture of the human adeno-
carcinoma Caco-2 cells leads to their differentiation. The

latter is accompanied by the development of the peroxiso-
mal compartment marked by an increase in both number
and enzyme activity of peroxisomes. Concomitantly to the
differentiation of Caco-2 cells, the expression of PPARa,
PPARYy, and PPARY, is increased. A possible involvement
of PPARa in the maturation process of peroxisomes is
suggested because this transcription factor controls genes
encoding peroxisomal proteins. On the other hand, the
consequences of the increase in PPARY expression in cell
differentiation remain unclear.
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Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are transcription factors
belonging to the nuclear receptor family. Three isotypes of PPAR have been described in
humans (a, NUC-1 also called B or 9; and vy). PPAR have been implicated in a variety of
biological processes including colon cancer. We have studied the expression of PPAR in
colonic tissues in three biological situations: during development of the human fetal digestive
tract, in Caco-2 cells used as a model of enterocyte-like differentiation and in biopsies from
tumoral and normal adjacent human colon.

The PPAR subtypes are expressed as early as 7 weeks of foetus development in cell
types of endoderm and mesoderm origins. The presence of PPARy protein is found by
Western blotting and that of the encoding mRNA by nuclease-S1 protection assay,
confirming that this subtype is not adipocyte-specific. PPARc, PPARB and PPARy exhibit
different spatio-temporal patterns of expression during morphogenesis of the digestive tract.
Whatever the stage and the gut region (except the stomach) examined, PPARYy is expressed
at a high level, suggesting some fundamental role for this receptor in development and/or
physiology of the human digestive tract.

The expression of PPARo and y was next studied in Caco-2 cells. This cell line
exhibits enterocyte-like differentiation during long term culture. We showed by
immunohistochemistry that both isotype protein levels increased gradually during cell
differentiation Using Nuclease S1 protection assay, we demonstrated that there is not a
concomitant increase in the transcriptional level of PPAR subtypes, especially PPARc and
isoforme PPARy, which seemed to be regulated at the translational level.

Since PPARy has been involved in human colon carcinoma, we finally investigated
the expression of this PPAR subtype in biopsies obtained from human colon
adenocarcinoma. At the transcriptional level, PPARy was less abundant in tumours than in
normal-paired tissues. In contrast, using immunohistochemistry we showed that the
PPARy protein amount was more abundant in tumoral tissues. In addition PPARy
immunostaining was exclusively found in cytoplasm. Moreover, in normal adjacent tissues
PPARY was present in the upper one-third of the crypts suggesting that PPARYy expression is

associated to the differentiation/maturation process of columnar celis.

PPAR, Colorectal cancer, development, Caco-2



Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) sont des
facteurs de transcription appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires. Trois sous-
types de PPAR ont été décrits chez 'lhomme (o, NUC-1 aussi nommé 3 ou 9§, et vy). Les
PPAR sont impliqués dans de nombreux processus biologiques dont le cancer colorectal.
Nous avons etudie I'expression des PPAR dans le colon dans trois situations biologiques :
durant le développement du tractus digestif foetal humain, au cours de la différenciation des
cellules Caco-2 en tant que modéle de différenciation entérocytaire et dans des biopsies de
tumeurs coliques humaines et du tissu sain apparenté.

Les différents sous-types de PPAR sont exprimés dés la 7°™ semaine de
développement dans les cellules d’origine mésodermique et endodermique. La présence de
la protéine PPARy est confirmée par immunoréplique et celle des ARNm codant par
protection & la nucléase S1. Ceci confirme que ce sous-type n’est pas uniquement spécifique
de l'adipocyte. Les PPAR montrent un profil d’expression différent durant la morphogenése
du tractus digestif foetal. Aux différents stades et régions observés, PPARY est exprimé a des
taux importants, suggérant un réle fondamental pour ce récepteur dans le développement
et/ou dans la physiologie du tractus digestif humain

Les expressions de PPARo et de PPARY ont été étudiées dans les cellules Caco-2,
cellules qui se différencient spontanément en entérocytes dans des conditions standard de
culture. Nous avons montré par immunocytochimie que l'expression des deux isotypes
augmente graduellement durant la différenciation. Par la technique de protection a la
nucléase S1, nous avons montré une augmentation concomitante des taux transcriptionnels
des sous-types de PPAR, notamment de PPARo et de PPARYy2 qui semblent étre régulé par
un taux translationnel.

Enfin, nous avons étudié I'expression des sous-types de PPAR dans des biopsies
obtenues a partir d’adénocarcinomes coliques humains. Le taux transcriptionnel de PPARYy
est plus faible au niveau des tumeurs. Par contre, nous avons montré par immunocytochimie
que la protéine PPARy est plus abondante dans le tissu tumoral. La localisation de la
protéine dans les tumeurs est cytoplasmique. Dans le tissu sain, PPARY est localisé dans la
partie supérieure des glandes suggérant un réle de ce récepteur dans la différenciation /

maturation des cellules.

PPAR, cancer du colon, développement, Caco-2
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