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Abstract 

Urothelial carcinoma is the most common solid malignancy of the bladder. Urothelial tumors can be 

classified into three categories: (i) tumors confined to the urothelium (pTa) which will recur at least 

once and progress to infiltrating or less differentiated neoplasms; (ii) muscle-invasive carcinomas 

(≥pT2) and (iii) tumors confined to the lamina propria (pT1) that will progress to a poor prognosis 

muscle-invasive disease and are potentially lethal. The clinical outcome of stroma-invasive (pT1) 

bladder tumors is unpredictable, that is why novel prognostic factors, that would give information 

independently of classical predictors, are necessary to improve the biological assessment of the pT1 

tumors. 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF or VEGF-A) is considered as one of the most important 

angiogenic regulator in tumor angiogenesis. Northern-blotting analysis and quantitative RT-PCR 

revealed that VEGF transcript levels were higher in pT1 and pT2 bladder cancers than in pTa 

tumors, which suggested that VEGF mRNA level could serve as a prognostic indicator of 

progression in bladder cancer. 

In a previous study, we reported that in two different human bladder cancer cell lines, RT4 (derived 

from grade I papillary carcinoma) and T24 (derived from grade III undifferentiated carcinoma), 

VEGF was differentially up-regulated by the three PPAR isotypes. Its expression was increased by 

PPARα, β, and γ in RT4 cells and only by PPARβ in T24 cells. We hypothesized that the loss of 

nuclear localization of a protein related to the FABP family in grade III undifferentiated carcinoma-

derived T24 cells could explain this difference because some isotypes of FABP could regulate the 

PPAR transcriptional activity through transport of PPAR agonists from cytoplasm to nucleus. We 

demonstrated that A-FABP is present in the cytoplasm and in the nucleus of RT4 cells and strictly in 

the cytoplasm of T24 cells. We reported, from clinical samples of bladder tumors, that the decrease 

of A-FABP transcript level is significantly linked to tumor stage and to histologic grade. A loss of 

A-FABP expression is observed in poor prognosis high grade pT1 tumors in comparaison to good 

prognosis tumors suggesting that A-FABP is a tumor suppressor gene. Thus, the re-expression of A-

FABP could be a putative therapeutic approach in early stage bladder cancer to prevent disease 

progression. We demonstrated that this marker is up-regulated by pharmacological molecules such 

as fibrates and thiazolidinediones (PPARα and γ agonist). According to these results, these 

molecules could be used for bladder cancer treatment. 

Keywords: A-FABP – VEGF – PPAR – bladder cancer – pronostic markers 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

I. Le cancer de la vessie 

I.1. Epidémiologie 

Une étude de l’IARC (International Agency for Research on Cancer) réalisée en 2002 

(Parkin et al., 2005) classait le cancer de la vessie en onzième position au niveau mondial en 

termes d’incidence, avec 357 000 nouveaux cas estimés et un nombre de décès estimé de 145 000. 

L’incidence est plus importante dans les pays développés (Europe et USA). Ce cancer touche trois 

à quatre fois plus les hommes que les femmes et la mortalité par cancer de la vessie est cinq fois 

plus élevée chez l’homme. Il est classé au neuvième rang des causes de mortalité par cancer chez 

l’homme. En France, le rapport de l’Institut National de Veille Sanitaire, publié en 2003 

(Grosclaude, 2003), classe le cancer de la vessie au 6ème rang des cancers en termes d’incidence 

avec 10 700 nouveaux cas pour l’année 2000 et 4 558 décès soit 3 % de l’ensemble des décès par 

cancer. L’incidence augmente de façon très importante à partir de 40 ans. L’âge moyen au 

moment du diagnostic est de 69 ans chez l’homme et de 71 ans chez la femme (Chopin et 

Gattegno, 2001).  

I.2. Les facteurs de risque 

L’inhalation de fumée de tabac est le facteur de risque le plus important pour le cancer de la 

vessie, l’Odds ratio1 est de 2,57 et le nombre de cancer lié au tabac est évalué à 40 % (Zeegers et 

al., 2000). Ce sont essentiellement les aérosols de la fumée de tabac comportant des amines 

aromatiques (4-aminobiphényl et toluidine) à fort pouvoir carcinogène qui sont incriminés 

(Cordon-Cardo et al., 1994). Le deuxième facteur de risque est lié aux expositions 

professionnelles qui sont à l’origine de 5 à 10 % des cancers de la vessie (Kogevinas et al., 2003). 

Les professions exposées sont liées essentiellement à l’industrie chimique, métallurgique et 

automobile (Golka et al., 2004). Dans ces professions, les employés sont tous en contact avec des 

carcinogènes contenant des amines aromatiques ou des hydrocarbures aromatiques polycycliques. 

Des irritations chroniques de l’appareil urinaire induisent également une augmentation du risque 

de cancer de la vessie. Deux causes principales d’irritation chronique sont connues : l’infection 

urinaire chronique ou bilharziose urinaire, causée par Schistosoma haematobium retrouvé 

principalement dans la population africaine (Hodder et al., 2000) et le cathétérisme vésical 

chronique chez les paraplégiques (Groah et al., 2002). Ces irritations engendrent principalement 

1 L’Odds ratio est une mesure statistique, utilisée en épidémiologie, qui définit le facteur de risque pour un groupe A
de développer une maladie par rapport à un groupe B. Dans notre exemple, un fumeur a 2,57 fois plus de risque de
développer un cancer de la vessie par rapport à un non-fumeur. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

des cancers urothéliaux de type épidermoïde. Certains agents chimiothérapeutiques, comme le 

cyclophosphamide, seraient associés à une augmentation du risque de cancer de la vessie (Knight 

et al., 2002). Il n’existe apparemment pas de forme héréditaire. Cependant, certains 

polymorphismes des enzymes de détoxification comme les N-acétyltransférases (NATs), la 

glutathion-S-transférase (GST), les sulfotransférases (SULT) et le cytochrome P450 (CYP) 

pourraient contribuer à augmenter la susceptibilité inter-individuelle à ce cancer (Hung et al., 

2004). 

I.3. La vessie : histologie et classification histopathologique 

Tumeur non infiltrante Tumeur infiltrante 

Tis Ta T1 T2a T2b T3a-b T4a-b 

Urothélium 

Chorion 

Muscle 
superficiel 

Muscle profond 

Adventice 

Organes voisins 

Figure 1 : Stade ou degré d’infiltration des tumeurs urothéliales  
selon la classification histo-pathologique (d’après www.infocancer.org) 

I.3.1. Histologie de la vessie 

La vessie est l’organe réservoir de l’appareil urinaire. Il est composé de trois couches : la 

muqueuse, la musculeuse et l’adventice. La muqueuse comporte un épithélium pseudostratifié 

polymorphe (ou dit de transition) reposant sur un chorion (cf. Figure 1). Cet épithélium est un 

urothélium constitué de 3 couches de cellules superposées : une couche basale de cellules 

prismatiques, une zone intermédiaire et une couche superficielle ou luminale, caractérisées par la 

présence de zonula occludens. Le chorion est fait de tissu conjonctif riche en fibres élastiques et 

en fibres nerveuses amyéliniques ainsi qu'en vaisseaux sanguins et lymphatiques. Il ne comporte 

pas de glandes. La musculeuse est formée par des faisceaux de cellules musculaires lisses 

séparées par des travées conjonctives. On distingue le muscle superficiel en contact avec le 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

chorion et le muscle profond qui touche l’adventice. L'adventice est composée d'un tissu 

conjonctif contenant des vaisseaux, des nerfs et du tissu adipeux. 

Les tumeurs de vessie sont représentées à plus de 90 % par des carcinomes développés à 

partir de l’épithélium urothélial, et sont appelées tumeurs urothéliales. Les autres types de tumeurs 

représentant les 10 % restant, sont, pour la majorité, des carcinomes épidermoïdes. 

Les facteurs les plus informatifs permettant d’obtenir des indications pronostiques sont le stade ou 

degré d’infiltration et le grade ou degré d’agressivité. 

I.3.2. La classification TNM : le stade 

Le stade qui correspond au degré d’infiltration pariétale est défini grâce à la classification de 

l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) appelée classification TNM (Tumor Node 

Metastasis). Il se révèle très important dans l’évaluation du potentiel agressif du cancer et est 

essentiel au clinicien dans le choix de l’attitude thérapeutique à proposer aux patients. Cette 

classification a été clairement décrite en 2002 (Sobin et Wittekind, 2002).  

Dans cette classification, la lettre T désigne la tumeur et en décrit l’extension observée lors de 

l’examen clinique (cf. Figure 1). La lettre N correspond à l’envahissement ganglionnaire. La lettre 

M indique la présence ou l’absence de métastases à distance (cf. Tableau 1). Pour chaque tumeur, 

deux classifications peuvent être données (Irani et al., 2004) : 

•	 la classification clinique TNM ou cTNM basée sur les examens cliniques (endoscopie, 

imagerie). 

•	 la classification histopathologique post-opératoire ou pTNM (cf. Tableau 1). Cette 

deuxième classification complète la première en tenant compte des renseignements 

supplémentaires apportés par l’examen chirurgical et par l’étude histopathologique de la 

tumeur.  
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

T Tumeur primitive 
Tx Tumeur primitive non évaluable 
T0 Tumeur primitive non retrouvée 
Ta Carcinome papillaire non invasif 
Tis Carcinome in situ « plan » 
T1 Tumeur envahissant le chorion 
T2 Tumeur envahissant la musculeuse 
pT2a  Tumeur envahissant le muscle superficiel (moitié interne) 
pT2b  Tumeur envahissant le muscle profond (moitié externe) 

T3  Tumeur envahissant le tissu péri-vésical 
pT3a  Envahissement microscopique 
pT3b  Envahissement extra-vésical macroscopique 

T4  Tumeur envahissant une structure péri-vésicale 
T4a  Prostate, vagin ou utérus 
T4b  Paroi pelvienne ou abdominale 

N Ganglions lymphatiques régionaux 
Nx Ganglions non évaluables 
N0 Absence de métastase ganglionnaire régionale 
N1 Métastase ganglionnaire unique ≤ 2 cm 
N2 Métastase ganglionnaire unique > 2 cm et ≤ 5 cm 
N3 Métastase(s) ganglionnaire(s) > 5 cm 

M  Métastases à distance 
Mx Métastases non évaluables 
M0 Absence de métastase à distance 
M1 Métastase(s) à distance 

Tableau 1 : Classification TNM de 2002 (Sobin et Wittekind, 2002) 

I.3.3. Le grade 

Le grade repose sur l’aspect architectural et le degré de différenciation cellulaire des 

cellules tumorales : atypie, index mitotique, conservation de la polarité, maturation urothéliale. Le 

grade est évalué par le médecin anatomopathologiste parallèlement au stade grâce à l’observation 

microscopique des prélèvements. La classification OMS de 1973 (World_Health_Organization, 

1973) distinguait trois niveaux d’agressivité : grade 1, 2 et 3. Aujourd’hui, le grade histologique 

doit être défini selon la classification de l’OMS de 2004 (Lopez-Beltran et Montironi, 2004) qui 

distingue trois niveaux de malignité : la tumeur de faible potentiel de malignité (FPM), le 

carcinome de bas grade et le carcinome de haut grade. A notre connaissance, au CHU de 

Besançon, les médecins anatomo-pathologistes rendent un diagnostic de cancer de la vessie en 

utilisant les 2 classifications. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

I.4. Classification clinique et traitement des tumeurs 


urothéliales 


Après la détection par endoscopie d’une tumeur urothéliale, le chirurgien urologue va 

pratiquer l'ablation de la tumeur par les voies naturelles (voie endoscopique), c’est la résection 

transurétrale de la vessie (RTUV). Cette intervention chirurgicale consiste à introduire par le méat 

urétral un résectoscope, qui va permettre de visualiser l’intérieur de la vessie, et de réséquer la 

tumeur à l’aide d’une anse électrique coupante et coagulante. Grâce à l’étude histologique de la 

tumeur, le médecin anatomopathologiste va pouvoir déterminer son grade et son stade. 

Ces tumeurs sont classées en deux groupes suivant leur invasion tissulaire : 

- les tumeurs superficielles (Tis, Ta et T1) qui restent localisées dans la muqueuse 

(urothélium et chorion). Ces tumeurs représentent environ 70 % des tumeurs 

urothéliales. 

- et les tumeurs invasives (de stade T2 ou supérieur) qui infiltrent la musculeuse et qui 

représentent 30 % des tumeurs urothéliales. 

Parmi les tumeurs superficielles, environ 60 % vont récidiver et 10 à 20 % vont progresser. Ces 

tumeurs superficielles sont elles-mêmes classées selon leur risque évolutif : faible risque, risque 

intermédiaire et haut risque (cf. Tableau 2). Cette classification permet de déterminer le traitement 

adéquat à proposer aux patients (Irani et al., 2007). 

Risque évolutif Tumeurs superficielles de la vessie 
Risque 

de progression 
à 5 ans 

Groupe 1 : Faible risque TaG1 unique (bas grade ou FPM), 
diamètre inférieur à 3 cm, non récidivé. 

7,1 % 

Groupe 2 :
 Risque intermédiaire 

TaG1-G2 (bas grade ou FPM) multifocal 
et/ou récidivante,  
T1G1-G2 (bas grade ou FPM) 

17,4 % 

Groupe 3 : Haut risque TaG3 (haut grade), 
T1 récidivante, 
T1G3 (haut-grade), 
Tis 

41,6 % 

Tableau 2 : Tumeurs superficielles classées selon leur risque évolutif 
(d’après (Irani et al., 2007)et (Gattegno et Chopin, 2001)) 

Pour les tumeurs superficielles à faible risque évolutif, la RTUV est suivie d’une simple 

surveillance par examen cytoscopique. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

Pour les tumeurs superficielles à risque intermédiaire d’évolution, la RTUV est suivie 

d’une chimiothérapie intra-vésicale et/ou d’une instillation endovésicale de BCG. Le BCG ou 

Bacille de Calmette et Guérin est habituellement utilisé dans la vaccination contre la tuberculose 

(Mahairas et al., 1996). Dans le cancer de la vessie, ce bacille va agir comme un immunostimulant 

local. L’activation de la réponse immunitaire au BCG va se dérouler en trois phases. Tout 

d’abord, le bacille est phagocyté par les macrophages qui vont présenter l’antigène et permettre le 

démarrage de la réaction inflammatoire grâce à la sécrétion de cytokines (IL-1, IL-6 et IL-8). Puis, 

les antigènes bactériens sont reconnus par les cellules CD4 (TH0) qui vont se différencier en 

lymphocytes TH11. Et enfin, ces lymphocytes TH1 vont activer et recruter des cellules 

cytotoxiques capables d’induire la mort des cellules tumorales (Brandau et Suttmann, 2007). 

Les tumeurs superficielles à haut risque (TaG3, T1G3, Tis, cf. Tableau 2) présentent un 

risque de récidive de 80 % et un taux de progression de plus de 40 %. Après RTUV, ces tumeurs 

sont traitées par chimiothérapie intravésicale et/ou par instillation endovésicale de BCG. En cas de 

récidive précoce, la cystectomie est envisagée afin d’éviter que la tumeur n’évolue vers un 

phénotype invasif et métastatique. Ces tumeurs posent un problème thérapeutique pour le médecin 

urologue puisqu’il n’existe pas de consensus sur leur traitement. Il est donc important pour ce 

groupe de tumeurs de définir des critères permettant d’établir le pronostic et de guider la 

thérapeutique. 

La plupart des tumeurs invasives (stade T2 et supérieur) et des tumeurs superficielles des groupes 

2 et 3 (cf. Tableau 2) sont traitées par chimiothérapie. Pour les tumeurs superficielles, la 

chimiothérapie à base de mitomycine C est administrée comme le BCG par instillation 

endovésicale après RTUV. Elle est très souvent préconisée dans les 24 heures qui suivent la 

RTUV pour prévenir le risque de récidive précoce. Pour les tumeurs invasives, elle est toujours 

utilisée après une cystectomie lorsque la tumeur a envahi les organes voisins et en particulier 

quand il existe une atteinte des ganglions lymphatiques. Dans ce cas, elle est administrée par voie 

intraveineuse. Les meilleurs taux de réponse et de survie ont été obtenus avec le protocole MVAC 

(méthotrexate, vinblastine, adriamycine, et cisplatine). D’autres protocoles sont également 

utilisés : le protocole CMV (cisplatine, méthotrexate et vinblastine) ou CISCA 

(cyclophosphamide, doxorubicine et cisplatine) (Irani et al., 2007). La radiothérapie est rarement 

utilisée seule. Elle peut être utilisée de façon concomitante à la chimiothérapie. 

1 Lymphocyte TH1 : Lymphocyte T auxiliaire (ou helper) différencié sécrétant de l’IL-2, de l’interféron-γ (IFN-γ) et
du TNF-β, cytokines impliquées dans l’immunité cellulaire. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

Les tumeurs invasives sont presque toujours de grade élevé et associées à des carcinomes in situ1. 

Leur développement engendre une augmentation de la diffusion micrométastatique et une 

infiltration des organes voisins de la vessie. La survie globale à 5 ans des patients présentant des 

tumeurs invasives est de seulement 50 % (Lebret et al., 2000). Ces patients subissent une 

cystectomie partielle ou complète suivant l’importance de l’infiltration tumorale. Chez les 

femmes, la résection de la vessie signifie habituellement l'ablation de l'utérus (hystérectomie), des 

trompes de Fallope, des ovaires et d'une partie du vagin. Chez les hommes, la cystectomie 

s'accompagne souvent d'une résection de la prostate et des vésicules séminales. La cystectomie 

peut être précédée d’un curage ilio-obturateur, opération qui consiste à retirer les ganglions 

lymphatiques situés de part et d’autre de la vessie. 

I.5. Les voies potentielles de la tumorigenèse urothéliale 

La croissance non contrôlée des cellules de l’urothélium, observée dans le cancer de la 

vessie est fréquemment la conséquence d’altérations de gènes spécifiques comme les proto

oncogènes ou les gènes suppresseurs de tumeur. Ces gènes sont impliqués dans des processus 

moléculaires contrôlant le cycle cellulaire donc impliqués dans des mécanismes essentiels à la 

survie, à la prolifération des cellules et à l’apoptose. Ces altérations de gènes sont dues à des 

mutations, des aberrations chromosomiques (translocation, insertion, amplification ou délétion) ou 

à une méthylation de leurs promoteurs inhibant leur expression. 

A l’heure actuelle, les voies de la cancérogenèse urothéliale ne sont pas clairement définies. 

Cependant grâce à la combinaison des données cliniques et à l’étude épidémiologique des 

mutations en fonction des données histopathologiques (stade et grade), Wu a proposé un schéma 

d’évolution de la tumorigenèse urothéliale (Wu, 2005). 

Dans ce schéma, les tumeurs urothéliales évoluent et progressent selon deux voies distinctes : une 

première voie qui, suite à une hyperplasie, va générer une tumeur papillaire de bas grade qui va 

récidiver dans 70 % des cas ou progresser dans 15 % des cas vers une tumeur invasive de haut 

grade et une deuxième voie où le carcinome in situ (CIS) va évoluer rapidement vers un 

carcinome invasif (cf. Figure 2). 

1 Carcinome in situ : tumeur plane dont le développement reste limité à l’urothélium, de grade élevé et comportant une
désorganisation architecturale des cellules. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

Tumeur papillaire non-invasive 
Hyperplasie 

HRAS; 
FGFR3 

(bas grade) 

9p-/9q-

70-80% 

70% 

Urothélium 
normal Récidive 

15% 
20-30% 

P53, ; RB? 
8p-,11p-, 13q-,14q-

9p-/9q-

CIS/dysplasie Tumeur invasive (haut grade) Métastases 
> 50% 

P53, RB? N-cad, E-cad, 
MMPs, VEGF, 
TDP1 

Figure 2 : Deux voies divergentes dans la tumorigenèse urothéliale  
(d’après Wu et al, 2005.) 

Les altérations chromosomiques sont fréquentes dans les carcinomes urothéliaux, et sont 

caractérisées pas des aneusomies1, et des monosomies2 complètes qui touchent plus 

particulièrement le chromosome 9 (50 % des tumeurs urothéliales), le chromosome 11 (20 à 50 

%), le chromosome 17 (40 % des cas) (Leonard et al., 2002). Ces altérations chromosomiques 

peuvent avoir des effets même lorsqu’elles touchent un seul des 2 allèles d’un gène donné ; ce 

phénomène est alors appelé : perte d’hétérozygotie ou LOH (« loss of heterozygosity »). D’après 

Wu et al, la délétion des 2 bras du chromosome 9 (9p-/9q-) est l’évènement le plus précoce de la 

cancérogenèse urothéliale. En effet, les anomalies touchant le chromosome 9 (LOH, aneusomie et 

monosomie) sont surtout détectées dans les tumeurs superficielles pTa et pT1 (Spruck et al., 

1994). Cependant, elles sont également retrouvées dans 20 à 30 % des formes invasives des 

carcinomes urothéliaux (Hartmann et al., 1999). Les altérations que subit le chromosome 9 

peuvent conduire au phénotype tumoral, puisque sur la partie du chromosome altéré, sont situés 

des gènes, p16 et p14ARF, codant des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. 

Les tumeurs urothéliales de bas grade sont le plus souvent caractérisées par la mutation 

des gènes H-ras et fgfr3. H-Ras est une petite protéine intracellulaire à activité GTPasique de la 

famille des protéines Ras, codée par le gène H-ras. Cette protéine fait partie de la voie de 

signalisation cellulaire des récepteurs à activité tyrosine kinase. Suite à l’activation du récepteur, 

et à l’activation subséquente de la protéine Sos via une protéine à domaine SH2, la protéine H-Ras 

1 aneusomie : anomalie quantitative (duplication ou délétion) partielle au niveau d'une région d'un chromosome. 

2 monosomie : perte d’un chromosome complet, par exemple lors d’une monosomie du chromosome 9, un seul des 2
chromosomes 9 est présent dans le génome de la cellule. 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

est activée et va alors déclencher une cascade de phosphorylations conduisant à une augmentation 

de la prolifération cellulaire. Le gène H-ras est le premier oncogène humain identifié dans les 

carcinomes urothéliaux (Capon et al., 1983). Sa mutation induit la synthèse et la surexpression 

d’une protéine constitutivement active. Les études les plus récentes indiquent que cette mutation 

est retrouvée dans 30 à 40 % des carcinomes urothéliaux (Zhu et al., 2004). 

FGFR-3 (fibroblast growth factor receptor-3) est un récepteur à activité tyrosine kinase 

qui est activé par fixation d’un ligand ou qui peut être actif constitutivement après mutation dans 

certains cancers. Il active des voies de signalisation mitogénique. Il est muté dans 50 % des 

cancers urothéliaux. L’équipe du professeur D. Chopin fut une des premières à montrer que la 

mutation de FGFR3 était le plus souvent associée à des tumeurs urothéliales de faible grade 

(Billerey et al., 2001). Une étude récente de Junker et collaborateurs est en accord avec ces 

résultats puisque sur une cohorte de 92 patients, seules les tumeurs superficielles (pTa : 69 %, 

pT1: 38 %) de bas grade (G1 : 72 %, G2 : 56 %) présentent cette mutation (Junker et al., 2008). 

D’autres études montrent que cette mutation est spécifique des tumeurs superficielles de faible 

grade ce qui suggère que les patients présentant une mutation de fgfr3 ont des tumeurs de bon 

pronostic. 

La mutation de p53 caractérise les formes invasives. Le gène p53 est localisé sur le bras 

court du chromosome 17. Il joue un rôle essentiel dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, 

la protéine p53, appelée encore « protéine gardienne du génome », est capable de bloquer le cycle 

cellulaire au point de contrôle G1/S afin de permettre à la cellule la réparation de l’ADN. Lorsque 

les dommages sont trop importants, p53 va orienter la cellule vers la mort cellulaire. Les 

mutations de p53 sont des évènements fréquents (50 %) dans les tumeurs invasives de haut grade 

et les carcinomes in situ (Cordon-Cardo et al., 1994 ; Orntoft et Wolf, 1998). 

Sur une cohorte de 81 patients, une étude a montré que le génotype fgfr3 muté / p53 

sauvage était le plus fréquent dans les tumeurs pTa (68 %) alors que ce génotype a été retrouvé 

dans 27 % des tumeurs pT1 et qu’il était absent dans les tumeurs infiltrant le muscle (pT2 à pT4) 

(Bakkar et al., 2003). A l’inverse, le génotype fgfr3 sauvage / p53 muté n’a pas été observé dans 

les tumeurs pTa, alors qu’il est présent dans 20 % des tumeurs pT1 et dans 42 % des tumeurs pT2. 

La mutation de p53 semble être un évenement clé dans la tumorigenèse, puisqu’elle augmente 

l’instabilité génomique et permet à la cellule tumorale d’accumuler des mutations et d’évoluer 

vers un phénotype invasif. Enfin, le génotype fgfr3 muté / p53 muté est retrouvé dans un très 

faible nombre de tumeurs.  

Ces données suggèrent que les mutations des gènes fgfr3 et p53 caractérisent deux groupes de 

tumeurs urothéliales : les tumeurs fgfr3 muté / p53 sauvage définiraient les tumeurs de bon 
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INTRODUCTION – Le cancer de la vessie 

pronostic quant à leur évolution, et les tumeurs fgfr3 sauvage / p53 muté, les tumeurs de mauvais 

pronostic (Lamy et al., 2006). 

Parmi les tumeurs papillaires (pTa et pT1), 70 % d’entre elles vont récidiver, et 15 % vont 

évoluer vers un phénotype invasif. Le passage d’une forme superficielle à une forme invasive est 

potentiellement la conséquence de la mutation de p53, de pRb, et de la délétion des bras courts des 

chromosomes 8 et 11 et des bras longs des chromosomes 13 et 14.  

Le gène pRB est muté dans 35 % des tumeurs de la vessie (Esrig et al., 1994) et sa mutation est 

généralement associée à des tumeurs de stade avancé et de grade élevé (Cordon-Cardo et al., 

1997). Le gène pRB ou gène du rétinoblastome RB1 joue un rôle important dans le contrôle du 

cycle cellulaire. La forme active, déphosphorylée, de pRb séquestre le facteur de transcription 

E2F. La phosphorylation de cette protéine par les CDK (cyclin dependent kinase) permet la 

libération de E2F et la transcription de gènes nécessaires à la duplication de l’ADN et à l’entrée 

en phase S. Lorsque pRb n’est plus exprimée, le cycle cellulaire n’est plus régulé et les cellules se 

divisent de manière anarchique. 

Les délétions 8p-, 11p-, 13q-, 14q- sont retrouvées dans 25 à 50 % des tumeurs urothéliales et 

semblent être associées aux tumeurs invasives et à la progression tumorale (Leonard et al., 2002). 

Le fait que la progression des tumeurs papillaires Ta de bas grade soit un évènement rare par 

rapport aux tumeurs pT1 de haut grade pourrait s’expliquer par la présence d’un carcinome in situ 

(CIS) précurseur dans 20 à 30 % des tumeurs pT1 et des tumeurs pT2. Les analyses moléculaires 

ont confirmé cette hypothèse puisque les CIS et les tumeurs invasives présentent d’emblée le 

même type d’altérations géniques, notamment des mutations de p53 et de pRB, et certaines 

altérations chromosomiques. 

D’autres altérations géniques ou épigénétiques sont impliquées dans la progression 

tumorale incluant des expressions aberrantes des protéines comme la cadhérine N et la cadhérine 

E, impliquées dans l’adhérence cellulaire, les métalloprotéases matricielles (MMP), des facteurs 

pro-angiogéniques comme le VEGF ou anti-angiogéniques comme la thrombospondine 1. La 

cadhérine E possède des propriétés inhibitrices sur l’invasion et la progression tumorales. Dans le 

cancer de la vessie, l’expression de la cadhérine E est diminuée au cours de la progression 

tumorale, et une perte de son expression est retrouvée dans 28 % des tumeurs papillaires de bas 

grade et 78 % des carcinomes de haut grade (Garcia del Muro et al., 2000). 

D’ailleurs, notre équipe a montré que l’expression de la cadhérine E est diminuée en fonction du 

stade (Clairotte et al., 2006) et que la cadhérine N pourrait être un nouveau marqueur pronostique 

de progression des tumeurs urothéliales pT1 (Lascombe et al., 2006). 
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D’autres marqueurs seraient impliqués dans la progression tumorale comme les MMP. En effet, 

des taux élevés de MMP, particulièrement de MMP-2 et de MMP-9, sont associés à des tumeurs 

de stade élevé (Kanayama, 2001). Ces enzymes protéolytiques dégradent la matrice extracellulaire 

et sont essentielles à l’invasion tumorale et à la formation de métastases. 

Des taux élevés de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor) ainsi que des taux faibles des inhibiteurs de 

l’angiogenèse comme la thrombospondine 1 sont associés aux formes invasives des tumeurs 

urothéliales (Campbell et al., 1998). L’évaluation de l’angiogenèse tumorale (processus 

indispensable à la croissance et à la dissémination tumorales) semble apporter une information 

pronostique pour les cancers de la vessie (cf. Introduction, III.4. ). 

Ce sont très souvent les mutations inhibitrices des gènes suppresseurs de tumeurs ou les 

mutations activatrices des oncogènes qui sont décrites comme responsables de la cancérogenèse 

urothéliale. Cependant, des études se sont également intéressées au rôle de certains récepteurs 

nucléaires, et notamment à celui des PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) dans 

cette cancérogenèse. Possati a montré que ces récepteurs étaient exprimés dans des tumeurs 

urothéliales et dans différentes lignées cellulaires dérivées de cancer de la vessie (Possati et al., 

2000 ; Possati et al., 2005). De plus, l’expression de l’isoforme γ semble être associée à la 

malignité de ces cellules dans des modèles de xénogreffe chez la souris (Possati et al., 2005). Ces 

récepteurs nucléaires jouent un rôle dans l’apoptose des cellules tumorales et dans la régulation de 

l’angiogenèse (cf.II.6. ). Une meilleure compréhension de leur rôle dans la cancérogenèse 

urothéliale semble essentielle pour mieux comprendre les voies moléculaires impliquées dans 

l’évolution des tumeurs urothéliales. 
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II. Les PPAR 

II.1. Généralités 

Les PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) sont des facteurs de transcription 

ligand-dépendants appartenant à la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux. Activés par 

des ligands spécifiques, ils régulent l’expression de gènes cibles impliqués dans de nombreuses 

fonctions cellulaires et processus physiologiques (contrôle du cycle cellulaire, développement 

embryonnaire, différenciation cellulaire, contrôle du métabolisme lipidique, glucidique et des 

acides aminés) ainsi que dans un certain nombre de pathologies et désordres métaboliques 

(diabète, obésité, inflammation, athérosclérose et cancérogenèse). 

II.1.1. Les différents isotypes de PPAR 

A ce jour, trois isotypes de PPAR ont été identifiés et clonés chez les rongeurs 

(Issemann et Green, 1990), chez le xénope (Dreyer et al., 1992) et chez l'homme (Sher et al., 

1993) : PPARα (NR1C1), PPARβ (NR1C2) et PPARγ (NR1C3) 

(Nuclear_Receptors_Nomenclature_Committee, 1999). 

Chaque isotype est codé par un gène différent. Le gène hPPARα est localisé sur le 

chromosome 22 en position 22q12-q13.1 (Sher et al., 1993), le gène hPPARγ est localisé sur le 

chromosome 3 en position 3p25 (Greene et al., 1995) et le gène hPPARβ est situé sur le 

chromosome 6 en position 6p21.1-p21.2 (Yoshikawa et al., 1996). La région traduite des gènes 

PPAR est constituée de 6 exons codants. Un exon code le domaine A/B N-terminal, deux exons 

codent le domaine de fixation à l'ADN ou DBD (DNA Binding Domain) – un exon pour chaque 

motif en doigt de gant liant le zinc –, un exon code la région charnière D, deux exons codent le 

domaine de liaison au ligand ou LBD (Ligand Binding Domain) (Desvergne et Wahli, 1999). 

Le gène hPPARγ possède en plus de ces six exons, trois exons, A1, A2 et B, situés en 5' 

pouvant donner par épissage alternatif quatre transcrits différents (cf. Figure 3). Ces quatre 

transcrits ont les six exons codants 1 à 6 en commun mais diffèrent par leur extrémité 5'. Ainsi 

l'ARNm codant PPARγ1 comprend huit exons : les exons non codants A1 et A2, en amont des 

exons 1 à 6. L’ARNm PPARγ2 est codé par sept exons : l’exon B qui contient un codon 

d'initiation de la traduction et qui donne une séquence amino-terminale additionnelle spécifique 

de la protéine PPARγ2 (Fajas et al., 1997 ; Zhu et al., 1995). Le troisième ARNm, PPARγ3, est 

sous le contrôle d'un autre promoteur localisé dans la région flanquant l'exon A2 ; sa traduction 

permet la synthèse de la protéine PPARγ1 (Fajas et al., 1998). Enfin, le site d’initiation de la 

transcription de l’ARNm de PPARγ4 se situe en amont de l’exon 1 et code la même protéine 
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INTRODUCTION – Les PPAR 

Figure 3 : Les isoformes de PPARγ chez l’homme (Wang et al., 2006b) 

PPARγ1 (Sundvold et Lien, 2001). La signification physiologique de l'existence de deux protéines 

différentes reste encore obscure. 

Gène ARNm Protéine 

II.1.2.  Distribution tissulaire et rôles des différents isotypes des PPAR 

PPARα est exprimé dans de nombreux tissus tels que le foie, le cœur, le cortex rénal 

(Guan et al., 1997) et les muscles squelettiques (Ferre, 2004). Il est également retrouvé dans 

l'endothélium vasculaire, les monocytes et les macrophages, les lymphocytes T (Marx et al., 

2004) et les entérocytes de l'intestin grêle (Desvergne et Wahli, 1999). Activé, il joue un rôle 

majeur dans le métabolisme lipidique, l’inflammation et l’athérosclérose.  

PPARβ semble être exprimé de façon ubiquitaire chez l'homme, à des niveaux 

généralement supérieurs aux deux autres isotypes (Vanden Heuvel, 1999) excepté dans le tissu 

adipeux (Youssef et Badr, 2004). Les rôles de PPARβ sont moins bien caractérisés. Toutefois, il 

serait impliqué dans le métabolisme lipidique au niveau du cerveau, dans le développement du 

placenta (implantation de l’embryon, décidualisation), dans le contrôle de la prolifération 

cellulaire et la différenciation des kératinocytes.  
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INTRODUCTION – Les PPAR 

PPARγ est principalement exprimé dans le tissu adipeux et dans une moindre mesure dans 

le colon (Dubuquoy et al., 2000), le rein, le foie, le cœur, l'intestin grêle (Guan et al., 1997), la 

prostate (Mueller et al., 2000), les macrophages (Willson et al., 2000) et le muscle squelettique 

(Fajas et al., 1997). Il joue un rôle très important dans la différenciation adipocytaire, dans la 

sensibilisation à l’insuline, le métabolisme lipidique (stockage des lipides) et est impliqué dans 

l’inflammation, l’athérosclérose et le cancer. 

II.1.3. Organisation structurale et fonctionnelle des récepteurs PPAR 

Comme les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, les PPARs sont 

organisés en plusieurs domaines fonctionnels (cf.Figure 4) :  

- Un domaine A/B en région aminoterminale, peu conservé entre les différents isotypes de 

PPAR et possèdant une fonction de transactivation ligand-indépendante nommée AF-1 

capable de lier des corégulateurs (Juge-Aubry et al., 1999). 

- Un domaine C très conservé, comportant le domaine de fixation à l'ADN ou DBD qui est 

formé de deux doigts de gant liant le zinc. 

- Un domaine D ou domaine charnière, impliqué dans les interactions avec les coactivateurs 

et les corépresseurs et contenant la séquence de localisation nucléaire (NLS). 

- Un domaine E contenant le domaine de fixation du ligand ou LBD constitué de deux 

feuillets antiparallèles emprisonnant douze hélices α. Ce LBD exerce de multiples 

fonctions. En effet, en plus de son rôle dans la spécificité de fixation du ligand, il est aussi 

impliqué dans la dimérisation des récepteurs ainsi que dans la régulation de la transcription 

dépendante du ligand via son domaine AF-2 qui lie des corégulateurs (Activation function 

2) (Michalik et Wahli, 1999). 

- Un domaine F qui n’a aucune fonction connue. 
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Domaine  N- Région Domaine CAF-2 
terminal charnière terminal 

Domaine de 
liaison à 

l’ADN (DBD) 

Domaine de liaison au 
ligand (LBD) 

AF-1 

LBD 

Ligand
ADN 

DBD 

Figure 4 : Structure des PPAR (Boghog2, Wikipedia.org) 

II.2. Mode d’action des récepteurs PPAR 

II.2.1. Complexe ligand/PPAR 

Les PPAR sont des facteurs de transcription ligand-dépendants. L’activation de leur 

activité transcriptionnelle et par conséquent l’activation de leurs gènes cibles dépend 

essentiellement de la nature du ligand lié au récepteur. Certains ligands tels que les acides gras 

insaturés peuvent se fixer sur les trois isotypes. D’autres sont beaucoup plus spécifiques et ont une 

affinité plus importante pour un isotype donné.  

II.2.1.1. Les ligands de PPARα 

Les ligands naturels 


PPARα est capable de lier un grand nombre d'acides gras insaturés, dont l'acide linoléïque 

ou l'acide arachidonique. Il peut également lier des eicosanoïdes, médiateur chimique de 

l'inflammation comme l'éicosanoïde 8-(S)-HETE, associé à l'inflammation induite par les esters 

de phorbol, le leucotriène B4 (cf. Figure 5), médiateur chimiotactique de l'inflammation. De 

manière générale la constante de dissociation des ligands naturels endogènes est assez faible, entre 
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INTRODUCTION – Les PPAR 

2 et 50 µM, comparée aux autres isotypes. La faible affinité du récepteur s'expliquerait par la 

taille importante de son LBD qui permet la liaison de ligands lipidiques très variés (Ferre, 2004). 

Les ligands synthétiques 


Leucotriène B4 
Fenofibrate 

Prostaglandine D2 

L-165041 

Figure 5 : Ligands synthétiques et ligands naturels de PPARα et de PPARβ (Tocris.com) 

Les ligands synthétiques de PPARα sont des molécules thérapeutiques de la famille des 

fibrates (gemfibrozil, fenofibrate, bezafibrate,…). Ces molécules sont très largement prescrites 

dans les pays occidentaux pour le traitement des maladies cardiovasculaires associées à une 

augmentation des taux de triglycérides dans le sang. Elles exercent un effet hypolipidémiant en 

augmentant la concentration en lipoprotéines de haute densité (HDL : High Density Lipoprotein) 

et en diminuant celle des lipoprotéines de basse densité (LDL Low Density Lipoprotein). Des 

études ont pu montrer que les fibrates exerçaient leurs effets par fixation directe à PPARα 

(Kliewer et al., 2001). Des antagonistes spécifiques de PPARα ont aussi été développés, comme 

le GW6471 (Xu et al., 2002), le GW7647 (Brown et al., 2001), ou le MK886 (Kehrer et al., 

2001). 

II.2.1.2. Les ligands de PPARβ 

PPARβ est aussi un récepteur pour les acides gras saturés ou insaturés. Certains acides 

gras polyinsaturés comme l'acide dihomo-γ-linolénique ou l'acide arachidonique ont une bonne 

affinité pour PPARβ, et sont capables de l'activer à des concentrations de l'ordre du micromolaire. 

Les éicosanoïdes, comme les prostaglandines PGA2 et PGD2, sont également capable d'activer ce 

récepteur. Contrairement aux deux autres isotypes, il est très difficile d'identifier des ligands 

synthétiques efficaces et spécifiques de ce récepteur (Kliewer et al., 2001 ; Willson et al., 2000). 
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INTRODUCTION – Les PPAR 

Cependant, certaines molécules pharmaceutiques ont pu être développées notamment le L-165041 

(Calbiochem) que nous avons utilisé dans notre étude. 

II.2.1.3. Les ligands de PPARγ 

Les ligands naturels 


Les ligands naturels de PPARγ sont des acides gras, préférentiellement des acides gras 

polyinsaturés comme les acides oléïque, linoléïque, eicosapentaenoïque et arachidonique. 

Ces acides gras polyinsaturés lient et activent le récepteur à des concentrations de l'ordre du 

micromolaire. Cependant, la plupart de ces acides gras ne sont pas des activateurs très efficaces de 

PPARγ. Le plus souvent ces molécules sont transformées par la voie de la 15-lipoxygénase (15

LOX) en acide hydroxyoctadécanoïque (9-HODE et 13-HODE) et deviennent alors des agonistes 

efficaces de PPARγ. Les prostaglandines dérivées de la PGD2 ont également été identifiées 

comme des ligands de PPARγ. Le métabolite terminal, la 15-d-12,14-prostaglandine J2 (15d

PGJ2) (cf. Figure 6) active le récepteur à des concentrations de l'ordre du micromolaire. C'est le 

ligand naturel le plus largement utilisé dans les expériences in vitro (Willson et al., 2000). 

Les ligands synthétiques 


Les ligands synthétiques les plus décrits sont les thiazolidinediones (TZD). Ce sont des 

ligands spécifiques de PPARγ avec un Kd de l'ordre de 100 nM (Lehmann et al., 1995). Ces 

molécules pharmaceutiques ont été développées à l'origine pour leurs effets anti-diabétiques, sans 

aucune connaissance de leur sélectivité pour PPARγ (Ferre, 2004). Cette nouvelle classe de 

molécules a été développée dans les années 1980 par la société Takeda et a été nommée glitazone 

(Sohda et al., 1982). A l'origine ces glitazones ont été décrites comme étant capables de diminuer 

la glycémie chez des rongeurs résistant à l'insuline. Elles ont alors été qualifiées de 

"sensibilisateurs à l'insuline". La première glitazone synthétisée, la ciglitazone, possède un effet 

antihyperglycémiant et est capable de réduire les concentrations circulantes en insuline et en 

lipides, dont les triglycérides et les acides gras non estérifiés. De nouveaux membres de la famille 

des glitazones, plus efficaces, ont ensuite été développés : la troglitazone, la pioglitazone et la 

rosiglitazone (Spiegelman, 1998). La première autorisée à être prescrite, la troglitazone a été 

retirée du marché en raison de ses effets hépatotoxiques (Kliewer et al., 2001). Les deux autres, 

pioglitazone et rosiglitazone, sont actuellement largement prescrites pour le traitement du diabète 

de type 2, sous les noms respectifs de ActosTM et AvandiaTM. Les TZD lient et activent PPARγ à 

des concentrations équivalentes à celles requises pour leur activité antidiabétique chez l'homme 

(Spiegelman, 1998). 

- 43 -




  

 

 

  
  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

INTRODUCTION – Les PPAR 

D'autres agonistes synthétiques de PPARγ ont été développés comme le GW7845 (Alarcon de la 

Lastra et al., 2004). Ils possèdent également des effets antidiabétiques comparables, voire 

supérieurs à ceux des TZD dans les modèles animaux. Enfin certains anti-inflammatoires non

stéroïdiens (AINS) comme l'indométhacine, l'ibuprofène, le fénoprofène et l'acide fuflenamique, 

sont capables, à de fortes concentrations, de se lier et d'activer PPARγ (Lehmann et al., 1997). 

Figure 6 : Ligands synthétiques et naturels de PPARγ (Yasui et al., 2008) 

En parrallèle, des molécules antagonistes de PPARγ ont également été développées comme le SR

202 (dimethyl-(dimethoxyphosphinyl)-p-chlorobenzyl phosphate) (Rieusset et al., 2002), le 

BADGE (bisphenol A diglycidyl ether) (Wright et al., 2000), le PD 068235 (Camp et al., 2001), 

et le LG 100641 (Mukherjee et al., 2000). Ces molécules permettent d’inhiber totalement ou en 

partie la différenciation adipocytaire in vitro. Récemment, une étude a montré que le GW9662, un 

autre antagoniste de PPARγ, inhibait la croissance des cellules tumorales dérivées de cancer 

humain du sein (Seargent et al., 2004). 

II.2.2. Hétérodimérisation 

Les PPAR sont capables de se lier à leurs élements de réponse localisés sur leurs gènes 

cibles lorsqu'ils sont liés à leur partenaire unique le RXR (Retinoïd X Receptor) (Kliewer et al., 

1992). Il existe trois isotypes de RXRα, β et γ, codés par des gènes différents. Tous lient l'acide 9

cis rétinoïque, dérivé de la vitamine A. Les trois isotypes de RXR sont capables de se dimériser 

avec PPAR mais des associations spécifiques avec chaque isotype semblent influencer la 

reconnaissance des promoteurs de gènes cibles (Juge-Aubry et al., 1997). De plus, ce serait la 

liaison d'un RXR avec l'ADN qui semblerait importante pour la formation de l'hétérodimère 

PPAR/RXR et non la capacité de PPAR à reconnaître celui-ci (Temple et al., 2005). 

L'hétérodimère PPAR/RXR est permissif, c'est-à-dire qu'il peut être activé par la liaison d'un 

ligand de l'un ou de l'autre des récepteurs. La liaison simultanée des deux ligands rend le 
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complexe plus efficace pour activer la transcription du gène cible (Ferre, 2004 ; Kliewer et al., 

1992). Le fait que l'hétérodimère puisse être activé par un seul des deux ligands a été en partie 

expliqué par le fait que chaque récepteur est capable de recruter des coactivateurs différents 

(Ijpenberg et al., 2004). Il a été montré que la formation de l’hétérodimère PPAR/RXR ne 

nécessite pas la fixation du ligand ni la liaison à l’ADN (Feige et al., 2005). 

II.2.3. Liaison à l’ADN 

Après activation, les hétérodimères PPAR/RXR régulent l’expression génique au niveau 

de séquences cis-régulatrices localisées dans le promoteur de gènes cibles et appelées PPRE. Ces 

PPRE sont constitués de la répétition d’une séquence hexanucléotidique (DR ou Direct Repeat) 

dont les demi-sites AGGTCA sont séparés par un nucléotide (DR-1) (Kliewer et al., 1992). La 

structure d’un PPRE en motif DR permet la fixation des deux élements de l'hétérodimère : PPAR 

interagissant avec le premier motif hexamérique AGGTCA situé en amont en 5' et RXR occupant 

le deuxième motif hexamérique en 3’ (Ijpenberg et al., 1997). 

Toutefois, les éléments DR-1 sont également reconnus par les hétérodimères RAR/RXR et 

les homodimères des RXR, HNF-4 et COUP-TF (Mangelsdorf et Evans, 1995). La comparaison 

des capacités de liaison des trois isotypes de PPAR à 16 PPRE natifs a conduit à classer les PPRE 

en trois groupes : fort, intermédiaire et faible. Une telle étude a permis de mettre en évidence 

certaines particularités spécifiques aux PPRE conduisant à la liaison sélective de l’hétérodimère 

PPAR/RXR plutôt que des autres homo- ou hétérodimères qui reconnaissent aussi des éléments 

DR-1 (Juge-Aubry et al., 1997). Il s’agit de la séquence située en 5’ du premier motif 

hexamérique de l’élément DR-1, de la présence d’une adénine pour séparer les deux séquences 

hexamériques plutôt que d’un autre nucléotide et de la répétition imparfaite des séquences 

hexamériques. PPARγ se lient plus fortement à l'ADN que les deux autres isotypes, il est donc 

moins dépendant de la conservation de l'extension nucléotidique en 5' du PPRE. A l'inverse, cette 

même séquence flanquante en 5' est essentielle pour la liaison de PPARα (Desvergne et Wahli, 

1999). C'est donc la région 5' flanquante, et plus particulièrement les 6 nucléotides flanquant le 

motif de répétition en 5', qui contribue à la spécifité de liaison des isotypes des PPAR au PPRE.  

La liaison des PPAR à l'ADN est également modulée par l'isotype de RXR impliqué dans 

l'hétérodimère. En effet, la liaison PPAR/RXR à un élément de réponse fort est renforcée avec 

RXRγ alors que l'hétérodimérisation avec RXRα conduit plutôt à la liaison à des PPRE faibles 

(Murphy et Holder, 2000). Enfin, la combinaison PPARγ/RXRα ou PPARγ/RXRγ lie les PPRE 

avec plus d'affinité qu’avec PPARα ou PPARβ (Juge-Aubry et al., 1997). 

- 45 -




 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

   

  

INTRODUCTION – Les PPAR 

II.3. Mécanismes de régulation transcriptionnelle 

II.3.1. Interaction avec des cofacteurs 

Les cofacteurs sont des protéines capables de réprimer (corépresseurs) ou d’augmenter 

(coactivateurs) l'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription en modulant le 

recrutement de la machinerie transcriptionnelle et en modifiant la structure de la chromatine. Les 

PPAR régulent la transcription de gènes cibles grâce au recrutement de 200 cofacteurs potentiels. 

La fixation du ligand sur le récepteur PPAR provoque la dissociation des corépresseurs et le 

recrutement de différents coactivateurs transcriptionnels.  

Les coactivateurs agissent selon deux principes différents soit par « ouverture » de la 

chromatine en acétylant les histones, soit par recrutement de la machinerie transcriptionnelle (cf. 

Tableau 3). Les coactivateurs interagissent directement, de manière ligand-dépendante, avec les 

récepteurs nucléaires possédant le motif LXXLL (où L est une leucine et X est un acide aminé 

quelconque) (Torchia et al., 1997). Ils sont classés en trois groupes. Le premier groupe contient 

les coactivateurs universels. Ils incluent CBP/p300 (CREB binding protein) et SRC-1, SRC-2, 

SRC-3 (steroid receptor coactivator) (Zhu et al., 1996). Ces coactivateurs possèdent une activité 

histone acétylase (HAT) qui leur permet de modifier les charges portées par les histones et ainsi 

de provoquer la décompaction de la structure chromatinienne nécessaire à une meilleure 

transcription. Le second groupe, qui contient PBP (PPAR binding protein) (Zhu et al., 1997), 

forme un complexe de coactivateurs constitué de multiples sous-unités, appelé TRAP ou PRIC. 

Ces protéines ne possèdent pas d’activité enzymatique connue mais elles forment un pont entre le 

récepteur nucléaire et la machinerie transcriptionnelle facilitant son recrutement (Roeder, 2005). 

Le mécanisme d’action du troisième groupe de coactivateurs, incluant PGC-1α, PGC-1β 

(Puigserver et al., 1998b) et ARA70 (Heinlein et al., 1999), est encore mal connu. 

Vraisemblablement ce groupe recruterait des protéines possédant une activité HAT.  

Gènes Activité enzymatique Interagit avec Fonctions 

CBP/p300 HAT PPARα, γ Histone acétylation 

SRC-1 HAT PPARα, β, γ Histone acétylation 

SRC-2 HAT PPARα, β, γ Histone acétylation 

SRC-3 HAT PPARα, β, γ Histone acétylation 

PBP Aucune connue PPARα, β, γ Recrute la machinerie transcriptionnelle 

PGC-1α Aucune connue PPARα, γ Recrute des protéines à activité HAT 

PGC-1β Aucune connue PPARα, γ Recrute des protéines à activité HAT 

ARA70 Aucune connue PPARα, γ Recrute des protéines à activité HAT 

Tableau 3 : Principaux coactivateurs interagissant avec PPAR. 
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Les corépresseurs, comme SMRT (silencing mediator (co-repressor for retinoid and 

thyroid-hormone receptors) (Chen et Evans, 1995) et N-CoR (nuclear receptor co-repressor) 

(Horlein et al., 1995), répriment l’activité des récepteurs nucléaires en l’absence de ligand ou en 

présence d’un antagoniste. Leur effet répressif est essentiellement dû au recrutement des histones 

déacétylases (HDAC) (Robyr et al., 2000). Ces HDAC induisent une compaction de la 

chromatine. L’interaction entre PPAR et les corépresseurs NCoR et SMRT a été montrée in vitro 

pour les 3 isotypes de PPAR (Stanley et al., 2003). De façon intéressante, l’action des 

corépresseurs NCoR et SMRT sur les gènes cibles de PPARγ est promoteur spécifique. En effet, 

NCoR et SMRT sont associés aux promoteurs de la glycérol kinase et du gène olr1 (oxidized LDL 

receptor 1) sous forme de complexe avec PPARγ (Chui et al., 2005). A l’inverse, ces 

corépresseurs sont absents du promoteur de la A-FABP (aP2) qui est constitutivement activé. En 

effet, dans les adipocytes murins 3T3-L1, l’hétérodimère PPARγ/RXR peut se complexer à des 

coactivateurs en absence de ligand (Guan et al., 2005). 

D’autres classes de corépresseurs qui répriment l’activité des récepteurs nucléaires par 

compétition avec les coactivateurs et par recrutement d’HDAC sont également capables 

d’interagir avec les PPAR (White et al., 2004), comme RIP140 (receptor interacting protein 140) 

qui peut interagir avec PPARα et PPARγ (Treuter et al., 1998). 

Lors de la fixation du ligand sur PPAR, des facteurs d’échange, comme la transducin β-like 1 

(TBL-1) et la « related protein » TBL (TBLR1), s’associent au complexe récepteur 

nucléaire/corépresseur et facilitent le recrutement du corépresseur par le protéasome, permettant 

ainsi le recrutement des coactivateurs (Perissi et al., 2004). Ces facteurs d’échange sont même 

parfois indispensables à l’activation de gènes cibles de PPARγ, notamment dans les cellules 

souches embryonnaires où l’invalidation de TBL1 empêche la différenciation en adipocytes 

(Perissi et al., 2004). 
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INTRODUCTION – Les PPAR 

Figure 7 : Interactions des PPAR avec des cofacteurs et activation de la transcription  
(d’après Yu et al. 2007) 

CBP/p160-SRC-1 (CREB binding protein, ), ASC (activating signal cointegrator), SRC (steroid receptor coactivator), 
SMRT (silencing mediator (corepressor for retinoid and thyroid-hormone receptors), NcoR (nuclear receptor co
repressor), HDAC (histone deacetylase), CARM1 (coactivator-associated arginine methyltransferase 1), SWI/SNF 
(SWItch/Sucrose NonFermentable), PRIC (PPARα-interacting cofactor), BAF60c (Brm-associated factor 60kDa), PIMT 
(PRIP interacting protein), PRIP/ASC2 (PPAR interactin protein,) PBP (PPAR binding protein), TRAP (trp RNA-binding 
attenuation), FTG (facteurs généraux de la transcription), ARN pol II (ARN polymérase II). 

II.3.2. Régulation transcriptionnelle négative par les PPAR : la 

transrépression 

Les PPAR sont aussi capables de réguler négativement la transcription de gènes cibles par 

transrépression, expliquant entre autres leurs effets anti-inflammatoires (Li et Glass, 2004). Cette 

transrépression permet aux PPAR d'interférer avec d'autres voies de signalisation en modulant les 

interactions avec des corépresseurs de façon ligand-dépendante (Marx et al., 2004). Ces 

mécanismes de transrépression peuvent se dérouler selon deux modalités. Soit l'hétérodimère 

PPAR/RXR séquestre un facteur de transcription empêche sa fixation et sa transactivation au 

niveau de son gène cible, c'est le phénomène de "tethering" (cf. Figure 8B). Ce phénomène est 

observé par exemple dans les cellules T, où le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of 

Activated T cells) fixé par PPARγ est dissocié du promoteur de l'IL-2 (Yang et al., 2000). Soit 

PPAR/RXR séquestre les cofacteurs nécessaires à l'activité de certains facteurs de transcription, 

- 48 -




 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

  

  

 

  

   

INTRODUCTION – Les PPAR 

c'est le "squelching" (cf. Figure 8C). Ce mécanisme est observé notamment pour la répression du 

gène iNOS (inducible nitric oxide synthase) où PPARγ séquestre le cofacteur CBP et empêche 

ainsi la transactivation de iNOS par NFκB, AP-1 et STAT-1 (Li et al., 2000b ; Ricote et al., 

1998). 

Enfin, bien que la plupart des actions des PPAR sur leurs gènes cibles seraient ligand-

dépendantes, des études montrent une activité basale des récepteurs en absence de ligand. En 

effet, l'hétérodimère PPAR/RXR peut se former en absence de ligand (Feige et al., 2005), se fixer 

sur la séquence PPRE de certains gènes cibles et réprimer la transcription en interagissant avec 

des corépresseurs (cf. Figure 8D). Ce mécanisme n'est possible que pour les isotypes α et β, 

puisque PPARγ ne s'associe à des corépresseurs que sous forme soluble, non liée à l'ADN 

(Murphy et Holder, 2000).  

Transactivation Transrépression 

PPAR RXR 

FT 

CoA 

PPAR RXR 

FT 

Ligand 

PPAR RXR 

PPAR RXR 

Ligand 

PPAR RXR 

FT 

CoA 

PPAR RXR 

Ligand 

CoA 

PPAR RXR 

A B C D 

CoR 

PPAR RXR 

Recrutement de 
corépresseur« Squelching »« Tethering » 

FT CoA CoRFacteur de transcription Corépresseur Coactivateur 

Figure 8 : Mécanismes de transactivation et de transrépression de la transcription par les 
récepteurs PPAR (d’après Feige et al., 2006) 

II.3.3. Rôle des FABP dans la modulation de l’activité transcriptionnelle 

des PPAR 

La sélectivité des FABP (fatty acid binding protein) et des PPAR pour certains ligands 

suggère que ces 2 groupes de protéines coopèrent dans la régulation des activités biologiques de 

ces ligands. En effet, ces FABP exercent de nombreux rôles au sein de la cellule, notamment au 

niveau du transport des acides gras entre les organites (cf. IV. ) et plusieurs membres de la famille 

des FABP ont été détectés dans le noyau de cellules, notamment par microscopie confocale sur 
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des cellules vivantes grâce à des protéines de fusion FABP/GFP (Huang et al., 2004). Des 

interactions physiques entre A-FABP et PPARγ et entre K-FABP et PPARβ ont été révélées par 

co-immunoprécipitation (Tan et al., 2002). Dans des cellules COS-7, la surexpression de H-, K-, 

A-FABP, induite par transfection transitoire, augmente respectivement l’activité transcriptionnelle 

des PPARα, β et γ en présence d’agonistes de PPAR (Helledie et al., 2000 ; Tan et al., 2002). 

Huang et al ont pu observer par microscopie confocale une colocalisation de la L-FABP et de 

PPARα (Huang et al., 2004). Ces études indiquent que les PPAR et les FABP réalisent des 

interactions spécifiques et que les FABP apportent directement le ligand aux récepteurs nucléaires 

qui leur sont spécifiques, induisant alors une augmentation de leur activité transcriptionnelle. 

II.3.4. Modifications post-traductionnelles des PPAR 

II.3.4.1.  Phosphorylation 

De nombreuses études ont rapporté une modulation de l'activité des PPAR par 

phosphorylation. Ces modulations peuvent être activatrices ou inhibitrices selon l'isotype de 

PPAR, le résidu modifié, le stimulus, la kinase mise en jeu, le type cellulaire et le promoteur 

étudié. Les PPAR sont phosphorylés par de nombreuses protéines kinases comme la PKA, la 

PKC, les MAPK.  

Il a été démontré que PPARα est phosphorylé par la voie des MAPK en réponse à 

l'insuline. Cette phosphorylation induit une augmentation de son activité AF-1 (Juge-Aubry et al., 

1999). Dans les cardiomyocytes de rat, la protéine p38, activée par un stress ischémique, 

phosphoryle PPARα et augmente son activité transcriptionnelle ligand-dépendante en renforçant 

ses interactions avec le coactivateur PGC-1 (Barger et al., 2001). Chez la souris, PPARα est 

phosphorylé par la protéine kinase A (PKA), ce qui stabilise sa liaison à l'ADN (Lazennec et al., 

2000). PPARα est donc une cible pour de nombreuses voies de phosphorylation et son activité 

pourrait être modulée par des signaux extracellulaires liés à différents processus physiologiques 

(Blanquart et al., 2003). 

PPARγ est également phosphorylé par différentes voies de signalisation. Mais 

contrairement à PPARα, sa phosphorylation par les MAPK induit l'inhibition de son activité 

transcriptionnelle (Hu et al., 1996). Une diminution de l'activité de PPARγ1 est également 

provoquée par la phosphorylation via les kinases MAPK, ERK2 et JNK (Adams et al., 1997 ; Hsi 

et al., 2001). L'effet de la phosphorylation de PPARγ par les MAPK serait expliqué en partie par 

la modification d'un interdomaine du récepteur qui réduirait l'affinité du LBD pour le ligand (Shao 

et al., 1998). 
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La phosphorylation des PPARα et γ par les MAPK influence donc différemment leur activité 

transcriptionnelle activant PPARα et inhibant PPARγ (Blanquart et al., 2003 ; Diradourian et al., 

2005). 

Le contrôle post-traductionnel de PPARβ a été peu étudié contrairement aux deux autres. 

Il semble cependant que la PKA augmente son activité transcriptionnelle (Blanquart et al., 2003). 

II.3.4.2. Ubiquitinylation 

L'ubiquitine est une protéine de 8 kDa fixée de façon covalente sur les protéines par des 

enzymes à activité ubiquitine ligase. Cette fixation induit la dégradation de la protéine 

ubiquitinylée par le protéasome 26S. L'ubiquitinylation et la dégradation subséquente sont liées à 

l'activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires en permettant la régulation de leur taux 

cellulaire (Dennis et O'Malley, 2005 ; Reid et al., 2003). PPARα comme PPARγ peuvent être 

ubiquitinylés. La dégradation de PPARγ par ubiquitinylation est augmentée par la fixation du 

ligand. Cette dégradation est inhibée par la fixation du corépresseur RIP-140 (Hauser et al., 2000). 

Contrairement à PPARγ, les agonistes de PPARα stabilisent le récepteur (Blanquart et al., 2002 ; 

Hirotani et al., 2001). De façon intéressante, certains cofacteurs des récepteurs nucléaires comme 

p300 possèdent une activité ubiquitine-ligase et agiraient directement sur l'ubiquitinylation des 

récepteurs PPAR (Grossman et al., 2003).  

II.3.4.3. Sumoylation 

Plus récemment, quelques études ont montré que le récepteur PPARγ pouvait être 

modifiés par sumoylation. Cette modification post-traductionnelle est un processus cellulaire qui 

permet la liaison covalente d’une ou plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) 

sur un résidu lysine de la protéine cible (Ohshima et al., 2004). La sumoylation régule différents 

mécanismes biochimiques comme la stabilité des protéines, la translocation nucléaire et la 

transcription de gènes (Seeler et Dejean, 2003). 

La sumoylation de PPARγ affecte sa stabilité et son activité transcriptionnelle mais pas sa 

localisation nucléaire (Floyd et Stephens, 2004). Des études par mutagenèse dirigée ont identifié 

la lysine 107 comme lysine acceptrice de la protéine SUMO-1. Ce résidu lysine se trouve dans la 

partie aminoterminale au niveau du domaine AF-1 et sa sumoylation régule négativement la 

fonction de transactivation de PPARγ (Floyd et Stephens, 2004 ; Shimizu et al., 2006 ; Yamashita 
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et al., 2004). Ces mêmes études ont également montré que la phosphorylation du résidu sérine 112 

facilitait la sumoylation de PPARγ. 

Dans les macrophages, la sumoylation de PPARγ inhibe l’inflammation en réprimant la 

transactivation des gènes de la réponse inflammatoire (Pascual et al., 2005 ; Pascual et al., 2007). 

Dans ce modèle, la sumoylation induit le recrutement de NCoR et HDAC3 et empêche 

l’ubiquitinylation nécessaire à la levée de l’état de répression des promoteurs des gènes cibles. 

Ces promoteurs restent alors à l’état réprimé et ne peuvent plus s’exprimer.  

II.4. Rôles des récepteurs PPAR dans la cancérogenèse 

Le rôle des PPAR dans la pathologie du cancer a été évoqué pour la première fois chez les 

rongeurs (Reddy et Qureshi, 1979) qui développaient des tumeurs hépatiques après ingestion de 

fibrates, ligand de PPARα. Fort heureusement, chez l’homme, ces agents n’induisent pas 

d’hépatocarcinomes. Par contre, les ligands de PPARα inhibent la croissance in vitro de plusieurs 

lignées cancéreuses du colon (Tanaka et al., 2001), du foie (Muzio et al., 2007), du sein, de 

l’endomètre et de la peau (Grabacka et al., 2006 ; Maggiora et al., 2004 ; Saidi et al., 2006 ; 

Thuillier et al., 2000). Ils inhibent également in vitro et in vivo le potentiel métastatique des 

cellules de mélanomes (Grabacka et al., 2004 ; Grabacka et al., 2006). En revanche dans des 

lignées humaines de cancer colorectal, PPARα activé induit l’expression de Cox-2. Cette 

induction va participer à la cancérogenèse et à la progression des cellules cancéreuses colorectales 

(Oshio et al., 2008). 

Le rôle de PPARβ dans l’oncogenèse est controversé particulièrement dans le cancer du 

colon. Certaines études montrent que PPARβ active la tumorigenèse en augmentant la 

prolifération cellulaire. Le taux d’ARNm de PPARβ est augmenté dans les carcinomes 

colorectaux humains et murins (Gupta et al., 2000 ; He et al., 1999). Dans les cellules murines 

colorectales, la voie APC-β-caténine (APC1 : adenomatous polyposis coli) réprime l’expression 

de PPARβ (Peters et al., 2000). L’augmentation de l’expression de PPARβ dans le cancer 

colorectal semble être la conséquence d’une perte de fonction de la voie APC (He et al., 1999). 

Une autre étude montre que PPARβ est également la cible de la voie Ras. En effet, l’expression et 

l’activation de PPARβ sont augmentées dans des cellules intestinales provenant de rat 

n’exprimant plus K-ras (K-ras -/-) (Shao et al., 2002). 

1 APC : gène suppresseur de tumeur muté dans la polypose adénomateuse familiale (FAP) 
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A l’inverse, d’autres études montrent que l’activation de PPARβ n’augmente pas la prolifération 

de lignées cellulaires dérivées de cancer du colon et du foie (Hollingshead et al., 2007). Plus 

récemment, il a été montré que l’activation de PPARβ a des effets inhibiteurs sur la cancérogenèse 

du colon (Hollingshead et al., 2008). Des résultats contradictoires sont aussi observés dans les 

autres tissus. D’une part, l’activation de PPARβ par des ligands spécifiques induit une 

cancérogenèse mammaire chez la souris (Yin et al., 2005), et stimule la prolifération de lignées 

cellulaires dérivées de cancer du sein et de la prostate (Stephen et al., 2004), d’autre part, les 

agonistes de PPARβ inhibent la prolifération de lignées cellulaires de kératinocytes (Burdick et 

al., 2007), de cancer du sein humain (MCF7) et de lignées de mélanomes (Girroir et al., 2008). 

PPARγ est exprimé dans de nombreux types de cellules cancéreuses, et l’activation de cet 

isotype par des ligands spécifiques inhibe la prolifération cellulaire et induit l’apoptose. Les 

agonistes de PPAR exercent des effets antiprolifératifs dans le cancer humain du colon (Sarraf et 

al., 1998), du sein (Elstner et al., 1998), de l’estomac (Takahashi et al., 1999), et de la vessie 

(Guan et al., 1999). L’activation de PPARγ induit l’activation de la caspase-3 dans les lignées 

humaines de cancer du foie et réduit le taux de protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL dans 

les lignées humaines de cancer du colon et de l’estomac (Chen et al., 2002 ; Yoshida et al., 2003). 

Les TZD bloquent la progression dans le cycle cellulaire et inhibent la croissance des cellules 

HCT15 dérivées de cancer du colon (Kim et al., 2002). La ciglitazone, ligands de PPARγ, induit 

l’apoptose et l’expression de Cox-2 dans la lignée HT-29, dérivée de cancer du colon (Yang et 

Frucht, 2001). Dans d’autres études, les ligands de PPARγ inhibent la prolifération cellulaire de 

plusieurs lignées de cancer du sein et le développement de tumeurs de la glande mammaire 

(Mehta et al., 2000 ; Yin et al., 2001). Les agonistes de PPARγ peuvent également induire 

l’apoptose et l’arrêt en G1 de différentes lignées dérivées de carcinome épidermoïde de 

l’œsophage (Rumi et al., 2002), de cancer gastrique (Sato et al., 1998), de cancer pancréatique 

(Eibl et al., 2001 ; Motomura et al., 2000 ; Takahashi et al., 1999), de carcinome hépatocellulaire 

(Koga et al., 2001 ; Rumi et al., 2001). Les effets anticarcinogènes des ligands de PPARγ sont dus 

à l’induction de CKI comme p21Cip1/Waf1, p27kip1 et p18lnk4c (Kim et al., 2002 ; Motomura et al., 

2000 ; Rumi et al., 2002). Cependant, la plupart des effets biologiques de PPARγ comme l’arrêt 

de cycle en G1 et l’inhibition de la croissance tumorale impliquent une voie de signalisation 

PPARγ indépendante (Palakurthi et al., 2001). 
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II.5. Rôles des récepteurs PPAR dans la cancérogenèse vésicale  

Peu d’études ont décrit le rôle des PPAR dans le cancer humain de la vessie. Bien que les 

trois isotypes soient exprimés dans l’urothélium normal (Guan, 2002), leur fonction est inconnue. 

Une analyse de l’expression des PPAR à partir d’une cohorte de 170 patients atteints de 

cancer de la vessie, réalisée par des méthodes de RT-PCR et d’immunohistochimie, a montré que 

les trois isotypes étaient exprimés dans le tissu tumoral. Néanmoins, il n’y avait pas de différence 

significative entre tissu sain et tissu tumoral pour l’expression des isotypes α et β. En revanche, 

l’isotype γ n’est pas retrouvé dans la vessie saine et était fortement exprimé dans les tumeurs 

vésicales et cette expression étaient corrélée au stade et au grade (Yoshimura et al., 2003b). Une 

autre étude a montré, au contraire, que PPARγ est très faiblement exprimé voire absent dans des 

carcinomes urothéliaux de haut grade comparativement aux tumeurs de bas grade (Nakashiro et 

al., 2001). A partir de 75 échantillons de tumeurs vésicales de différents stades et grades, Possati 

et al. ont montré par analyse immunohistochimique que PPARγ était plus exprimé dans les 

tumeurs papillaires que dans les tumeurs invasives (>pT2) (Possati et al., 2000). Par ailleurs, 

l’expression de PPARγ est associée de manière significative à une faible incidence de la récidive 

et de la progression tumorale. 

Les trois isotypes α, β et γ sont retrouvés dans un certain nombre de lignées cellulaires dérivées de 

cancer de la vessie et tout particulièrement l’isotype γ (Possati et al., 2005). Une analyse du 

polymorphisme de PPARγ a montré que l’expression du variant Pro12Ala était associée à une 

diminution du risque de récidive chez des patients atteints d’une tumeur pTa/pT1 et non traités par 

BCG thérapie (Leibovici et al., 2005). Il est important de noter qu’un traitement par BCG induit 

l’expression de PPARγ dans des lignées cellulaires dérivées de cancer vésical (Lodillinsky et al., 

2006). 

La découverte de l’expression des PPAR dans les cellules urothéliales tumorales pose la 

question du rôle de ces récepteurs et de leurs ligands dans la biologie du cancer vésical.  

Dans des lignées dérivées de cancer vésical, la stimulation de PPARγ par la troglitazone ou la 

15dPGJ2 inhibe la prolifération cellulaire (Yoshimura et al., 2003a). A des doses élevées, les TZD 

inhibent la prolifération cellulaire et induisent la mort cellulaire en augmentant l’expression des 

CKI p21Cip1/Waf1 et p16INK4a (Guan et al., 1999). Plus récemment, l’utilisation d’une nouvelle 

classe d’agonistes synthétiques de PPARγ, les 1-Bis(3'-indolyl)-1-(p-substitutedphenyl)

methanes, a montré qu’ils avaient des propriétés antitumorales puisqu’ils inhibaient la 

prolifération cellulaire en modulant l’expression de la cycline D1 et des CKI telles que p21 et p27 
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(Kassouf et al., 2006). Cependant, Chaffer et al ont montré que l’inhibition de la prolifération 

induite par la troglitazone et la 15dPGJ2 était un mécanisme PPARγ indépendant (Chaffer et al., 

2006). Plus récemment, une étude réalisée chez le rat a montré que la rosiglitazone augmentait de 

façon dose dépendante l’incidence du cancer de la vessie provoquée par un carcinogène, 

l’hydroxybutyl(butyl)nitrosamine (Lubet et al., 2008). 

De nouvelles molécules pharmacologiques agonistes des PPARα et γ, les glitazars ont été 

développées récemment pour le traitement du diabète de type 2 et de dyslipidémies. L’étude de la 

toxicité de quelques molécules comme le naveglitazar (Long et al., 2008), le muraglitazar 

(Dominick et al., 2006 ; Tannehill-Gregg et al., 2007 ; Waites et al., 2007 ) et le ragaglitazar 

(Egerod et al., 2005), chez le rat a montré qu’ils pouvaient induire à long terme (2 ans) et à des 

doses supra-pharmacologiques des carcinomes urothéliaux chez le rat. 

II.6. Rôles des récepteurs PPAR dans l’angiogenèse 

L’angiogenèse est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de 

vaisseaux préexistants. Elle a lieu pendant l’embryogenèse et est nécessaire chez l’adulte pour la 

réparation des lésions tissulaires et pour la reproduction. Une angiogenèse excessive est observée 

lors de différents phénomènes pathologiques, notamment au cours de la formation de tumeurs 

solides et le développement de métastases (Carmeliet et Jain, 2000 ; Folkman, 1995). Cette 

angiogenèse est régulée par la balance entre le taux de facteurs pro-angiogéniques et celui de 

facteurs anti-angiogéniques (Hanahan et Folkman, 1996) (cf. III.1.1).  

Les récepteurs nucléaires PPAR agissent sur l’angiogenèse vraisemblablement en modifiant 

la balance angiogénique et en régulant l’expression de certains facteurs angiogéniques comme le 

VEGF (cf.III.3. ). 

Peu d’études portent sur le rôle de PPARβ dans l’angiogenèse tumorale. Néanmoins, il 

semble être impliqué, puisque la croissance d’une tumeur syngénique et sa vascularisation sont 

plus importantes chez les souris sauvages que chez les souris PPARβ déficientes (Muller-

Brusselbach et al., 2007). Quelques travaux montrent que PPARβ pourrait jouer un rôle 

d’activateur de l’angiogenèse. Ainsi, le GW50156, ligand de PPARβ induit une augmentation de 

l’expression du VEGF dans les cellules endothéliales ainsi qu’une prolifération de ces cellules 

(Piqueras et al., 2007). Une autre étude a montré que cette même molécule induisait la 

prolifération des cellules épithéliales tumorales de colon exprimant VEGFR-2, en augmentant 

l’expression du VEGF, activant ainsi une boucle autocrine de signalisation où PPARβ joue un rôle 

essentiel (Wang et al., 2006a). Ces résultats sont en accord avec les travaux de notre équipe qui 
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montrent que le L-165041, ligand de PPARβ, induit la surexpression du VEGF dans 2 lignées 

cellulaires de carcinomes urothéliaux, RT4 et T24 (Fauconnet et al., 2002). 

Récemment, de nombreux chercheurs se sont intéressés à l’implication de PPARα et de 

PPARγ dans la régulation de l’angiogenèse et ont utilisé les fibrates et les TZD pour l’étude des 

propriétés angiogéniques de ces récepteurs. Les résultats obtenus sont assez controversés et 

diffèrent selon les études. Au niveau transcriptionnel, les agonistes de PPARα sont capables 

d’inhiber l’expression du VEGFR-2 (VEGF receptor 2) (cf. III.3.1.2.) (Meissner et al., 2004). Le 

WY 14,643 diminue l’induction du VEGF induite par le PMA (phorbol myristate acetate) dans la 

lignée humaine SW620, dérivée d’un carcinome du colon (Grau et al., 2006). Le fénofibrate, 

utilisé pour traiter l’hyperlipidémie, induit une réduction significative du taux de VEGF sérique 

chez les patients traités par cette molécule (Blann et al., 2001). Dans une autre étude, le 

fénofibrate et le WY 14,643 sont capables d’inhiber la sécrétion de VEGF dans les cellules de 

gioblastome, et dans les cellules de carcinomes pulmonaires de Lewis (Panigrahy et al., 2008). 

Ces mêmes agonistes inhibent l’angiogenèse in vivo et in vitro (Panigrahy et al., 2008). De plus, 

dans un modèle de xénogreffe d’une lignée de cancer ovarien, le clofribrate inhibe l’expression du 

VEGF et induit une réduction de l’angiogenèse, caractérisée par une diminution de la densité des 

microvaisseaux (MVD) dans les tumeurs solides (Shigeto et al., 2007 ; Yokoyama et al., 2007). 

Pozzi a montré le rôle essentiel de PPARα dans l’inhibition de l’angiogenèse grâce à des 

souris n’exprimant pas PPARα (PPARα-/-). Dans ce modèle, le WY 14,643 inhibe la prolifération 

cellulaire et la formation de structures capillaires des cellules endothéliales pulmonaires issues de 

souris sauvages, alors qu’aucun effet de ce même ligand n’est observé dans les cellules 

endothéliales provenant de souris PPARα -/- (Pozzi et al., 2007). D’autres études montrent que 

PPARα est également capable d’activer l’angiogenèse et d’augmenter l’expression du VEGF. 

Ainsi Biscetti a montré que les ligands de PPARα induisent une augmentation de l’expression du 

VEGF in vitro sur les cellules endothéliales humaines, et une néovascularisation de la cornée dans 

un modèle de souris (Biscetti et al., 2008). Notre équipe a également montré que le WY14,643 

induisait une surexpression du VEGF dans la lignée cellulaire RT4, dérivée d’un carcinome 

urothélial de grade 1 (Fauconnet et al., 2002). 

PPARγ peut réguler l’angiogenèse tumorale directement en agissant sur la prolifération 

des cellules endothéliales et sur leur migration, ou indirectement en agissant sur la balance 

angiogénique par la régulation des facteurs pro- et anti-angiogéniques. L’activation de PPARγ 

induit une inhibition de la prolifération des cellules HUVEC (human umbilical vein endothelial 

cell) (Sheu et al., 2006 ; Xin et al., 1999) et stimule l’apoptose des cellules endothéliales (Bishop-

Bailey et Hla, 1999). La rosiglitazone inhibe l’angiogenèse tumorale in vitro dans des lignées 
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cellulaires cancéreuses et in vivo chez la souris, dans des modèles de xénogreffes de cellules 

cancéreuses (Panigrahy et al., 2002). PPARγ agit sur la voie de signalisation VEGF/VEGFR en 

inhibant l’expression du VEGFR sur les cellules HUVEC stimulées par la 15d-PGJ2 (Xin et al., 

1999). Les ligands de PPARγ diminuent l’expression du VEGF dans des cellules de carcinome du 

rein (Yuan et al., 2005) et dans des cellules d’endomètre primaires et transformées (Peeters et al., 

2005). Une autre étude, dans la lignée A459, dérivée d’un cancer du poumon non à petites 

cellules, montre que la troglitazone et la pioglitazone diminuent la production des chimiokines 

pro-angiogéniques de la famille ELR+CXC (Keshamouni et al., 2005). Les ligands de PPARγ 

sont également capables d’activer l’angiogenèse. Des études ont montré que les agonistes de 

PPARγ augmentaient l’expression de l’ARNm du VEGF in vitro et in vivo, dans des cellules 

normales telles que les cellules musculaires lisses vasculaires (Yamakawa et al., 2000) et dans des 

lignées cancéreuses telles que PC3 et 5637, dérivées de cancer de la prostate (Haslmayer et al., 

2002), RT4 et T24, dérivées de carcinomes urothéliaux (Fauconnet et al., 2002), et MCF-7, 

dérivées de cancer du sein (Haslmayer et al., 2002). Une analyse immunohistochimique de 

différentes tumeurs humaines a révélé une association significative entre l’expression de PPARγ 

et celle de plusieurs facteurs angiogéniques comme le VEGF, le bFGF, le PDECGF (platelet

derived endothelial growth factor) (Possati et al., 2000). 
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III. L’angiogenèse 

III.1. Généralités 

III.1.1. Définition et mécanisme 

L'angiogenèse se définit comme un processus complexe, multi-étapes qui mène à la 

formation de nouveaux capillaires sanguins par l'excroissance ou le bourgeonnement de vaisseaux 

préexistants, capillaires ou veinules (Folkman et Shing, 1992). Au cours du développement, elle 

permet l'extension et le remodelage du réseau vasculaire primitif afin d'établir un système 

circulatoire mature et fonctionnel et d'assurer un apport nutritionnel et une expansion tissulaire. 

Chez l'adulte, où le réseau vasculaire est déjà en place, l'angiogenèse est un mécanisme plus rare 

qui survient de façon sporadique tout au long de la vie notamment lors de l’inflammation, de la 

cicatrisation, de la réparation osseuse. Toutefois, l'angiogenèse survient régulièrement chez la 

femme, lors du cycle menstruel, où elle participe à la croissance folliculaire, à la formation du 

corps jaune au sein des ovaires, à la régénération menstruelle de l'endomètre et pendant la 


grossesse où elle permet l’implantation de l’œuf et la formation du placenta.  


L'angiogenèse joue un rôle dans une multitude de processus pathologiques comme l'endométriose,
 

la rétinopathie diabétique, la polyarthrite rhumatoïde et lors de la croissance des tumeurs solides 

et des métastases (Folkman, 1995). 

III.1.2. Les étapes de l’angiogenèse 

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est un processus complexe multifactoriel 

qui se déroule en plusieurs étapes (cf. Figure 9). 

- Vasodilatation et perméabilité : lors de cette première étape, des facteurs angiogéniques tels 

que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) induisent une augmentation de l’activité NO 

synthase (NO : monoxyde d’azote) dans les cellules endothéliales, provoquant une augmentation 

du taux intracellulaire en NO. Ce taux élevé de NO conduit à la vasodilatation des vaisseaux et à 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire permettant l’extravasation des protéines 

plasmatiques, et favorisant ensuite la migration des cellules endothéliales suite au détachement 

des péricytes (Lakka et al., 2003). 

- Dégradation de la matrice extracellulaire : lors de l’étape suivante, suite à la sécrétion et à 

l’activation d'enzymes protéolytiques, comme l'activateur du plasminogène (uPa) et des 

métalloprotéases (MMPs), par les cellules endothéliales et les cellules lymphoïdes, il y a 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) par protéolyse qui permet aux cellules 

endothéliales de se détacher de la paroi vasculaire du vaisseau préexistant (Lakka et al., 2003). 
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- Migration et prolifération des cellules endothéliales : lors de cette étape, l’angiopoïétine-2 

(Ang-2) va participer au détachement des cellules musculaires lisses de la paroi de la structure 

tubulaire endothéliale et faciliter la migration des cellules endothéliales. Cette migration est 

permise grâce à l’expression de nombreuses intégrines. Les cellules endothéliales migrent à 

travers la MEC, vers la source angiogénique en formant un capillaire dépourvu de cellules péri-

vasculaires. En parallèle, les cellules endothéliales vont proliférer grâce à de nombreux facteurs 

angiogéniques possédant une activité mitogène, comme le VEGF, le aFGF et le bFGF (acidic et 

basic Fibroblast Growth Factor), l’angiogénine, l’EGF (Epidermal Growth Factor), et l’IGF-1 

(Insuline Growth Factor) (Serini et al., 2006). 

↑Vasodilatation 

↑ Perméabilité 
VEGF TGFβ 

Maturation 

Dégradation de la 
MEC 

uPa 

VEGF, aFGF, 
bFGF, angioégine, 
EGF, IGF-1. 

Ang-2 
Intégrines 
VEGF 

TGFβ 
Différenciation des 

cellules 
mésenchymateuses 

en péricytes 

Prolifération des 
cellules 

endothéliales 

Migration des 
cellules 

endothéliales 

Figure 9 : Les étapes de l’angiogenèse par bourgeonnement 

- Maturation des néovaisseaux : cette dernière étape va permettre le réarrangement des cellules 

qui rendra possible la formation du néovaisseau et sa maturation, aboutissant à un conduit 

fonctionnel pour le flux sanguin. La phase de maturation est permise par le recrutement de 

cellules mésenchymateuses qui vont se différencier localement en péricytes sous l’action du TGFβ 

(Transforming Growth Factor). Ces péricytes vont entourer le vaisseau en formation et limiter la 

prolifération des cellules endothéliales. Le recrutement des péricytes et des cellules musculaires 

lisses va ainsi permettre la stabilisation du vaisseau sanguin (Lauren et al., 1998). 
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III.1.3. Les facteurs angiogéniques 

La régulation de l’angiogenèse est un équilibre complexe entre activation et inhibition des 

processus impliqués. Les cellules endothéliales sont maintenues dans un état de quiescence par la 

présence concomitante des facteurs anti-angiogéniques et pro-angiogéniques. Cet équilibre peut 

basculer en faveur de l'angiogenèse par excès de facteurs angiogéniques et/ou par défaut de 

facteurs anti-angiogéniques, c’est le mécanisme de commutation angiogénique ou « switch 

angiogénique » (Hanahan et Folkman, 1996). Les inhibiteurs et activateurs de l'angiogenèse sont 

des cytokines et des facteurs de croissance qui agissent directement au niveau des cellules 

endothéliales ou indirectement via des cellules « accessoires » (monocytes, macrophages, 

mastocytes et cellules T) (Bussolino et al., 1997). Les cytokines pro-angiogéniques les mieux 

caractérisées sont les facteurs de croissance pléiotropes : aFGF et bFGF, et le VEGF qui jouent un 

rôle essentiel dans la migration et la prolifération des cellules endothéliales (Montesano et al., 

1986 ; Pepper et al., 1992). De nombreux autres facteurs sont impliqués lors des différentes étapes 

de l’angiogenèse et peuvent être regroupés suivant leur principal rôle physiologique : 

- les facteurs de croissance : PlGF (Placental Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), TGF-α et TGF-β, EGF, IGF-1, 

PDECGF (Platelet- Derived Endothelial Cell Growth Factor) ; 

- les médiateurs de l’inflammation : TNF-α (Tumor Necrosis Factor), IL-8, IL-3, 

Prostaglandines E1 et E2 ; 

- les facteurs hématopoïétiques : Erythropoïétine, G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating 

Factor) et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) ; 

- et enfin des molécules sécrétées par le tissu environnant : l’angiopoïétine 2 (Ang-2) en 

présence du VEGF et l’angiopoïétine 1 (Ang-1) (Liekens et al., 2001 ; Otrock et al., 

2007). 

Le TGF-β ainsi que le TNF-α n’ont pas d’action sur l’angiogenèse in vitro mais possèdent un 

pouvoir angiogénique in vivo (Klagsbrun et D'Amore, 1991 ; Pepper et al., 1996). 

De nombreux inhibiteurs de l’angiogenèse ont également été identifiés, la plupart inhibent 

la prolifération et la migration des cellules endothéliales, certains sont également capables 

d’induire leur apoptose. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer : l’angiostatine, l’endostatine, la 

Prolactine, TSP-1 (Thrombospondin-1), la Troponin-1, l’IFN-α, -β et -γ (Interféron), l’IL-12 et 

l'IL-4, l’Ang-2, le TIMP-1 et le TIMP-2 (Tissue Inhibitor of MetalloProtease), le PF-4 (Platelet 

growth Factor), et l’IP-10 (protéine inductible par l’interféron) (Liekens et al., 2001 ; Tabruyn et 

Griffioen, 2007). 
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III.2. L’angiogenèse tumorale 

Depuis les travaux de Folkman en 1971 (Folkman et al., 1971), il est admis que 

l'angiogenèse est indispensable à la croissance des tumeurs solides et à la dissémination tumorale 

métastatique. Dans les années 90, ce même chercheur a montré que le blocage de l'angiogenèse 

apparaît comme une stratégie antitumorale intéressante (Folkman, 1992). A l’heure actuelle, de 

nombreuses stratégies anti-angiogéniques ont été développées au niveau clinique pour le 

traitement des cancers, notamment l'AvastinTM, anticorps anti-VEGF (cf III.3.4. Stratégies anti

angiogéniques ciblant le VEGF). 

Au sein d’un tissu, la taille d'une tumeur nonvascularisée est inférieure à 2 mm3. Ses besoins en 

nutriments et en oxygène sont alors assurés par diffusion simple. Puis, sous l’effet de 

l’accumulation d’altérations géniques, la prolifération des cellules se fait plus active, la tumeur 

grossit et un état hypoxique intratumoral est généré. Cet état hypoxique va induire l’expression du 

facteur clé de l’angiogenèse, le VEGF, par les cellules tumorales et va conduire au switch 

angiogénique. Les facteurs pro-angiogéniques en excès par rapport aux facteurs anti

angiogéniques vont alors activer l’angiogenèse tumorale. Dès lors, l’angiogenèse va permettre 

l’apport d’oxygène et de nutriments nécessaires à la croissance de la tumeur (Li et al., 2000a). 

L’angiogenèse tumorale marque le début d'une phase de croissance tumorale plus rapide, et la 

probabilité de dissémination métastatique est alors fortement augmentée (Folkman et Klagsbrun, 

1987). Les réseaux vasculaires associés aux tumeurs sont différents des réseaux capillaires 

normaux. Ces réseaux sont formés de vaisseaux de diamètre irrégulier, fragilisés et désorganisés. 

La perméabilité vasculaire est perturbée par les cellules endothéliales reposant sur une membrane 

basale incomplète ; les péricytes ne formant pas un manchon complet autour du vaisseau. 

L’angiogenèse tumorale initiée par le phénomène de bourgeonnement semblait être le seul 

mécanisme permettant la vascularisation de la tumeur. Cependant, d'autres mécanismes ont 

également été décrits depuis, comme le recrutement d'angioblastes, la cooptation, la genèse de 

vaisseaux "mosaïques" et la transdifférenciation des cellules tumorales en cellules endothéliales 

appelée « vasculo mimétisme » (cf. Figure 10). 
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 Bourgeonnement 

Incorporation de 
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Figure 10 : Les mécanismes de l’angiogenèse tumorale 

Récemment, il a été montré que des progéniteurs sanguins endothéliaux existent chez l’adulte. 

Ces progéniteurs, ou angioblastes, dérivés des cellules progénitrices multipotentes adultes, 

peuvent être recrutés au stade néoangiogénique et contribuer à la mise en place de la 

vascularisation de la tumeur (Rabbany et al., 2003). Dans les tissus hautement vascularisés, les 

tumeurs développent un mécanisme particulier de vascularisation appelé cooptation (Holash et al., 

1999). Au cours de ce phénomène, les vaisseaux préexistants vont fusionner et diminuer en 

nombre, induisant une hypoxie importante. Cette hypoxie va alors conduire à une vascularisation 

périphérique de la tumeur. 

Un autre phénomène a été décrit dans une étude de Chang et al. où des vaisseaux sanguins dit 

"mosaïques" ont été identifiés (Chang et al., 2000). C'est-à-dire que 15 % des vaisseaux sanguins 

étaient des vaisseaux constitués de cellules endothéliales et de cellules tumorales. Ces vaisseaux 

sont fonctionnels mais possèdent une structure différente : la taille de leurs pores est supérieure, 

leur lame basale est discontinue, ils possèdent peu de péricytes et sont de ce fait très perméables. 

Cette perméabilité favorise le phénomène d'extravasation plasmatique, favorisant la formation de 

métastases à distance (Folkman, 1975). 

La formation des vaisseaux mosaïques est à distinguer du mécanisme de « vasculo mimétisme » 

décrit par Maniotis (Maniotis et al., 1999). Dans certains cancers tels que les mélanomes 

agressifs, les cellules cancéreuses se transdifférencient en cellules endothéliales. Ainsi, les 

vaisseaux intratumoraux peuvent être constitués par des cellules tumorales qui vont s’organiser en 

- 62 -




 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

INTRODUCTION – L’angiogenèse 

réseau vasculaire. De plus, il y aurait une coopération entre les cellules d’origine tumorale et les 

vaisseaux angiogéniques (Ruf et al., 2003). 

Tous ces mécanismes permettent une augmentation de l’apport d’oxygène et de nutriments 

favorisant la croissance tumorale et la propagation des cellules tumorales dans l’organisme. Cette 

propagation peut se faire par différentes voies : l'invasion tissulaire locale, la voie lymphatique, et 

la voie sanguine. Les moyens de dissémination les plus courants sont les vaisseaux lymphatiques, 

qui donnent naissance à des métastases ganglionnaires.  

III.3. Le VEGF 

III.3.1. Généralités 

Le Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) est une glycoprotéine de 34-45 kDa 

qui appartient à une famille de facteurs angiogéniques présentant une homologie structurale et qui 

comprend les VEGF-B, -C, -D, -E et le PlGF. Il a été initialement découvert par Senger et 

dénommé VPF (vascular permeability factor) (Senger et al., 1983). Puis Ferrara et Henzel ont 

isolé une protéine à partir de cellules folliculo-stellaires d’hypophyse bovine et ont montré que 

cette dernière était un puissant facteur mitogène, spécifique des cellules endothéliales. Ils l’ont 

nommé VEGF (Ferrara et Henzel, 1989). Il s’est avéré par la suite que le VEGF et le VPF était la 

même molécule. 

Le VEGF joue un rôle central dans l’angiogenèse et plus généralement dans l’ensemble des 

processus de formation des vaisseaux. En effet, des études d’inactivation d’un seul des deux 

allèles du VEGF chez la souris induit une mort embryonnaire entre le 10ème et le 12ème jour 

embryonnaire, due à des défauts de vascularisation (Carmeliet et al., 1996 ; Ferrara, 1996). 
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III.3.1.1. Les isoformes et les isotypes du VEGF 

Le gène vegf humain est localisé sur le chromosome 6 en position 6p21.3 et est organisé 

en 8 exons séparés par 7 introns (Vincenti et al., 1996). L’épissage alternatif de son ARNm 

conduit à la formation de plusieurs isoformes, les plus communes étant constituées de 121, 145, 

165, 189 et 206 acides aminés (cf. Figure 11). Le nom de chacune de ces isoformes comporte le 

terme VEGF suivit du nombre d’acides aminés qui constitue le monomère. Les exons 1 à 5 sont 

communs à toutes les isoformes du VEGF. L’exon 1 et une partie de l’exon 2 codent une 

séquence signal de 26 acides aminés essentiels à la sécrétion du VEGF (Siemeister et al., 1998). 

Les exons 3 et 4 sont indispensables à sa fixation sur les récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et 

VEGFR-2) (Keyt et al., 1996). L’exon 5 contient les principaux sites de clivage de la protéine par 

la plasmine (Claffey et al., 1995) et par les métalloprotéases (Lee et al., 2005). Les exons 6 et 7 

codent des sites de fixation aux héparanes sulfates (Park et al., 1993). 

Le produit de la transcription des 8 exons est le VEGF189. Le VEGF206 exprime les 8 exons et 

possède une séquence supplémentaire de 17 acides aminés correspondant à l’exon 6b (cf. Figure 

11). Le VEGF165 ne possède pas l’exon 6, le VEGF145 est délété de l’exon 7. Le VEGF121 ne 

possède pas les exons 6 et 7 (Anthony et al., 1994) (cf. Figure 11). L’épissage de l’exon 6 et/ou de 

l’exon 7 conduit à modifier les propriétés de fixation et de solubilisation de ces molécules. En 

effet, les exons 6 et 7 codent deux domaines de fixation aux héparanes sulfates, ce qui permet au 

VEGF de se fixer à la surface des cellules ou à la MEC (Park et al., 1993). 

Le VEGF121 qui ne se lie pas à l’héparine, diffuse librement, contrairement aux formes 189 et 

206 complètement séquestrées dans la MEC. La forme 165 posséde des propriétés de diffusion 

intermédiaires. Le VEGF121 agit principalement sur la perméabilité vasculaire alors que le 

VEGF165 active préférentiellement la prolifération et la migration des cellules endothéliales 

(Zhang et al., 2008). A la différence des formes 121 et 165, le VEGF189 est généralement plus 

faiblement exprimé (Ferrara et Davis-Smyth, 1997). Cependant son rôle serait essentiel au 

développement normal des cellules endothéliales (Stalmans et al., 2002). La plupart des cellules 

expriment préférentiellement les formes 121, 165 et 189. Le VEGF145 et le VEGF206 sont, par 

comparaison, exprimés de façon beaucoup plus rare. L’expression du VEGF145 est restreinte au 

tractus génital de la femme (Poltorak et al., 1997) et est prédominante dans l’endomètre humain 

(Charnock-Jones et al., 1993). Toutes les isoformes du VEGF sont secrétées sous forme 

d’homodimères. Les deux monomères sont tête-bèche l’un par rapport à l’autre et liés de façon 

covalente par 2 ponts disulfures entre la cystéine 51 d’un monomère et la cystéine 61 de l’autre 

monomère (Potgens et al., 1994). Le VEGF se fixe sur des récepteurs à activité tyrosine kinase, de 

haute affinité, de structure et de fonctions similaires au PDGF. 
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Figure 11 : Schéma des transcrits alternatifs du VEGF humain 

Récemment, une autre isoforme du VEGF a été identifiée dans des carcinomes du rein : le 

VEGF165b (Bates et al., 2002). Il possède le même nombre d’acides aminés que le VEGF165 

mais comporte 6 acides aminés différents en C-terminal, région portant le signal mitogène de la 

molécule. Cette isoforme ne stimule pas l’angiogenèse comme les autres isoformes, mais diminue 

in vitro la prolifération et la migration des cellules endothéliales induites par le VEGF165 (Bates 

et al., 2002), et inhibe l’angiogenèse in vivo (Woolard et al., 2004). Dans des modèles de 

xénogreffe chez la souris, la surexpression de cette isoforme inhibe la croissance tumorale de 

carcinome de la prostate, de sarcome d’Ewings et de carcinome du rein (Rennel et al., 2008). 

D’autres isoformes du VEGF-A très rares ont également été détectées : les VEGF111 (Mineur et 

al., 2007), 148, 162 et 183 (Takahashi et Shibuya, 2005). Ces isoformes sont exprimées dans 

certaines conditions ou dans certaines pathologies bien particulières et leurs fonctions sont encore 

assez mal connues. Cependant, le VEGF111, décrit par Mineur et al., jouerait un rôle important 

dans la résistance aux chimiothérapies (Mineur et al., 2007). En effet, ce nouveau variant 

d’épisage alternatif n’est exprimé que dans des cellules subissant des stress génotoxiques, 

provoqués par le rayonnement ultraviolet ou les agents chimiothérapeutiques. Il est codé par les 

exons 1 à 4 et par l’exon 8a. Tout en possédant des caractéritiques identiques au VEGF121, il est 
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plus résistant à la dégradation par la plasmine grâce à l’absence de l’exon 5 qui contient des sites 

de clivages protéolytiques. 

Les VEGF-B, -C, -D, et -E possèdent respectivement une homologie de séquence en 

acides aminés de 43 %, 30 %, 31 % et 25 % avec le VEGF-A. Le VEGF-A est principalement 

impliqué dans l’angiogenèse alors que le VEGF-C et le VEGF-D sont des inducteurs de la 

lymphangiogenèse.  

Le VEGF-B a été cloné et caractérisé en 1996 (Olofsson et al., 1996). Le gène vegf-B 

humain est localisé sur le chromosome 11 en position q13 (Paavonen et al., 1996) et contient 7 

exons. Deux isoformes de 167 (VEGF-B 167) et de 186 (VEGF-B 186) acides aminés, très 

similaires au VEGF165 (Olofsson et al., 1996), sont produites par épissage alternatif. Le VEGF-B 

167 est une forme diffusible alors que le VEGF-B 186 resterait lié à la membrane cellulaire et à la 

MEC (Olofsson et al., 1996). Le VEGF-B est principalement exprimé dans les muscles cardiaques 

et squelettiques. Les 2 isoformes du VEGF-B sont sécrétées sous forme d’une protéine précurseur 

de 52 kDa dont le clivage produit un fragment amino-terminal de 30 kDa et un fragment carboxy

terminal de 27 kDa (Hu et al., 1997). Le VEGF-B se fixe sur le VEGFR-1 ainsi que sur la 

neuropiline-1. 

Le VEGF-C a été cloné à partir d’une lignée cellulaire de cancer humain de la prostate 

PC3 (Joukov et al., 1997). Le gène vegf-C humain est localisé sur le chromosome 4q34 (Paavonen 

et al., 1996), il code un précurseur inactif de 61 kDa qui deviendra actif après clivage 

protéolytique de la partie N-terminale (Joukov et al., 1997). Il peut se fixer sur le VEGFR-2 et sur 

le VEGFR-3 et induire leur phosphorylation (Joukov et al., 1996). 

Le gène vegf-D humain est localisé sur le chromosome Xp22.31 et code une protéine de 

354 acides aminés. Comme le VEGF-C, le VEGF-D se fixe et active les récepteurs VEGFR-2 et 

VEGFR-3. De même, c’est sous forme d’un précurseur inactif qu’il est synthétisé et devra être 

activé par protéolyse aux extrémités N- et C-terminales (Stacker et al., 1999). Les VEGF-C et -D 

jouent un rôle important dans la lymphangiogenèse (Achen et al., 1998 ; Lee et al., 1996 ; 

Makinen et al., 2001). Le VEGF-C est également impliqué dans l’angiogenèse (Witzenbichler et 

al., 1998). 

Le VEGF-E, découvert en 1994 par Lyttle est un homologue viral du VEGF (Lyttle et al., 

1994). Il est codé par le génome du virus Orf, et est structurellement similaire au VEGF-A. Le 

VEGF-E se fixe sur le VEGFR-2 et active uniquement ce récepteur. Il aurait un rôle similaire au 

VEGF165 car il stimulerait la prolifération des cellules endothéliales (Meyer et al., 1999). 
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INTRODUCTION – L’angiogenèse 

III.3.1.2. Les récepteurs du VEGF 

Le VEGF exerce son activité biologique par l’intermédiaire de récepteurs à activité tyrosine 

kinase principalement situés à la surface des cellules endothéliales. Les différents isotypes et 

isoformes du VEGF se fixent et activent trois récepteurs à activité tyrosine kinase : 

- Flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1) (VEGFR-1) (Shibuya et al., 1990),  

- Flk-1/KDR (fetal liver kinase-1/Kinase insert Domain containing Receptor-human 

homologue) (VEGFR-2) (Terman et al., 1991 ; Terman et al., 1992) 

- Flt-4 (fms-like tyrosine kinase 4) (VEGFR-3) (Aprelikova et al., 1992) 

VEGF-E VEGF-C 
VEGF-D 

VEGF-A165 

VEGF-B 
VEGF-E 

VEGF-B VEGF-A 

NRP-1, -2VEGFR-3 
(Flt-4) 

VEGFR-2 
(Flk-1 KDR) 

VEGFR-1 
(Flt-1) 

Figure 12 : Récepteurs des isoformes et isotypes du VEGF 

Les récepteurs au VEGF font partie de la famille des récepteurs "tyrosine kinase". Ce sont des 

protéines transmembranaires qui possèdent une région extracellulaire comportant sept boucles 

"immunoglobulin-like" impliquées dans la reconnaissance du ligand, une seule chaîne 

polypeptidique transmembranaire et un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase 

conduisant à l'activation d’une voie de signalisation (cf. Figure 13). Le VEGF ou ces isoformes 

vont se fixer sur ces récepteurs sous forme d’homodimère ou d’hétérodimère et conduire à leur 

phosphorylation (Shibuya et al., 1990 ; Terman et al., 1991). 

VEGFR-1 (flt-1) est une glycoprotéine transmembranaire de 180 kDa capable de fixer le VEGF

A, le PlGF et le VEGF-B. Le VEGF-A possède une très haute affinité pour ce récepteur (Kd : 10

30 pM) (de Vries et al., 1992). Une forme soluble appelée s-flt-1 ou s-VEGFR-1 a été identifiée et 

serait inhibitrice de l’activité VEGF (Tanaka et al., 1997). Le VEGFR-1 est exprimé à la surface 
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des cellules endothéliales et des péricytes (Nomura et al., 1995) mais aussi des monocytes et des 

macrophages (Barleon et al., 1996), des cellules dendritiques (Dikov et al., 2005), des 

ostéoblastes (Byun et al., 2007), des cellules souches hématopoïétiques (Kaplan et al., 2005), des 

cellules vasculaires du muscle lisse (Grosskreutz et al., 1999) et il est également exprimé par des 

cellules tumorales colorectales (Fan et al., 2005) et les cellules de carcinome de la vessie (Brown 

et al., 1993 ; Sato et al., 1998). 

VEGFR-2 (Flk-1/KDR) est une glycoprotéine de 230 kDa capable de fixer le VEGF-A, le 

VEGF-C et le VEGF-D. Le VEGF-A possède une plus faible affinité pour ce récepteur (Kd 75

760 pM) (Terman et al., 1992). Ce récepteur est exprimé par les cellules endothéliales mais 

également par les cellules souches hématopoïétiques, les cellules neuronales, les ostéoblastes, les 

cellules pancréatiques, les mégakaryocytes (Matsumoto et Claesson-Welsh, 2001) et les cellules 

vasculaires du muscle lisse (Grosskreutz et al., 1999). Récemment, il a été montré que différentes 

lignées cellulaires tumorales dérivées de cancer humain du sein (Price et al., 2001), des 

neuroblastomes (Meister et al., 1999), de cancer gastrique (Zhang et al., 2002), et de carcinomes 

urothéliaux (Xia et al., 2006) exprimaient le VEGFR-2.  

Le VEGF se lie au VEGFR-1 avec une affinité dix fois supérieur (Kd : 10-30 pM) à celle qu’il a 

pour le VEGFR-2. Cependant l’activité tyrosine kinase qui en résulte est dix fois inférieure à celle 

obtenue avec le VEGFR-2. Les fonctions de ces récepteurs apparaissent différentes et 

complémentaires puisque le VEGFR-1 est impliqué dans la migration des cellules endothéliales 

alors que le VEGFR-2 est principalement impliqué dans la prolifération (Fong et al., 1995 ; 

Shalaby et al., 1995), la migration, la perméabilisation, la survie des cellules endothéliales donc 

dans l’induction de l'angiogenèse (Gille et al., 2001). Les récepteurs monomériques VEGFR-1 

comme VEGFR-2 sont activés par la fixation d'un dimère de VEGF. Cette fixation va induire une 

dimérisation de ces récepteurs et leur activation par transphosphorylation (Fuh et al., 1998 ; 

Wiesmann et al., 1997). 

VEGFR-3 (flt-4) est un récepteur à haute affinité pour le VEGF-C et le VEGF-D. C’est le 

principal récepteur impliqué dans la lymphangiogenèse (Taipale et al., 1999). Ce récepteur est 

exprimé par les cellules endothéliales embryonnaires. Cependant au cours du développement, son 

expression va ensuite se limiter aux vaisseaux lymphatiques chez l’adulte (Kaipainen et al., 1995). 

La neuropiline-1 (NRP-1), initialement décrite comme étant un récepteur de la famille 

semaphorines/collapsine, a également été identifiée comme un récepteur spécifique du VEGF165 

(Soker et al., 1998) et du VEGF-B (Migdal et al., 1998). Ce récepteur ne possède pas d'activité 

"tyrosine-kinase" et agit comme un corécepteur du VEGF en augmentant la fixation du VEGF sur 

le VEGFR-1 (Fuh et al., 2000) et sur le VEGFR-2 (Whitaker et al., 2001) renforçant ainsi 

l’efficacité du signal de transduction de ces récepteurs. L’intervention de NRP-1 pourrait ainsi 
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expliquer le potentiel mitogène plus important du VEGF165 par rapport à celui du VEGF121 

puisque NRP-1 reconnaît le VEGF165 et mais pas le VEGF121 (Soker et al., 1998). 

La neuropiline-2 (NRP-2) exprimée par les vaisseaux lymphatiques, a été identifiée comme un 

corécepteur du VEGF-C (Karkkainen et al., 2001). 

Les héparanes sulfates ou héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) sont des macromolécules 

ubiquitaires de nature glycoprotéique associées à la matrice extracellulaire (MEC) et aux 

membranes plasmiques de la plupart des cellules. Ce sont des cofacteurs nonspécifiques, 

essentiels à certains mécanismes biologiques comme l’adhérénce cellule-MEC, les interactions 

cellules/cellules, et les interactions facteurs de croissance/récepteurs (Vlodavsky et al., 1996). 

Leur faible affinité pour le VEGF assure le stockage des isoformes du VEGF possédant des sites 

de fixation à l'héparine (Houck et al., 1992).  

III.3.2. Fonctions 

Suite à la liaison du VEGF, le récepteur est dimérisé, les résidus tyrosine du domaine 

intra-cellulaire sont phosphorylés ce qui conduit à la transmission des signaux intracellulaires (cf. 

Figure 13). 

III.3.2.1. Migration 

Le VEGF stimule la migration des cellules par la voie FAK (focal adhesion kinase) et 

PI3K/Akt (PhosphoInositide 3-Kinase) (cf. Figure 13). Suite à la liaison du VEGF sur le VEGFR

2, la protéine adaptatrice Shb se lie au VEGFR-2 et conduit à l'activation de FAK et de la PI3K 

(Holmqvist et al., 2004). Une voie faisant intervenir p38/MAPK aurait également des effets sur la 

migration (Rousseau et al., 1997). Seul le récepteur VEGFR-2 serait impliqué dans la migration 

des cellules endothéliales (Gille et al., 2001). Cependant, certaines études sembleraient impliquer 

aussi le récepteur VEGFR-1 (Jonca et al., 1997). 

III.3.2.2. Prolifération 

Le VEGF stimule la prolifération des cellules endothéliales via VEGFR-2. Ce récepteur, une fois 

phosphorylé suite à la fixation du VEGF, conduit à l’activation de la voie MAPK ERK1/2 

(Takahashi et al., 2001). La PLCγ active la PKC via la formation de diacylglycerol (DAG) et 

l’augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire (cf. Figure 13). La voie PI3-Kinase 

(PI3K) (Vinals et al., 1999) est également impliquée dans la prolifération des cellules 

endothéliales. 
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III.3.2.3. Survie 

Le VEGF joue un rôle important dans la survie des cellules endothéliales (Alon et al., 1995). In 

vitro, le VEGF protège les cellules endothéliales de l'apoptose induite par le TNFα 

(Spyridopoulos et al., 1997) ou les radiations ionisantes (Katoh et al., 1995). Dans des conditions 

de stress comme une dépletion sérique, le VEGF se fixe sur le VEGFR-2, active la voie PI3K et la 

phosphorylation de la protéine Akt/PKB (Protein kinase B) (cf. Figure 13). La protéine Akt/PKB 

phosphorylée va inhiber des protéines pro-apoptotiques telles que Bad. De plus, la survie des 

cellules peut être due à la régulation positive de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 

(Gerber et al., 1998). Un autre mécanisme par lequel le VEGF peut maintenir la survie des 

cellules endothéliales serait la phosphorylation de FAK (Zachary et Gliki, 2001). 

VEGFVEGF 

VEGFR-1 VEGFR-2 

Migration 

src 

Perméabilité 
vasculaire ration 

FAK 

NOS 

p38/MAPK 

Shb 

Survie 

PLCγ 

Shb 

PI3K 

AKT/PKB 

Prolifération 
cellulaire 

PKC 

DAG 

Ca2+ 

FAK 

ERK1/2 

Figure 13 : Voies de signalisation activées par le VEGF et fonctions physiologiques 
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III.3.2.4.  Perméabilité vasculaire 

Le VEGF augmente la perméabilité vasculaire des microvaisseaux aux macromolécules 

(Lange et al., 2003). En effet, le VEGFR-2 activé par le VEGF augmente l’activité de la NO 

synthase via la voie PI3K/Akt, provoquant la production de NO (Dimmeler et al., 1999 ; Fulton et 

al., 1999). Le NO, activateur de la perméabilité vasculaire, provoque l’extravasation de protéines 

plasmatiques comme la fibrine. Il se constitue alors un gel de fibrine extracellulaire qui forme un 

substrat pour la migration endothéliale vasculaire. La voie p38 MAPK semble également 

impliquée dans la perméabilité vasculaire (Issbrucker et al., 2003). 

III.3.3. Régulation de l’expression du VEGF  

Le VEGF est produit par les cellules tumorales mais également par les cellules 

endothéliales, les macrophages et un grand nombre de types cellulaires. Le VEGF est régulé par 

une variété de stimuli dont le plus efficace est l’hypoxie. Ce mécanisme fait intervenir le facteur 

de transcription HIF (Hypoxy Inducing Factor), hétérodimère composé de deux sous-unités, HIF

1α et HIF-1β. En conditions normoxiques, les taux d’HIF-1α sont faibles. En effet, la prolyl-4

hydroxylase (PHD), lie l’oxygène moléculaire et le fixe sur des résidus de proline du HIF-1α. 

HIF-1α oxydé se fixe alors sur la protéine de von Hippel-Lindau (VHL). Le complexe ainsi formé 

est ensuite ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. En conditions hypoxiques, ce processus de 

dégradation de HIF-1α est ralenti, le taux d’HIF-1α augmente la translocation dans le noyau de 

HIF-1α et va permettre son association avec HIF-1β. Le facteur HIF ainsi formé va se fixer sur 

une séquence cible HRE (HIF-responsive element) au niveau du promoteur du gène vegf et 

augmenter sa transcription (Wang et al., 1995). 

De nombreux facteurs de croissance et cytokines tels que le PDGF, le FGF, le TNF, et 

l'IL-1, peuvent également induire la synthèse du VEGF (Ferrara, 2004). Certaines hormones sont 

également des régulateurs de l’expression du VEGF selon le type cellulaire étudié, entre autre les 

estrogènes (Kodama et al., 2004) et la progestérone (Hyder et Stancel, 2002). Au laboratoire, nous 

nous sommes particulièrement intéressés au rôle des récepteurs nucléaires PPAR (α, β et γ) sur la 

régulation du VEGF (Fauconnet et al., 2002). 

III.3.4. Thérapie anti-angiogénique 

C’est Juda Folkman qui énonça le premier le concept de molécules anti-angiogéniques 

(Folkman, 1992). En effet la croissance des tumeurs au-delà d’un diamètre supérieur à quelques 

millimètres, n’est pas possible sans une néovascularisation. Puisque l’angiogenèse est initiée suite 
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à la sécrétion de facteurs de croissance tels que le VEGF (facteur clé de l’angiogenèse), de 

nombreuses stratégies consistant à neutraliser le VEGF ont été développées : soit en diminuant sa 

sécretion par les cellules tumorales, par exemple en bloquant l’activation du récepteur à l’EGF 

(gefitinib, ZD-1839/Iressa, Astra Zeneca) (Ueda et al., 2006) ou en utilisant des oligonucléotides 

antisens qui neutralisent l’ARNm du VEGF (Hotz et al., 2005 ; Levine et al., 2006) ; soit en 

inhibant son rôle biologique par l’utilisation d’analogues, de petites molécules inhibitrices comme 

le SU5416, le SU1126, le PTK787:ZK222584 (VEGF Trap), et des ribozymes comme 

l'angiozyme (Bergsland, 2004). Cependant, les stratégies permettant d’interférer sur la liaison du 

VEGF avec les récepteurs semblent les plus prometteuses. Nous pouvons citer l’AvastinTM, 

anticorps anti-VEGF (Bevacizumab, Genetech Inc) qui est un anticorps monoclonal de souris 

humanisé de type IgG1 qui lie toutes les isoformes actives du VEGF et qui neutralise leur liaison 

avec les récepteurs VEGR-1 et VEGFR-2 (Presta et al., 1997). De nombreux essais cliniques, de 

phase II et III, associant chimiothérapie et AvastinTM ont déjà été proposés à des patients atteints 

de cancers colorectaux (Hurwitz et al., 2004), de cancers du poumon non à petites cellules 

(NSCLC : non-small cell lung cancer) (Sandler et al., 2005) et de cancer du sein (Heinemann, 

2008). Ces traitements ont montré leur efficacité. En effet, l’association de l’AvastinTM aux 

traitements traditionnels augmente la réponse au traitement permettant une survie sans 

progression et augmente même la survie globale des patients atteints de cancers colorectaux et de 

cancer du poumon NSCLC. En 2004, l’ AvastinTM a reçu l’AMM (autorisation de mise sur le 

marché) de la « Food and Drug Administration » (FDA). 

En France, depuis janvier 2005, l’ AvastinTM est indiqué pour le traitement du cancer métastatique 

du colon ou du rectum en association avec des traitements chimiothérapeutiques conventionnels. 

Il est indiqué pour le traitement du cancer du sein métastatique depuis avril 2007, pour le 

traitement du cancer bronchique non à petites cellules chez les patients non-opérables depuis août 

2007 et enfin très récemment pour le cancer du rein avancé et/ou métastatique. D’autres essais 

cliniques sont actuellement en cours pour le traitement d’autres types de cancer : cancer de 

l’estomac, cancer ORL, tumeur de l’ovaire, tumeur péritonéale, lymphome et mélanome (Heron, 

2008). En ce qui concerne le traitement du cancer de la vessie, des essais cliniques de phase II 

utilisant le gemcitabine-cisplatine (GC), le méthotrexate/vinblastine/doxorubicin/cisplatin 

(MVAC) et l’AvastinTM en première ligne sont en cours sur des patients atteints de carcinomes 

invasifs (Sonpavde et al., 2008). Récemment, un premier résultat, tout à fait prometteur, a fait état 

d’une réponse positive à l’AvastinTM chez un patient atteint de cancer urothélial métastatique 

(Osai et al., 2008). 
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III.4. Valeur pronostique de la densité des microvaisseaux et du 

VEGF dans le cancer de la vessie 

La valeur pronostique du VEGF semble bien établie dans de nombreux cancers, en 

revanche il n’y a pas de consensus dans le cancer de la vessie. 

L’activité angiogénique d’une tumeur peut être évaluée par la mesure de la densité des 

microvaisseaux (MVD), ou par la quantification de facteurs angiogéniques (protéines ou ARNm) 

tels que le VEGF (VEGF-A), le VEGF-C, le VEGF-D et le bFGF dans le tissu tumoral vésical ou 

dans les milieux biologiques (sang et urine). 

Pour dénombrer les vaisseaux sanguins, un marquage immunohistochimique des cellules 

endothéliales en utilisant des anticorps ciblant des marqueurs spécifiques des cellules 

endothéliales (CD31 ou CD34) est nécessaire. Le calcul du nombre de vaisseaux apparaît comme 

un facteur prédictif de la récidive tumorale et de la survie dans les cancers de la vessie (Bochner et 

al., 1995 ; Dickinson et al., 1994). De plus, une étude sur 126 résections transurétrales de cancer 

de la vessie nonmétastatique montre qu’une MVD élevée serait un facteur de mauvais pronostique 

de survie (Miyata et al., 2006). 

Dans la plupart des études, l’analyse de la MVD est complétée par la quantification de 

l’expression du VEGF. Le VEGF est surexprimé dans la majorité des tumeurs humaines comme 

dans le rein et la vessie (Brown et al., 1993). Cependant, l’étude de l’expression du VEGF sur une 

série de 185 échantillons provenant de résections de tumeurs superficielles (pTa/pT1) montre que 

l’expression du VEGF n’est pas corrélée au risque de récidive et à la survie des patients (Chow et 

al., 1999). Par contre, une étude sur une série de 66 tumeurs superficielles pT1 montre qu’une 

expression élevée du VEGF dans les tumeurs pT1G2 est un marqueur pronostique de survie sans 

récidive (Santos et al., 2003). Une autre étude, sur des échantillons provenant d’une série de 161 

patients montre que le VEGF est un marqueur de progression et de récidive (Yang et al., 2004). 

Une étude immunohistochimique sur 112 biopsies de tumeurs vésicales montre une expression 

élevée du VEGF dans les formes agressives comparativement aux formes superficielles (Liu et 

al., 2008). Les différentes études suggèrent que le VEGF est un facteur de récidive et de 

progression des tumeurs urothéliales. Cependant, une étude sur une large cohorte de 127 patients 

démontre que l’expression du VEGF n’est corrélée ni au grade, ni au stade, ni à la récidive. Les 

auteurs concluent que le VEGF n’est pas un facteur prédictif de récidive et de progression dans les 

cancers superficiels de la vessie (Stavropoulos et al., 2004). Il semble donc qu’il n’y ait pas de 

consensus sur la valeur prédictive de l’augmentation du VEGF dans le cancer de la vessie. Les 
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différences de méthodologie utilisées pour mettre en évidence la valeur pronostique du VEGF 


pourraient être une explication. 


L’activité angiogénique d’une tumeur vésicale peut être quantifiée par d’autres méthodes. Ainsi,
 

des techniques d’hybridation in situ sur des coupes histologiques de tissu obtenues à partir d’une
 

série de 77 patients, montrent une expression élevée du VEGF dans cette série. L’auteur de cette 


étude a pu observer une expression plus importante du VEGF dans les formes invasives
 

comparativement aux formes superficielles et aux carcinomes in situ (CIS), suggérant que le 


VEGF est surexprimé au stade tardif du développement des tumeurs urothéliales (Izawa et al., 


2001). De plus, une étude portant sur 55 biopsies vésicales et 51 tumeurs infiltrantes traitées par
 

chimiothérapie et cystectomie montre que les expressions du VEGF et du bFGF sont corrélées au
 

risque de récidive et d’apparition de métastases après traitement (Inoue et al., 2000). 


La détermination du taux d’ARN du VEGF, en utilisant une technique de RNase protection, 


montre que l’expression de l’ARNm VEGF est significativement plus élevée dans les carcinomes 


comparativement aux tissus sains et que l’expression de l’ARNm VEGF dans les tumeurs 


superficielles est 4 fois plus élevée que dans les tumeurs invasives (O'Brien et al., 1995). Par RT

PCR en temps réel, le taux d’expression du VEGF est faible dans les tissus sains et un taux plus 


élevé est retrouvé dans les tumeurs superficielles (pTa bas grade et haut grade, pT1 haut grade), 


comparativement à celui des tumeurs invasives (pT2, pT3, pT4) (Pignot et al., 2008). 


Le VEGF serait un facteur de récidive puisqu’il a été montré que les tumeurs superficielles
 

récidivantes (pT1G1 pT1G2) expriment 4 fois plus de VEGF que les tumeurs qui ne récidivent 


pas (O'Brien et al., 1995). En effet, une étude utilisant des techniques de cDNAarray et de RT

PCR en temps réel montre que le VEGF serait effectivement un facteur de récidive des tumeurs
 

superficielles (Choi et al., 2007). 


Le VEGF est donc un marqueur pronostique indépendant de récidive des tumeurs superficielles
 

(pT1). Cependant il serait aussi un marqueur de progression des tumeurs superficielles. 


Pourtant, dans une étude récente en utilisant une méthode de RT-PCR en temps réel, aucune 


valeur pronostique du VEGF dans les cancers de la vessie n’a été établie (Pignot et al., 2008).
 

Seule une analyse univariée a établi que la surexpression du VEGF est associée à un mauvais
 

pronostic de survie sans progression (Pignot et al., 2008). 


Cependant, lorsque le taux des différents transcrits est étudié et non le taux du VEGF total, l’étude 


de l’expression des isoformes du VEGF pourrait apporter des éléments importants, puisque les
 

taux du VEGF206 et du VEGF189 semblent plus élevés dans les tumeurs invasives 


comparativement aux tumeurs superficielles (Li et al., 2000c). Cependant, une étude récente 


portant sur l’analyse de l’expression des différentes isoformes du VEGF (VEGF121, 145, 148,
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165, 183, 189, et 206) à partir de 157 échantillons cryoconservés ne montre pas de différence pour 


les isoformes spécifiquement surexprimées entre les tissus sains et les tissus tumoraux. En effet, la 


proportion des différentes isoformes est similaire entre les tissus sains et les tissus tumoraux avec 


une forte proportion d’ARNm du VEGF121 et du VEGF165 dans les deux types de tissus (Pignot
 

et al., 2008). 


D’autres études ont analysé la valeur pronostique du VEGF à partir d’échantillons biologiques tels
 

que le sérum et les urines. La mesure du taux de VEGF à partir d’échantillons urinaires de 261 


patients atteints de cancer de la vessie de tous stades et grades confondus dont 108 patients 


témoins montre qu’un taux significativement élevé de VEGF urinaire est retrouvé uniquement
 

chez les patients atteints de cancer de la vessie. L’analyse statistique a révélé qu’un taux élevé de 


VEGF était corrélé au taux de récidive (Crew et al., 1999). 


Une étude récente a montré à partir d’une cohorte de 120 patients qu’un taux urinaire élevé de 


VEGF est associé uniquement aux tumeurs superficielles (Eissa et al., 2007). 


Enfin, le dosage sérique du VEGF semble prometteur puisque des taux élevés de VEGF
 

permettraient de définir ce facteur de croissance comme un marqueur indépendant de récidive et 


de progression chez des patients atteints de cancers superficiels de la vessie (Miyake et al., 1999). 


Une étude réalisée au laboratoire sur une cohorte de 58 patients, montre que le taux sérique du 


VEGF est corrélé au stade, au grade, à la présence de carcinomes in situ associés et surtout qu’un 


taux élevé de VEGF sérique permet d’identifier des cancers de la vessie métastatiques (Bernardini
 

et al., 2001). 


L’expression d’autres isotypes du VEGF a été étudiée tels que le VEGF-C et le VEGF-D. La 


production de VEGF-C et de VEGF-D par les cellules tumorales induit la lymphangiogenèse qui 


favorise la dissémination tumorale lymphatique. 


Trois études se sont attachées à décrire la valeur pronostique du VEGF-C dans les tumeurs
 

urothéliales. Toutes les études ont montré que le VEGF-C n’était pas exprimé par l’urothélium 


normal. Deux d’entre elles montrent qu’un taux élevé de VEGF-C semble associé au stade, au
 

grade, à la MVD et à la présence de métastases ganglionnaires (Suzuki et al., 2005 ; Zu et al., 


2006). En revanche, la troisième rapporte que l’expression du VEGF-C est très faible dans les 


stades élevés (Mylona et al., 2006). 


En ce qui concerne l’expression du VEGF-D et de son récepteur Flt-4 (VEGFR-2), une étude 


montre que le VEGF-D serait un marqueur de la progression tumorale (Herrmann et al., 2007). 


Les récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2), préferentiellement exprimés à la surface des 


cellules endothéliales, sont également exprimés par des cellules tumorales urothéliales (Brown et
 

al., 1993 ; Sato et al., 1998 ; Xia et al., 2006). Une étude concomitante a montré que l’expression
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du VEGFR-2 est un marqueur de progression tumorale (Xia et al., 2006). Le taux élevé du VEGF 

associé à l’expression du VEGFR-2 dans les cellules dérivées de cancer humain de la vessie 

suggère l’existence d’une boucle d’activation autocrine de la prolifération des cellules tumorales 

urothéliales (Wu et al., 2003). 

Il semblerait donc qu’il n’y ait pas de consensus quant à la valeur pronostique du VEGF

A, cependant dans certains modèles de culture cellulaire, il a été montré que la surexpression du 

VEGF, semble être associée à un taux élevé d’une protéine intracellulaire de la famille des FABP 

(fatty acid binding protein) et à l’acquisition du potentiel métastatique (cf IV.FABP). En effet, une 

surexpression de la C-FABP (Cutaneous-Fatty Acid Binding Protein) conduit à l'acquisition du 

potentiel métastatique des cellules mammaires de Rat, et à une surexpression du VEGF. De plus, 

l’inhibition de l'expression de cette C-FABP est associée à une diminution du taux de VEGF et à 

la perte du potentiel métastatique des cellules (Adamson et al., 2003). 

Ces résultats suggèrent que, pour valider le concept du VEGF comme marqueur de progression du 

cancer de la vessie, il serait intéressant d’associer son expression à un autre facteur qui pourrait 

être une protéine de la famille des FABP. 
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IV. A-FABP et E-FABP 

La A-FABP (Adipocyte-Fatty Acid Binding Protein), et la E-FABP (Epidermal-Fatty Acid 

Binding Protein) font partie de la famille des fatty acid binding protein (FABP), protéines 

intracellulaires capables de transporter des acides gras. 

La A-FABP, appelée également FABP4 ou aP2, a été initialement décrite dans les adipocytes 

constituant le tissu adipeux (Hunt et al., 1986 ; Spiegelman, 1998). La E-FABP, également 

appelée FABP5, psoriasis-associated FABP (PA-FABP), keratinocyte-FABP (K-FABP), 

cutaneous-FABP (C-FABP) ou mal1 est exprimée préférentiellement dans les cellules de la peau 

(Krieg et al., 1993). 

IV.1. La famille des FABP 

Les fatty acid binding protein (FABP) appartiennent à la famille des lipid binding protein 

(LBP) et sont des petites protéines d’environ 14 à 15 kDa. Ces protéines sont nécessaires à la 

solubilisation des acides gras et coordonnent leur transport au sein de la cellule. Elles jouent un 

rôle important dans le métabolisme des acides gras. Elles sont capables de fixer de façon 

réversible avec une forte affinité de nombreux ligands hydrophobes, comme des acides gras à 

longues chaines saturées ou insaturées, ou des éicosanoïdes (Coe et Bernlohr, 1998 ; Zimmerman 

et Veerkamp, 2002).  

IV.1.1. Fonctions cellulaires 

Les fonctions biologiques et les mécanismes d’action de ces protéines sont encore assez 

mal connus. Cependant, ces protéines sont chargées de diriger les acides gras vers les gouttelettes 

lipidiques où ils seront stockés, vers le réticulum endoplasmique où ils interviennent dans la 

synthèse de la membrane cellulaire, vers la mitochondrie ou le peroxysome où ils seront oxydés, 

vers les enzymes cytosoliques afin de réguler leur activité, vers le noyau où ils interviendraient 

dans la régulation transcriptionnelle par les PPAR ou vers l’extérieur de la cellule (Chmurzynska, 

2006) (cf. Figure 14).  
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Figure 14 : Fonctions cellulaires des FABP  
(d’après (Furuhashi et Hotamisligil, 2008)) 

IV.1.2. Distribution tissulaire et régulation de l’expression des FABP 

Depuis leur découverte en 1972 (Ockner et al., 1972), neuf membres de la famille des 

FABP ont été identifiés. Ils portent le nom de l’organe dans lequel ils ont été initialement 

découverts : L-FABP (liver), I-FABP (intestinal), H-FABP (heart), A-FABP (adipocyte), E-FABP 

(epidermal) Il-FABP (ileal), B-FABP (brain), T-FABP (testis) et M-FABP (myelin P2) (cf. 

Tableau 4). Les différentes FABP ne sont vraisemblablement pas spécifiques du tissu dans lequel 

elles ont été initialement isolées. Ainsi des taux élevés de L-FABP sont retrouvés dans le foie 

(Ockner et al., 1982) et des taux faibles sont détectés dans l’intestin, les reins, les poumons, et le 
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pancréas ; I-FABP est confinée au tractus digestif (Sweetser et al., 1987) ; H-FABP (Heuckeroth 

et al., 1987) et E-FABP (Krieg et al., 1993) sont ubiquitaires ; A-FABP est détectée dans les 

adipocytes (Amri et al., 1991), mais aussi dans les macrophages, les cellules dendritiques et dans 

les cellules urothéliales de la vessie (Celis et al., 1996). 

Protéine Nom 
alternatif 

Expression tissulaire Localisation 
chromosomique 

L-FABP (liver) FABP1 Foie, intestin, pancréas, rein, poumon, estomac 2p11 

I-FABP (intestinal) FABP2 Intestin 4q25-q31 

H-FABP (heart) FABP3, MDGI Cœur, muscle squelettique, cerveau, rein, 
poumon, estomac, testicule, aorte, glande 
surrénale, glande mammaire, placenta, ovaire, 
tissu adipeux brun 

1p32-p33 

A-FABP (adipocyte) FABP4, aP2 Adipocyte, 
vessie 

macrophage, cellule dendritique, 8q21 

E-FABP (epidermal) FABP5, 
PA-FABP, 
mal1, C-FABP 

Peau, langue, adipocyte, macrophage, cellule 
dendritique, glande mammaire, cerveau, intestin, 
rein, foie, poumon, cœur, muscle squelettique, 
testicule, rétine, cristallin, rate, vessie 

8q21.13 

Il-FABP (ileal) FABP6, 
I-BABP, 
gastrotropin 

Iléon, ovaire, glande surrénale, estomac 5q33.3-q34 

B-FABP (brain) FABP7, MRG Cerveau, cellule gliale, rétine, glande mammaire 6q22-q23 

M-FABP (myelin) FABP8, 
My-FABP, 
PMP2 

Système 
Schwann 

nerveux périphérique, cellule de 8q21.3-q22.1 

T-FABP (testis) FABP9 Testicule, glande salivaire, glande mammaire 8q21.13 

Tableau 4 : Famille des fatty acid-binding protéin (FABP) 

Les FABP sont en général fortement exprimées dans les tissus métaboliquement actifs 

notamment dans les hépatocytes, les adipocytes et les cardiomyocytes où le taux de protéines 

correspond à 1 voire 5 % du total des protéines solubles cytosoliques (Haunerland et Spener, 

2004). Les gènes fabp sont composés de 3 introns et de 4 exons de tailles différentes et possèdent 

tous une séquence canonique TATA, ou TATA box, située entre 23 et 30 nucléotides en amont du 

site d’initiation de la transcription (Kurtz et al., 1994) et (Hunt et al., 1986 ; Kurtz et al., 1994 ; 

Sweetser et al., 1987 ; Sweetser et al., 1986). Les gènes de la A-FABP et de la L-FABP possèdent 

des séquences PPRE dans leur promoteur (Issemann et Green, 1990 ; Tontonoz et al., 1994). 

L’expression des FABP est contrôlée par des séquences activatrices tissu-spécifiques, notamment, 

la L-FABP qui présente une séquence de fixation à HNF1 (hepatic nuclear factor 1) (Simon et al., 

1993) et la H-FABP qui comporte un site atypique MEF2-binding (myocyte enhancer-binding 

factor 2) (Qian et al., 1999).   
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IV.2. A-FABP et E-FABP : généralités 

IV.2.1. Gènes et séquences régulatrices 

Le gène humain de la A-FABP est situé sur le chromosome 8 en position 8p21 (Prinsen et 

al., 1997), il est constitué de quatre exons séparés par trois introns. Son ARNm de 619 paires de 

bases est traduit en une protéine de 132 acides aminés dont la masse moléculaire relative est de 

14,719 kDa. Peu de choses sont connues sur les sites de régulation de l’expression de la A-FABP 

humaine bien qu’elle soit hautement régulée dans les adipocytes où elle interviendrait dans leur 

différenciation. De nombreuses études ont été réalisées chez la souris et ont permis d’identifier 

des sites régulateurs sur le promoteur du gène A-FABP. Le facteur de transcription c-fos/c-jun, en 

se fixant sur un site FSE-2 (fat specific element) appelé encore site AP-1, situé en position -122/

116 du gène murin a-fabp, régule négativement l’expression de ce gène (Rauscher et al., 1988). 

Un élément de réponse aux glucocorticoïdes a été identifié sur le promoteur ce gène en position 

393 à -385 (Cook et al., 1988). Un site de fixation du facteur de transcription C/EBP 

(CCAAT/enhancer binding protein) a également été identifié en position -159/-129 (Christy et al., 

1989). C/EBP est un inducteur majeur de l’expression de A-FABP dans les cellules adipocytaires 

(Christy et al., 1989). Le promoteur du gène murin a-fabp contient aussi une séquence PPRE 

fonctionnelle de type DR-1 située en position -5220 à -5199 (Ross et al., 1990 ; Tontonoz et al., 

1994). L’hétérodimère PPARγ2/RXRα se fixe sur cette séquence PPRE ce qui conduit à la 

transactivation de la transcription du gène a-fabp (Schachtrup et al., 2004 ; Tontonoz et al., 1994). 

Dans la lignée cellulaire 3T3, il a été montré que la troglitazone et la pioglitazone augmentent 

l’expression de l’ARNm A-FABP (Harris et Kletzien, 1994). Les acides gras, oléate, palmitate, 

palmitoléate et stéarate, augmentent la transcription de a-fabp dans les préadipocytes mais pas 

dans les adipocytes matures (Distel et al., 1992). L’insuline ainsi que l’IGF-1 augmentent 

l’expression de l’ARNm de A-FABP dans les préadipocytes (Blake et Clarke, 1990).  

Peu d’études ont porté sur le promoteur du gène humain de la A-FABP et, à la différence du 

promoteur murin, aucune séquence PPRE n’a été identifiée dans le promoteur du gène humain a

fabp (Liu et al., 2007). Cependant, des ligands de PPARγ (rosiglitazone et pioglitazone) activent 

la transcription d’un gène rapporteur luciférase placé sous le contrôle du promoteur du gène 

humain a-fabp (Rival et al., 2004), suggérant ainsi la présence d’un PPRE dans ce promoteur. 

Le gène humain e-fabp se situe également sur le chromosome 8 en position 8p21.13 à 

proximité du gène a-fabp (Bleck et al., 1998). Il possède la même structure que la A-FABP avec 4 

exons et 3 introns. Son ARNm de 662 paires de bases est traduit en une protéine de 14 kDa 

comportant 135 acides aminés. Dans les cellules adipocytaires, la A-FABP est la forme 

majoritaire alors que la E-FABP est minoritaire. Dans une lignée murine dont le gène a-fabp a été 
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invalidé, l’absence de A-FABP est partiellement compensée par une augmentation de l’expression 

de la E-FABP (Hotamisligil et al., 1996). 

Peu de travaux ont été réalisés sur le promoteur humain de e-fabp. Le clonage et le séquençage du 

gène murin de e-fabp ont permis d’identifier plusieurs séquences « enhancers » connues, une 

TATA box, localisée en position -40 et une CAAT box en position -80 (Bleck et al., 1998). Une 

recherche d’identité du promoteur avec des séquences « enhancers » connues a permis d’identifier 

plusieurs sites de fixation à MyoD – facteur de transcription spécifique du muscle –, à C/EBP, à 

HNF-1 – facteur de transcription spécifique du foie –. Un site AP1 (Eckert et al., 1997) et des 

sites de fixation aux facteurs de transcription MZF1 et GATA1 impliqués dans la régulation des 

gènes érythropoïétiques ont aussi été retrouvés (Hromas et al., 1991 ; Pevny et al., 1991). De plus, 

Schachtrup a identifié, une séquence apparentée à une séquence PPRE en position -5220 à -5199. 

Cependant, cette séquence ne permet pas la transactivation d’un gène rapporteur par les trois 

isotypes de PPAR (Schachtrup et al., 2004). 

L’antigène Ep-CAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) est une glycoprotéine transmembranaire 

dont l’augmentation de l’expression est associée au grade et à la dysplasie des tumeurs 

mammaires. L’augmentation de l’expression de Ep-CAM induit la surexpression du proto

oncogène c-myc et de nombreuses autres protéines dont la E-FABP (Munz et al., 2005). 
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IV.2.2. Structure 

Les FABP possèdent une structure tridimensionnelle 

composée de dix feuillets β antiparallèles formant une structure en 

tonneau et deux hélices α (Chmurzynska, 2006). La A-FABP peut 

former un homodimère en présence ou en absence de ligands.  

Aucune séquence de localisation nucléaire (NLS) n’a été identifiée 

sur la séquence primaire de la A-FABP, cependant l’étude de la 

structure tridimensionnelle a montré la présence d’une séquence 

signal (Ayers et al., 2007 ; Sessler et Noy, 2005). Cette séquence 

correspond à 3 résidus basiques, la lysine 21 (K21), l’arginine 30 

(R30) et l’arginine 31 (R31), localisés dans le motif hélice-boucle

hélice de la protéine. Lors de la fixation d’un acide gras, il y a 

changement d’orientation et stabilisation de l’hélice portant la « NLS » (cf. Figure 16) (Ayers et 

al., 2007) ce qui permet la reconnaissance de cette « NLS » par les karyophérines, qui vont ensuite 

recruter les nucléoporines FG. Ce complexe, une fois formé, va pénétrer dans le noyau par 

l’intermédiaire d’un pore nucléaire. Dans le noyau, RanGTP se fixe sur les karyophérines et 

permet la dissociation du complexe libérant la A-FABP (Gorlich et al., 1997). La A-FABP 

complexée au ligand va alors se lier au récepteur PPARγ, lui céder son ligand et permettre son 

hétérodimérisation avec RXR et la transcription de gènes cibles (cf Figure 16). 

Figure 15 : Structure de 
la A-FABP 

Ligands 
activateurs 

karyophérines 

Nucléoporines FG 

Ran GTP 

PPARγ Hétérodimérisation 

noyau 

Pore 
nucléaire 

NLS 

NLS 

NLS 

Activation de la transcription 

PPAR RXR 

PPAR RXR 

NLS 
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A-FABP 

Figure 16 : Schéma de l’import nucléaire de la A-FABP en présence de ligands activateurs 
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Selon la nature du ligand, la protéine A-FABP présentera des changements conformationnels 

différents, suggérant l’existence de ligands 

« activateurs » (linoléate, TZD) et de ligands 

« non activateurs » (oléate) (Ayers et al., 

2007). Les ligands non activateurs n’induisent 

pas de translocation nucléaire du complexe, 

contrairement à ce qui est obtenu avec les 

ligands activateurs. En effet, la chaine latérale 

contenant la phénylalanine 57 (F57) peut subir 

une légère rotation vers l’intérieur de la poche 

de fixation ou vers l’extérieur de la protéine 

grâce à la proline 38 (P38) qui agit comme 

une charnière. Les ligands activateurs 

interagissent avec la F57 et bloquent ce résidu 

vers l’intérieur de la poche de fixation (cf. Figure 17). Cette interaction permet la stabilisation de 

la protéine et de la séquence « NLS », ce qui conduira à l’import nucléaire du complexe A

FABP/ligand. 

Aucune « NLS » n’a été identifée ni dans la séquence primaire ni dans la structure 

tridimentionnelle de la E-FABP. 

IV.2.3. Les ligands des A- et E-FABP 

Les FABP lient les acides gras et plus spécifiquement les acides gras à longues chaînes. 

Chaque protéine, A- ou E-FABP, lie et séquestre à l’intérieur de sa cavité un seul ligand 

hydrophobe à la fois contrairement à d’autres FABP telles que la L-FABP (Veerkamp et 

Maatman, 1995). L’affinité des FABP pour les acides gras dépend de la longueur de leur chaîne, 

et pour ce qui concerne la E-FABP de leur degré de saturation (Richieri et al., 1994). La A- et la 

E-FABP peuvent lier des lipides oxydés comme l’acide hydroxy- et l’hydroperoxy

eicosatetraenoïque (HETE, et HPETE), mais leur affinité pour les leukotriènes et les 

prostaglandines est faible (Kane et al., 1996). La A- et la E-FABP peuvent aussi lier des 

molécules pharmacologiques telles que les TZD (ex : troglitazone). Par contre, la fixation du 

WY14,643 par la A-FABP est négligeable et n’a pas été mesurée pour la E-FABP (Wolfrum et 

al., 2001). Des molécules fluorescentes, interagissant avec les domaines hydrophobes des 

Figure 17 : Schéma de la stabilisation de la NLS 
de la A-FABP par les ligands activateurs 
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protéines et pouvant également se fixer sur les FABP, notamment le 1-anilino-8

naphtalènesulfonate (1,8-ANS) (Kane et al., 1996), et l’acide cis-parinarique (cPA) (Myers-Payne 

et al., 1996 ; Sha et al., 1993) sont très utilisées pour évaluer l’affinité et la spécificité des FABP 

pour leurs ligands naturels. Globalement, l’affinité des FABP pour les acides gras est comprise 

entre 10 et 1000 nM. 

IV.2.4. Rôles intracellulaires des A- et E-FABP 

Dans la circulation sanguine, les acides gras sont véhiculés sous forme de lipoprotéines et 

sont principalement associés à l’albumine (Spector, 1986). Ces acides gras pénètrent dans la 

cellule soit par diffusion passive ou « flip-flop » (Zakim, 1996), soit par des protéines spécifiques 

comme les FABPPM (plasma membrane FABP) (Stremmel et al., 1985), les FAT (fatty acid 

transporter) (Ibrahimi et al., 1996) et les FATP (Schaffer et Lodish, 1994). Une fois dans la 

cellule, les acides gras sont liés par les FABP, ce qui leur permettra d’augmenter leur solubilité et 

de faciliter leur transport de la membrane plasmique vers leurs sites d’oxydation (mitochondrie, 

peroxysomes), d’estérification en triacylglycérols ou phospholipides, ou encore vers le noyau 

pour réguler la transcription. 

IV.3. Principales fonctions de la A-FABP 

L’isotype A-FABP est le mieux caractérisé des membres de la famille des FABP. Son expression 

est hautement régulée durant la différenciation des adipocytes et la transcription de son ARNm est 

régulée par les acides gras, les agonistes de PPARγ et par l’insuline (Haunerland et Spener, 2004 ; 

Makowski et Hotamisligil, 2005). 

La différenciation des monocytes en macrophages par les agonistes de PPARγ et les LDL oxydés 

(« low density lipoprotein ») est associée à une augmentation de l’expression de la A-FABP 

(Makowski et Hotamisligil, 2005 ; Pelton et al., 1999). 

Lors de l’accumulation de lipides dans les préadipocytes 3T3-L1, durant le stade précoce de la 

différenciation des préadipocytes en adipocytes, une étude par northern-blotting a montré une 

augmentation du taux de PPARγ (Kajimoto et al., 2005).  

Des travaux montrent un taux faible de A-FABP dans les préadipocytes, et une augmentation 

croissante de l’expression de cette protéine en fonction du degré de différenciation dans les 

adipocytes (Weaver et al., 2008). La différenciation adipocytaire semble être contrôlée par la 

transcription du gène a-fabp, elle-même contrôlée par le facteur de transcription C/EBPβ – 

protéine impliquée dans la différenciation terminale des adipocytes –. En effet, lorsque la 
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différenciation adipocytaire des préadipocytes 3T3-L1 est bloquée par l’inhibition de la 

phosphorylation de C/EBPβ, cela conduit à une inhibition de l’expression de PPARγ2 et de A

FABP (Bezy et al., 2007). 

La A-FABP aurait un rôle dans l’apoptose des follicules ovariens chez la souris. En effet, 

une expression de la A-FABP a été observée dans les cellules apoptotiques (Nourani et al., 2005). 

De plus, la A-FABP interviendrait dans l’apoptose des lymphocytes induite par la dexaméthasone 

(Abdelwahab et al., 2007). La surexpression de la A-FABP conduit à l’apoptose des cellules 

cancéreuses de prostate DU145, en diminuant l’expression des facteurs de croissance autocrines et 

en augmentant l’expression des facteurs pro-apoptotiques (De Santis et al., 2004). 

La A-FABP aurait un rôle à jouer dans le processus inflammatoire. En effet, des cellules 

dendritiques issues de souris dont le gène a-fabp a été invalidé (A-FABP -/-), activent moins 

efficacement les lymphocytes T CD8+, et sécrètent moins de cytokines IL-12, de TNF et d’IFN-γ 

(Rolph et al., 2006). La A-FABP serait un acteur indispensable de la différenciation et de 

l’activation des monocytes en macrophages (Fu et al., 2000 ; Kazemi et al., 2005 ; Makowski et 

Hotamisligil, 2005 ; Pelton et al., 1999). Dans les macrophages dont le gène a-fabp a été invalidé 

(A-FABP -/-), il n’y a plus de synthèse de cytokines telles que le TNFα, l’IL-1β, l’IL-6 et MCP1 

(Protéine Chimioattractante des Monocytes) ni de synthèse d’enzymes pro-inflammatoires tels 

que iNOS et COX2 (Balendiran et al., 2000). 

Lors de l’asthme, en réponse aux cytokines IL-4 et IL-13, produites par les lymphocytes TH2, les 

cellules humaines épithéliales des bronches expriment un taux important de A-FABP (Shum et 

al., 2006). 

En plus de son rôle dans la différenciation adipocytaire, la A-FABP joue un rôle majeur 

dans les fonctions adipocytaires impliquées dans le développement du syndrome métabolique 

(Maeda et al., 2003). Le terme syndrome métabolique définit un ensemble de perturbations 

métaboliques qui prédisposent à différentes pathologies telles que le diabète de type 2, 

l’hypertension, la dyslipidémie, et les maladies cardiovasculaires (Bonow et Gheorghiade, 2004 ; 

Grundy, 2004). Des souris dont le gène a-fabp a été invalidé (A-FABP -/-) et dont le régime est 

riche en graisse, montrent une diminution de la résistance à l’insuline (Hotamisligil et al., 1996). 

Il a été observé dans un modèle murin d’athérogenèse1 (souris ApoE-/-) dont le gène a-fabp a été 

invalidé (A-FABP -/-) et suite à un régime riche en graisse, une diminution des plaques 

1 Athérogenèse : formation de plaques d’athérome au sein des artères par accumulation d’acide gras, de cholestérol, de
dépôts calcaires, de fibrinogène, et de plaquettes. Cette pathologie augmente de façon importante le risque de maladie
cardiovasculaire. 

- 85 -




 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                   
 

INTRODUCTION – A-FABP et E-FABP 

d’athérome (Boord et al., 2004). Un inhibiteur chimique de la A-FABP, le BMS309403, protège 

les souris hypercholestérolémiques (ApoE-/-) du développement d’un syndrome métabolique 

(Furuhashi et al., 2007). Cette molécule pourrait prochainement être utilisée chez l’homme pour le 

traitement du diabète et des maladies cardiovasculaires. Les individus porteurs d’un 

polymorphisme de la A-FABP (variant T-87C1), présentent un taux de triglycérides plus faible, ce 

qui réduit les risques de maladies cardiovasculaires, et semble protéger ces individus contre le 

diabète de type 2 induit par l’obésité (Tuncman et al., 2006). 

A l’heure actuelle, le dosage de la A-FABP dans le sérum permettrait d’établir un diagnostic 

clinique de l’obésité dû à un syndrome métabolique (Stejskal et Karpisek, 2006 ; Tso et al., 2007 ; 

Xu et al., 2007 ; Xu et al., 2006) et serait un marqueur du diabète de type 2 (Tso et al., 2007). 

IV.4. Principales fonctions de la E-FABP 

A l’heure actuelle, la fonction de la E-FABP n’est pas clairement établie. D’après sa similarité en 

acides aminés avec la A-FABP (52 %), la E-FABP lie vraisemblablement les acides gras et 

certains ligands synthétiques avec une affinité similaire à celle de la A-FABP (Haunerland et 

Spener, 2004). Dans les adipocytes de souris, le taux de A-FABP est très supérieur à celui de la E

FABP suggérant un rôle secondaire de la E-FABP (Simpson et al., 1999). Cependant, l’expression 

de la E-FABP est augmentée très fortement dans les adipocytes de souris dont le gène a-fabp a été 

invalidé (A-FABP -/-) (Hotamisligil et al., 1996 ; Makowski et al., 2001) ce qui laisse supposer 

que lorsqu’il y a déficit en A-FABP, la E-FABP prend le relais. 

Dans les adipocytes, la E-FABP semble être impliquée dans la lipolyse et dans la sensibilité à 

l’insuline (Hertzel et al., 2002). En effet, des souris, dont le tissu adipeux surexprime 

spécifiquement la E-FABP et nourries avec un régime riche en graisse, sont moins sensibles à 

l’insuline (Maeda et al., 2003). Les adipocytes des souris dont le gène e-fabp a été invalidé (E

FABP -/-) montrent une augmentation de leur capacité de transport du glucose dépendant de 

l’insuline. 

Dans l’épiderme constituant la peau, la présence des acides gras dans la membrane des cellules est 

essentielle au maintien de la perméabilité à l’eau. La perte de l’expression de la E-FABP dans ces 

cellules, n’altère pas la composition en acide gras de la membrane cellulaire et n’altère que de 

façon mineure sa fonction de barrière à l’eau (Owada et al., 2002).  

1 Variant T-87C : la thréonine 87 est remplacée par une cystéine. 
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Par contre, la E-FABP semble jouer un rôle important dans la différenciation des cellules de 

l’épiderme puisque son expression varie en fonction du stade de différenciation des kératinocytes 

(Siegenthaler et al., 1994). En effet, elle a été intialement détectée dans la peau psoriasique, où 

elle est très fortement exprimée (Madsen et al., 1992).  

La surexpression de la E-FABP dans une lignée cellulaire mammaire nonmétastatique de rat est 

associée à une surexpression du VEGF et à l’acquisition du potentiel métastatique (Jing et al., 

2001). Comme nous l’avons décrit précédemment (cf. II.3.3), la E-FABP interagit avec le PPARβ 

et augmente son activité transcriptionnelle (Tan et al., 2002). De même la protéine de liaison de 

l’acide rétinoïque (CRABP-II) véhicule le ligand jusqu’à son récepteur RAR contrôlant ainsi son 

activité transcriptionnelle (Budhu et al., 2001 ; Budhu et Noy, 2002).  

Dans les cellules, selon que le taux de CRABP-II est supérieur ou inférieur à celui de la E-FABP, 

la réponse cellulaire sera différente. En effet, lorsqu’il y a plus de CRABP-II que de E-FABP, la 

cellule sera conduite vers la mort cellulaire et lorsque le taux de E-FABP est supérieur à celui de 

CRABP-II, c’est la survie cellulaire qui sera augmentée. Ces deux effets opposés du même ligand 

s’expliquent par l’activation d’un récepteur nucléaire différent, CRABP-II activant RAR, facteur 

de transcription pro-apoptotique, et E-FABP activant PPARβ, facteur de transcription augmentant 

la survie cellulaire. E-FABP favoriserait la survie cellulaire par l’intermédiaire du récepteur 

PPARβ (Schug et al., 2007). 

IV.5. A-FABP et E-FABP dans le cancer de la vessie 

Les FABP semblent exercer un rôle primordial dans l’acquisition du potentiel métastatique. 

En effet, un taux élevé de la H-FABP dans les cancers gastriques est associé à l’agressivité 

tumorale, à l’acquisition du potentiel métastatique et à un mauvais pronostic de survie des patients 

(Hashimoto et al., 2004). Dans les astrocytomes, un taux élevé de la B-FABP est associé aux 

régions d’infiltration tumorale et à la récidive (Mita et al., 2007). Dans les cancers du rein, la B

FABP serait un marqueur tumoral (Teratani et al., 2007). Un taux élevé de la L-FABP semble être 

associé aux cancers du poumon (Kawamura et al., 2005). Dans d’autres cas, c’est la perte 

d’expression d’une FABP qui est associée à l’acquisition du potentiel métastatique. Ainsi, la perte 

d’expression de la L-FABP est associée aux cancers colorectaux (Lawrie et al., 2004). Enfin, le 

taux de A-FABP est moins important dans les lignées cellulaires dérivées de cancer du sein 

comparativement aux lignées cellulaires non pathogéniques (Hammamieh et al., 2005). 

Dans les cancers de la vessie, une perte d’expression de la A-FABP est associée à la progression 

des tumeurs urothéliales (Celis et al., 1996 ; Ohlsson et al., 2005). Par ailleurs, le pourcentage de 
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tumeurs exprimant la A-FABP est très élevé dans les lésions de bas grade et diminue
 

drastiquement dans les néoplasies de grade III et IV.  


Une analyse, par électrophorèse à deux dimensions, par microséquençage et par spectrométrie de 


masse des protéines issues de cellules urothéliales normales ou de cellules urothéliales tumorales, 


montre que la A-FABP est plus exprimée dans le tissu normal que tumoral. De plus, le taux de A

FABP est plus élevé dans les lésions de bas grade comparativement aux tumeurs de grades 3 et 4
 

(Celis et al., 1996). 


Gromova a étudié l’expression de la A-FABP par RT-PCR et par électrophorèse
 

bidimensionnelle. Il a montré une association entre la diminution du taux des ARNm et la 


diminution du taux protéique de la A-FABP dans les lésions de haut grade (Gromova et al., 1998) 


ce qui suggère une régulation au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel. 


L’étude de l’expression de certains marqueurs de différenciation dans les carcinomes
 

épidermoïdes de la vessie (SCC) (cf I.3. ) montre que le taux de la E-FABP est plus élevé dans les 


formes très différenciées et kératinisées, exprimant les kératines 5, 6, 10, 14, 16,17 et 20, et
 

l’involucrine, que dans les formes peu différenciées (Ostergaard et al., 1997). 


Le profil d’expression génique de tumeurs urothéliales de vessie a été analysé en utilisant des 


puces à ADN. Cette étude a montré une surexpression de la A-FABP dans les tumeurs 


superficielles qui progressent comparativement à celles qui ne progressent pas (Wild et al., 2005). 


La quantification de la A-FABP et de la E-FABP dans les tumeurs urothéliales superficielles 


pourrait donc permettre d’identifier les tumeurs superficielles qui vont progresser. 


Plus récemment, Ohlsson a étudié l’expression de la A-FABP d’une part, sur 153 échantillons de
 

vessie par analyse protéomique et par immunohistochimie, et d’autre part, sur 1 849 patients 


atteints de cancer de la vessie par la technique de tissue microarray. Cette étude montre une forte 


diminution de l’expression de la A-FABP dans les tumeurs invasives. De plus, cette baisse 


d’expression de la A-FABP n’est pas associée à une diminution de l’expression de PPARγ
 

(Ohlsson et al., 2005). 


La A-FABP, et dans une moindre mesure la E-FABP, semblent donc jouer un rôle essentiel dans 


la cancérogenèse de l’urothélium.
 

- 88 -




 

 

CADRE ET BUT DU TRAVAIL 




 

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

CADRE ET BUT DU TRAVAIL 


En terme de fréquence, les tumeurs vésicales représentent le second cancer des voies 

urogénitales. Avec plus de 10 000 nouveaux cas et 4 500  décès annuel en France, cette pathologie 

est un véritable enjeu de santé publique. Les tumeurs de type urothélial représentent 95% des 

tumeurs vésicales et se répartissent en deux grands groupes : les tumeurs dites superficielles 

(70%) et les tumeurs infiltrant le plan musculaire (30%). Le terme de « tumeurs superficielles » a 

été introduit par les urologues, il y a une trentaine d’années, pour définir l’ensemble des tumeurs 

urothéliales confinées à la muqueuse vésicale. Il regroupe en réalité trois catégories tumorales 

bien distinctes, dans leur morphologie, leur potentiel évolutif et vraisemblablement leur mode de 

cancérogenèse. Il s’agit de tumeurs papillaires non infiltrantes (pTa), des carcinomes papillaires 

infiltrant le chorion (pT1) et du carcinome in situ (CIS). Les tumeurs papillaires pTa et pT1 font 

l’objet d’un intérêt particulier elles sont plus que toutes autres concernées par le problème de la 

fiabilité des données histopathologiques car le traitement repose entièrement sur le grade et le 

stade. Si les carcinomes infiltrant le muscle sont en effet classés sans difficulté et requièrent un 

traitement chirurgical radical par cystectomie, les tumeurs pTa et pT1 sont, pour la plupart, 

traitées par résection endoscopique associée ou non à des instillations endovésicales de Bacille 

Calmette-Guérin (BCG). Leur évolution est capricieuse, dominée par les risques de récidive et de 

progression vers l’invasion musculaire : ces risques sont corrélés à la fois au stade et au grade. Les 

tumeurs pTa ont un risque de récidive à 5 ans de 30 à 50% selon le grade ; le taux de progression 

est de 5% pour les pTaG1 et atteint 50% pour les pTaG3 (Lebret et al., 2000). Quant aux tumeurs 

pT1, elles constituent un ensemble très hétérogène à haut risque : si certaines d’entre elles peuvent 

être contrôlées par un traitement conservateur, plus de 50% évoluent vers l’invasion du plan 

musculaire et nécessitent une cystectomie totale (Soloway et al., 2002). 

Donc le problème posé par les tumeurs superficielles de la vessie est de savoir si elles 

resteront superficielles ou si elles deviendront infiltrantes et envahissantes. Actuellement les 

facteurs les plus informatifs permettant d’obtenir des indications pronostiques d’une tumeur de 

vessie sont le stade et le grade. Ainsi, il apparaît de plus en plus nécessaire de compléter l’analyse 

anatomopathologique conventionnelle par des marqueurs moléculaires d’agressivité tumorale.  

L’identification de nouveaux marqueurs d’agressivité du cancer vésical est l’une des 

thématiques du Groupe de Recherche en Urologie de l’EA3181. Une meilleure caractérisation de 

cette pathologie hétérogène, au pronostic variable et imprévisible, a pour objectif de proposer de 

nouvelles voies thérapeutiques dans le traitement de cette maladie et de permettre ainsi une 

meilleure prise en charge des patients. 

Notre intérêt s’est, entre autre, porté sur l’angiogenèse. En effet, la croissance et la 

dissémination métastatique des tumeurs solides dépendent de l'angiogenèse qui est un phénomène 

complexe, multi-étapes, hautement régulé qui conduit à la formation de nouveaux capillaires 
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sanguins à partir de l’excroissance ou du bourgeonnement de vaisseaux préexistants, capillaires 

ou veinules. L’angiogenèse tumorale est initiée par des facteurs angiogéniques dont le VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor) est un régulateur clé. Ainsi, l'évaluation de l'angiogenèse à 

travers l’expression du facteur angiogénique VEGF et une meilleure connaissance des voies de 

régulation de ce facteur de croissance sont des paramètres essentiels qui devraient permettre de 

mieux appréhender le devenir biologique du cancer de la vessie.  

Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont montré d’une part que le taux sérique de 

VEGF est augmenté chez des patients atteints d’une tumeur de vessie et corrélé au stade et au 

grade, d’autre part qu’un dosage du VEGF d’une valeur supérieure à 400 pmol/ml permet 

d’identifier des cancers vésicaux métastatiques (Bernardini et al., 2001). Compte-tenu de 

l’importance de ce facteur de croissance dans l’angiogenèse, de sa valeur pronostique potentielle 

dans le devenir des tumeurs urothéliales superficielles et de l’importance des récepteurs nucléaires 

PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) dans la tumorigenèse, nous avons étudié la 

régulation du gène vegf par ces récepteurs dans un modèle in vitro. Les PPAR sont 

particulièrement intéressants car ils sont activés par des molécules d’un grand intérêt 

pharmacologiques tels que les fibrates (utilisés dans le traitement des dyslipidémies) et les 

thiazolidinediones (utilisées dans le traitement du diabète de type 2).  

Nos travaux ont été réalisés sur des lignées cellulaires humaines dérivées de cancer de la 

vessie, RT4 et T24. La lignée RT4 dérivée d’une tumeur papillaire bien différenciée de grade I, 

est représentative d’une tumeur superficielle de bon pronostic et la lignée T24 dérivée d’un 

carcinome de vessie, indifférencié de grade III, est représentative d’une tumeur à potentiel 

métastatique. 

Les premiers résultats obtenus ont montré que le VEGF (ARNm et protéine) est 

surexprimé de manière différentielle par des ligands synthétiques de PPARs, le WY 14,643 

(fibrate qui est un ligand de PPARα), le L-165041 (ligand de PPARβ) et le BRL 49653 

(thiazolidinedione qui est un ligand de PPARγ). En effet, l’expression de ce gène est augmentée 

par l’activation des trois isotypes des PPARs dans les cellules RT4 et uniquement par l’activation 

de PPARβ dans les cellules T24. Cette surexpression met en jeu un mécanisme indirect 

d’activation transcriptionnelle et pourrait impliquer un membre de la famille des FABP, la A

FABP (Fauconnet et al., 2002). 

Selon les données de la littérature, certaines FABPs auraient un rôle dans l’acquisition du 

potentiel agressif, invasif et métastatique d’une tumeur et apparaîtraient comme de nouveaux 

marqueurs de progression tumorale. Cependant, dans certains types de cancers, ce n’est pas une 

induction ou une augmentation d’expression des FABPs qui est observée mais une perte 

d’expression.  
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En ce qui concerne le cancer de la vessie, peu d’études ont porté sur l’expression des 

FABPs. Néanmoins, un groupe de recherche a montré que l’expression de la E-FABP serait 

diminuée en fonction du degré de différenciation des cancers urothéliaux (Ostergaard et al., 

1997). Mais, ce qui a particulièrement retenu notre attention, c’est qu’ils ont observé une forte 

expression de la A-FABP dans le tissu urothélial normal et une perte d’expression de cette 

dernière en fonction du stade de la tumeur (Celis et al., 1996). Ces différents travaux suggèrent 

que la perte d’expression de la A-FABP serait associée à la progression des tumeurs urothéliales 

(Celis et al., 1996 ; Ohlsson et al., 2005). 

Compte-tenu de l’ensemble de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle 

une surexpression du VEGF dans les tumeurs urothéliales de stade et grade élevés pourrait être 

associée à la perte d’expression de la A-FABP. Par ailleurs, une tumeur vésicale superficielle 

caractérisée par une forte expression de la A-FABP, serait de bon pronostic et a contrario, la 

capacité invasive d’une tumeur de vessie pourrait être évaluée par la perte expression de cette 

FABP.  

Dans le cadre de notre travail de thèse, nous avons eu plusieurs objectifs :  

- Etudier la régulation des différentes isoformes du VEGF par les PPAR pour déterminer s’il 

existe une régulation différentielle d’une isoforme donnée (isoforme soluble ou isoforme piégée 

dans la matrice extracellulaire) en fonction du phénotype agressif des cellules urothéliales.  

- Analyser la valeur pronostique de l’expression du VEGF tissulaire et de ses isoformes au niveau 

génique par différentes techniques de biologie moléculaire (northern-blotting, southern-blotting et 

RT-PCR en temps réel). En effet, selon les données de la littérature, l’étude de l’expression du 

VEGF tissulaire (ARNm ou protéine) conduit à des résultats contradictoires. Il n’y a pas de 

consensus quant à la valeur pronostique du VEGF dans les tumeurs de vessie.  

- Analyser la valeur pronostique de l’expression de la A-FABP dans des tumeurs de la vessie de 

différents stade et grade et déterminer s’il existe une corrélation avec les critères 

anatomopathologiques classiques.  

- Analyser quelles sont les FABP exprimées dans les lignées cellulaires de vessie RT4 et T24 pour 

déterminer si l’expression du VEGF est associée à la surexpression ou à la perte d’expression 

d’une FABP et plus particulièrement de la A-FABP. 

- Etudier la régulation de la A-FABP par les PPAR pour identifier les ligands capables 

d’augmenter son expression.  
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- Enfin, déterminer si une FABP pourrait avoir un rôle dans la régulation transcriptionnelle du 

VEGF par les PPAR.  
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I. Rôle de ligands des PPAR sur l’expression du 

VEGF dans des lignées cellulaires dérivées de 

cancer humain de la vessie 

Les PPAR sont des récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme lipidique, 

l’inflammation, la différenciation, la prolifération et la survie cellulaire. Ces récepteurs sont 

activés par des ligands de nature lipidique, acides gras à longues chaînes, saturés et insaturés, mais 

également par des ligands synthétiques comme les fibrates et les thiazolidinediones. L’activation 

des PPAR provoque leur hétérodimérisation avec RXR, leur fixation sur une séquence spécifique 

PPRE localisée sur le promoteur de gènes cibles. Ces récepteurs sont exprimés dans la plupart des 

tumeurs solides et jouent un rôle important dans la cancérogenèse et dans l’angiogenèse tumorale. 

Selon les données de la littératture, PPARβ augmente l’expression du VEGF dans les cellules 

endothéliales, alors que PPARα et PPARγ augmentent ou diminuent l’expression du VEGF selon 

le modèle cellulaire (cf Introduction, II.6. ). Peu d’études ont décrit le rôle des PPAR dans le 

cancer humain de la vessie, bien que l’urothélium normal ou tumoral exprime les trois isotypes. 

Dans une précédente étude (Fauconnet et al., 2002), notre équipe a montré que le VEGF était 

régulé de façon différentielle par les PPAR dans des lignées cellulaires dérivées de cancer de la 

vessie : la lignée RT4 issue d’un carcinome urothélial papillaire récidivant de grade I, 

représentative d’une tumeur non agressive et la lignée T24, établie à partir d’un carcinome 

urothélial indifférencié de grade III, représentative d’une tumeur agressive à haut potentiel 

métastatique. 

Cette étude a montré, suite à une analyse par northern-blotting, que l’activation des trois isotypes 

de PPAR augmentait l’expression des différents transcrits du VEGF dans les cellules RT4 alors 

que seul l’isotype β augmentait son expression dans les cellules T24 (cf. Figure 18). Dans cette 

expérience, l’hybridation de la sonde VEGF permet de détecter trois bandes de 5,2 4,5 et 1,7 kb, 

correspondant à différents transcrits alternatifs du VEGF. 
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Figure 18 : Etude par northern-blotting de l’induction du VEGF par des ligands synthétiques 
de PPAR dans les lignées RT4 et T24 (Fauconnet et al., 2002) 

De plus, par une techniqe de Southern-blotting , il a été montré que les isoformes 121, 165 et 189 

sont exprimées dans les cellules RT4 et T24 ((Chabannes et al., 2001), article 1). C’est pourquoi, 

en utilisant une technique de RT-PCR en temps réel, nous avons étudié quels étaient les niveaux 

d’expression des différents transcrits du VEGF suite à l’activation des PPAR. Cette technique de 

RT-PCR en temps réel utilise trois couples d’amorces spécifiques des ARNm des VEGF121, 165 

et 189 et une sonde taqman commune, et permet de quantifier le taux d’expression de chacune des 

isoformes du VEGF.  

Les résultats de cette étude montrent que dans les cellules RT4 et T24, le VEGF121 est la forme 

majoritaire (60 %) (cf. Figure 19), que le VEGF165 est moins exprimé (30 %), et que le 

VEGF189 est la forme minoritaire (10 %). Dans les cellules RT4, le WY14,643 (ligand de 

PPARα), le L-165041 (ligand de PPARβ) et la rosiglitazone (ou BRL 49653, ligand de PPARγ) 

augmentent l’expression des isoformes 121, 165 et 189 du VEGF. En revanche, dans les cellules 

T24, seul le L-165041 augmente l’expression des trois isoformes du VEGF. L’expression du 

VEGF est augmentée de façon différente selon le ligand et la dose utilisée.  

Dans les cellules RT4, le ligand de PPARβ augmente l’expression des VEGF121 et 165 à partir de 

10 µM, avec une augmentation maximale d’un facteur 6,5 pour une concentration de 25 µM. Par 

contre, seule une concentration de 25 µM de ce ligand augmente l’expression du VEGF189. Le 

ligand de PPARα augmente l’expression du VEGF121 d’un facteur 4 pour des concentrations de 

25 et 50 µM, alors que dès une concentration de 5 µM le VEGF165 est augmenté d’un facteur 2,5 

et que le VEGF189 est très faiblement augmenté. 

Le ligand de PPARγ augmente dès 5 µM l’expression du VEGF121, avec une augmentation 

maximale d’un facteur 3 pour une concentration de 20 µM alors que l’expression du VEGF 165 

est augmentée dès 1 µM , et l’augmentation est maximale pour une concentration de 20 µM, De 

même, le VEGF189 est très faiblement augmenté. 
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Dans les cellules T24, les ligands de PPARα et γ ne modifient pas le taux d’expression des trois 

isoformes du VEGF quelle que soit la dose utilisée. Par contre, le ligand de PPARβ augmente 

l’expression des trois isoformes du VEGF. En effet, l’expression des VEGF121 et 165 est 

augmentées à partir de 2 µM de ligand et l’augmentation maximale, d’un facteur 15 pour le 

VEGF121 et d’un facteur 20 pour le VEGF165 est observée avec une concentration de 25 µM. 

Par contre, le taux d’expression du VEGF189 bien qu’augmenté reste très inférieure à celui des 

deux autres isoformes. 

Nous montrons que, dans les cellules RT4, les ligands de PPAR augmentent préférentiellement les 

VEGF121 et 165 comparativement au VEGF189. Ce qui revient à dire que les ligands de PPAR 

régulent préférentiellement les formes solubles, formes qui sont le plus rapidement disponibles 

pour l’activation de l’angiogenèse. 

Les résultats de RT-PCR en temps réel confirment que dans les cellules RT4 les ligands de 

PPARα, β et γ, augmentent l’expression des trois isoformes du VEGF alors que dans les cellules 

T24, seul le ligand de PPARβ, augmente l’expression des trois isoformes du VEGF.  

Les cellules utilisées dans cette étude, RT4 et T24, possèdent deux phénotypes différents. En 

effet, les cellules RT4 sont représentatives d’une tumeur superficielle bien différenciée et de bon 

pronostic puisqu’elle possède le gène h-ras et p53 sauvage et qu’elle exprime le marqueur 

épithélial cadhérine E. Par contre, les cellules T24 sont représentatives d’une tumeur invasive 

indifférenciée de mauvais pronostic puisqu’elles possèdent le gène h-ras et p53 muté et expriment 

le marqueur mésenchymateux cadhérine N.  

Ces résultats suggèrent que l’expression du VEGF serait régulée de façon différente par les PPAR 

selon le potentiel d’agressivité des tumeurs urothéliales, puisque les PPAR augmenteraient 

l’expression du VEGF dans les formes superficielles et n’auraient pas d’effet – pour les PPAR α 

et γ – dans les formes invasives.  

Les ligands de PPAR sont donc des molécules angiogéniques puisqu’ils régulent l’expression du 

VEGF. Il nous semble donc important de poser la question de la valeur pronostique du VEGF 

dans les tumeurs de vessie.  
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RESULTATS 


Dans le cancer de la vessie, le VEGF serait un facteur de récidive et de progression des tumeurs 

superficielles pT1. Cependant selon les auteurs, soit l’expression du VEGF est plus importante 

dans les tumeurs superficielles (pTa, pT1) comparativement aux tumeurs invasives (pT2-pT4), 

soit l’expression du VEGF est plus importante dans les tumeurs invasives que dans les tumeurs 

superficielles. C’est pourquoi, dans la suite de notre travail, nous avons étudié l’expression du 

VEGF et du VEGF-B en fonction des critères histopathologiques. 

- 101 -




  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS 


II. Expression des VEGF-A et -B dans des tumeurs 

de la vessie (Article 1) 

Dans le cancer de la vessie, l’angiogenèse tumorale joue un rôle essentiel dans la progression 

de la maladie et l’acquisition du potentiel métastatique. A l’heure actuelle, le rôle du VEGF 

(VEGF-A) dans l’angiogenèse a été largement étudié, cependant celui d’un autre isotype du 

VEGF, le VEGF-B est moins bien connu. Le VEGF-B est capable de se fixer et d’activer le 

récepteur VEGFR-1 donc possède des activités angiogéniques. Le VEGF-B est exprimé dans dans 

les carcinomes du sein, les mélanomes et les fibrosarcomes (Gunningham et al., 2001 ; Mylona et 

al., 2007 ; Salven et al., 1998) mais à notre connaissance aucune étude n’a décrit l’expression du 

VEGF-B dans les cancers de la vessie. 

Selon les données de la littérature, l’expression du VEGF (VEGF-A) augmente dans les 

tumeurs urothéliales comparativement à l’urothélium normal. Par contre, les études comparant 

l’expression du VEGF dans les tumeurs superficielles (pTa et pT1) et les tumeurs invasives 

(≥pT2) sont contradictoires. En effet, O’Brien montre par RNase protection que le vegf est plus 

exprimé dans les tumeurs pT1 comparativement aux tumeurs invasives (≥pT2) (O'Brien et al., 

1995). Pignot obtient des résultats similaires par RTqPCR en montrant que les tumeurs 

superficielles (pTa et pT1) expriment plus de vegf que les tumeurs invasives (≥pT2) (Pignot et al., 

2008), alors que Sato montre par northern-blotting que les tumeurs invasives expriment plus de 

VEGF que les tumeurs superficielles (Sato et al., 1998). 

Pour déterminer la valeur pronostique du VEGF, nous avons analysé l’expression des VEGF

A et -B à partir d’ARN extraits d’échantillons tumoraux de différents stades et grades. 

Notre étude a porté sur 37 échantillons de tumeurs de vessie dont 15 sont de stade pTa, 7 de stade 

pT1 et 15 de stade pT2-T4. Après détermination anatomo-pathologique du grade tumoral, 9 sont 

de grade 1 (7 pTa, 1 pT1, 1 pT2-T4), 13 de grade 2 (7 pTa, 3 pT1, 3 pT2-T4) et 15 de grade 3 (1 

pTa, 3 pT1, 11 pT2-T4). 

L’analyse par northern-blotting montre que l’ARNm du vegf-B n’est exprimé ni dans l’urothélium 

normal ni dans les tumeurs vésicales. En revanche, trois transcrits du VEGF (VEGF-A) de taille 

5,2, 4,5 et 1,7 kb ont été détectés. Les taux des trois transcrits sont plus élevés dans les 

échantillons tumoraux comparativement au tissu sain. L’analyse statistique montre que le taux des 

trois transcrits du VEGF est significativement plus élevé dans les tumeurs pT2-T4 par rapport aux 

tumeurs pTa et pT1, suggérant que l’expression du VEGF est corrélée à un stade tumoral élevé. 
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De plus, cette étude révèle que seule l’augmentation des transcrits de 5,2 et 1,7 kb est corrélée au 

grade tumoral et à la présence d’un carcinome in situ. 

Le taux de transcrit de 5,2 kb (ou 4,5 ou 1,7 kb) d’une valeur supérieure au taux moyen 

d’expression de ce transcrit apparaît comme un facteur de mauvais pronostic. C’est-à-dire que les 

tumeurs qui ont progressé au cours du suivi des patients surexpriment plus de transcrits de 5,2 kb 

(4,5 et 1,7 kb) comparativement à celles qui n’ont pas progressé. 

Donc, nous montrons que le taux des différents transcrits du vegf a une valeur pronostique de 

progression des tumeurs urothéliales. Néanmoins, la technique de northern-blotting ne permet pas 

d’attribuer à un transcrit donné une isoforme donnée. En effet, l’ARNm du VEGF subit un 

épissage alternatif qui conduit à la synthèse de différentes isoformes (cf. III.3.1.1) Dans notre 

étude, trois isoformes du VEGF-A ont été détectées par southern-blotting : les VEGF121, 165 et 

189. Cependant, cette méthode n’est pas quantitative. C’est pourquoi, pour évaluer la valeur 

pronostique des différentes isoformes nous avons quantifié le taux d’expression de chacune des 

isoformes par une technique de RT-PCR quantitative. Ainsi, le taux d’expression des VEGF121, 

165 et 189 a été évalué à partir d’ARN extraits d’échantillons tumoraux provenant d’une cohorte 

récente de 20 patients (8 pTa, 7 pT1, 7 pT2).  

Les VEGF121 et 165 sont exprimés à des taux similaires, alors que le VEGF189 est minoritaire. 

L’analyse statistique des taux d’expression des trois isoformes du VEGF en fonction du stade 

tumoral montre que : 

- Le taux de VEGF121 est plus élevé dans les tumeurs pT1 et pT2 comparativement aux 

tumeurs pTa. 

- Le taux d’ARNm du VEGF165 est plus élevé dans les tumeurs pT2 comparativement aux 

tumeurs pTa et pT1. 

- Il n’y a pas de différence du taux de VEGF165 entre les tumeurs pTa et pT1. 

- Le taux de VEGF189 est significativement plus élevé uniquement dans les tumeurs pT2 

comparativement aux tumeurs pTa. 

L’analyse statistique en fonction du grade montre que : 

- Le VEGF121 est significativement plus exprimé dans les tumeurs de grade 3 par rappport aux 

tumeurs de grade 1. 

- Le VEGF165 est significativement plus élevé dans les tumeurs de grade 3 comparativement 

aux tumeurs de grade 1 et de grade 2. 
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- Le taux de VEGF189 n’est pas corrélé au grade tumoral. 


Les trois isoformes sont ainsi significativement plus exprimées dans les tumeurs pT1 et pT2 par 


rapport aux tumeurs pTa. 


Globalement, le VEGF total (analysé par northern blotting ou RT-PCR en temps réel) est plus
 

exprimé dans les tumeurs infiltrant le muscle profond (pT2) ou le chorion (pT1) comparativement 


aux tumeurs superficielles pTa.  


Pour conclure, nous avons montré que le VEGF-B n’est exprimé ni dans la vessie saine ni dans les 


tumeurs urothéliales. Cette isoforme ne semble pas impliquée dans la cancérogenèse épithéliale.
 

En revanche, nous avons montré que l’expression du VEGF (VEGF-A) pourrait être un marqueur
 

diagnostique de progression du cancer vésical. 
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Abstract 

The present investigation was conducted first to determine whether correlation exists between 

VEGF-A and -B mRNA levels and clinicopathologic parameters and to assess their 

prognostic value in bladder cancer, then to clarify the expression level and biological 

significance of VEGF-A isoforms. Total RNA was isolated from 37 specimens of bladder 

cancer. Northern-blotting analysis revealed that VEGF-B mRNA was expressed neither in 

normal urothelium nor in bladder cancer and detected three VEGF-A transcripts of 5.2, 4.5 

and 1.7 kb in length respectively. The VEGF-A transcripts levels were greater in cancer 

tissues than in normal urothelium. They were significantly higher in pT2-T4 than in pTa and 

pT1 urothelial tumors and thus, were correlated to the pathologic stage. Contrary to the 4.5 kb 

transcript, elevated expression of the 5.2 and 1.7 kb transcripts was correlated with the 

histologic grade and the presence of carcinoma in situ. Patients with higher VEGF-A mRNA 

levels had a significantly shorter survival without progression compared to those with lower 

levels. Three VEGF-A splice variants were detected by southern-blotting namely, VEGF121, 

165 and 189. The expression intensity of each isoform was evaluated by quantitative real time 

RT-PCR in 20 new fresh frozen recent tumors. VEGF121 and VEGF165 were expressed at 

the similar level. On the contrary, they were significantly more expressed than VEGF189 

(p<0.05). The three isoforms were higher expressed in pT2 bladder cancers than in pTa 

tumors (p<0.05). There was only a significant correlation between the increased expression 

level of VEGF121 and 165 and the histological grade of the lesion (p<0.05). To conclude, 

VEGF-A mRNA level could serve as a prognostic indicator of progression in bladder cancer 

as well as the expression level of the different VEGF-A splice variants.  
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Introduction 

Urothelial carcinoma is the most common solid malignancy of the bladder. Eighty percent of 

all newly diagnosed cases are non-invasive and stroma-invasive tumors confined to the 

urothelium (pTa) or the lamina propria (pT1) respectively and the other 20% are muscle

invasive carcinomas (≥pT2). More than 60% of pTa tumors will recur at least once and 

progress to infiltrating or less differentiated neoplasms in 5% to 10% of cases (1). The 

recurrence rate of pT1 bladder tumors is high (80%) after transurethral resection (TUR) (2) 

and 40% of them will progress to a poorer prognosis muscle-invasive disease and are 

therefore potentially lethal (3). Muscle invasive tumors have a poorer prognosis (4) since 50% 

of these patients will relapse with metastatic disease within 2 years of treatment (5). Since the 

clinical outcome of stroma-invasive (pT1) bladder tumors is relatively unpredictable, search 

for novel prognostic factors that could give information independent of classical predictors to 

improve the biological assessment of the pT1 tumors could be of great clinical value for 

taking charge of the patients. 

Tumor vascularization plays a fundamental role in neoplastic processes and is 

essential for tumor progression and metastatic spread of solid tumors. Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF or VEGF-A) is considered to be one of the most important angiogenic 

regulator in tumor angiogenesis (6).  

To date, several different isoforms have been isolated resulting from an alternative 

splicing of VEGF-A mRNA between exons 5 and 8 (7), namely two larger variants, 

VEGF189 and VEGF206 and smaller forms, VEGF121, VEGF145 and VEGF165.  

The isoform 145 of VEGF-A is observed preferentially in carcinomas of the female 

reproductive system (8). Each isoform is predicted to have a characteristic extracellular 

localization based on biochemical differences. The larger isoforms bind neuropilin, matrix, 
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and cell surface heparin proteoglycans, and are thought to act locally. The smaller isoforms do 

not display the heparin proteoglycan binding region and may diffuse to sites distant from the 

site of synthesis (9). The most frequent isoform is VEGF165 which is expressed in most 

tissues (10) and although it is a diffusible protein, a significant fraction remains cell and 

extracellular-matrix associated (11). There are data in the literature concerning the detection 

of a less frequent spliced form VEGF183 (12).  

Several VEGF-related genes, including VEGF-B (13) have also been isolated. VEGF

B is expressed as two isoforms produced by alternative splicing both of which are very 

similar to VEGF165 (13, 14). VEGF binds to high affinity tyrosine kinase receptors, VEGFR

1/Flt1 and VEGFR-2/KDR (12) whereas VEGF-B can compete with VEGF-A only for 

binding to VEGFR-1 (15). 

At present the role of VEGF-B has not been completely clarified. VEGF-B is a weak 

mitogen for endothelial cells (13). Most importantly, nothing is known about its expression in 

bladder cancer. 

On the contrary, several reports described increased expression of VEGF-A in bladder 

cancer tissue, compared with normal urothelium (16, 17), as well as in biological fluids 

(serum and urine) of patients with bladder cancer. Nevertheless, conflicting studies have 

questioned the prognostic value of VEGF-A within the tumor. O’Brien et al. (17) reported 

that an average expression level of the vegf-A gene in non-invasive (pTa and pT1) tumors was 

higher than in invasive tumors and in normal tissue while Sato et al. (18) study demonstrated 

that invasive TCC expressed more vegf-A gene than non-invasive TCC. 

The aim of the present investigation was 1) to examine the expression of VEGF-A and 

VEGF-B mRNA in bladder cancer by northern-blotting and to analyse the correlation 

between both VEGF subtypes expression pattern and the clinicopathologic criteria of the 

disease, 2) to quantify by real time RT-PCR the expression of VEGF-A isoforms in bladder 
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tumors, and to study their relative expression and their relationship with pathologic stage and 

histologic grade. 
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Materials and methods 

Patients and sample collection. Bladder tumor samples from transurethral resection 

(TUR) or cystectomy specimens were obtained from two cohort of patients. Thus, VEGF-A 

and -B expression was evaluated by Northern-blotting in 37 cases with TCC of the bladder 

who underwent TUR of a primary bladder tumor between December 1996 and December 

1999. VEGF-A isoform transcript levels were determined by real time RT-PCR analysis in an 

independent tumor set of 20 new fresh frozen specimens. Informed consent was obtained 

from all patients. Total resected tissue specimens were supplied by the Department of 

Urology (University Hospital, Besançon, France). A part was collected for histopathologic 

evaluation and the remainder was immediately frozen in liquid nitrogen for total RNA 

extraction. The rapid freezing of bladder tumor samples immediately after TUR in liquid 

nitrogen is a favourable process to abolish hypoxia, which is known to increase VEGF-A 

expression. This avoids to overestimate the expression of this growth factor. Specimens of 5 

normal bladder mucosa were obtained from bladder biopsies taken from benign prostatic 

hyperplasias patients who underwent transurethral surgeries. Histology features, grade, stage 

and presence of carcinoma in situ (CIS) were determined by pathologic examination of the 

TUR specimens. We assigned the bladder tumors a grade according to the WHO 

classification. The depth of invasion was recorded according to the 1997 tumor-node

metastasis (TNM) staging system guidelines. In all cases, muscularis propria was available for 

evaluation. Of the 37 patients for the northern-blotting analysis, 22 had non-invasive and 

stroma-invasive urothelial tumors (15 pTa, 7 pT1) and 15 had muscle-invasive carcinomas 

(pT2-T4). Nine patients had grade 1 tumor (7 pTa, 1 pT1, 1 pT2-T4), 13 grade 2 tumor (7 

pTa, 3 pT1, 3 pT2-T4) and 15 grade 3 tumor (1 pTa, 3 pT1, 11 pT2-T4). Ten patients 

presented also a carcinoma in situ. The median patient follow-up was 20 months (range, 6-60 
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months). Within the cohort of 20 patients used for the real time RTqPCR analysis, 15 had 

non-invasive and stroma-invasive urothelial tumors (8 pTa, 7 pT1) and 5 had muscle-invasive 

carcinomas (pT2). Seven patients had grade 1 tumor (pTa), 4 grade 2 tumor (1 pTa, 3 pT1) 

and 9 grade 3 tumor (4 pT1, 5 pT2).  

Cell line and culture conditions. RT4 and T24 bladder cancer cell lines were obtained from 

the American Type Culture Collection (ATCC, Biovalley, Conches, France). RT4 and T24 

cells were maintained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in phenol red-free Mc COY’s 5a 

medium. Media were supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 1% antibiotic antimycotic mixture (10 mg/ml 

streptomycin, 10,000 U/ml penicillin, 25 µg/ml amphotericin B) (Sigma, St Quentin Fallavier, 

France), 2 mM Glutamine and 15 mM Hepes (Invitrogen). Cell lines were tested for the 

absence of mycoplasma before RNA extraction.  

Northern-blotting. The commercially available kit RNeasy (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

was used according to the manufacturer’s guidelines for RNA isolation from bladder tumor 

specimens and from normal bladder mucosa. Total RNA (30µg) was size-fractionated by 

electrophoresis on a 1.2% agarose gel and transferred to a nylon membrane (Zeta-Probe GT 

Genomic, BioRad) using vacuum blotting system. The filters were prehybridized for 5 min at 

42°C in a solution containing 50% formamide, 0.25 M NaCl, 7% SDS, 0.12 M Na2HPO4 

(pH=7.2). The hybridizations were performed for 48 h in the same solution at 42°C with the 

VEGF-A (19) or VEGF-B (20) cDNA probe labelled with [-32P]-dCTP (NEN Life Science) 

using the random hexamer labelling method (Prime-a-gene Labelling System, Promega). 

After a rapid wash in 2 SSC solution at room temperature, two washes were performed for 15 

min at room temperature in 2 SSC, 0.1% SDS and 0.5 SSC, 0.1% SDS, respectively. The final 
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wash was performed for 15 min at 55°C in 0.1 SSC, 0.1% SDS. Blots were stripped (0.1% 

SSC ; 0.5% SDS) between each hybridization. Total RNA samples on each blot have been 

adjusted to obtain a consistent signal for a housekeeping gene across all lanes. Equal loading 

of total RNA on the blots was checked by probing with the respective mouse -actin probe 

(1200 bp) labelled with [-32P]-dCTP to normalize the experiments. The same blot was 

hybridized with VEGF-A or VEGF-B or mouse -actin probes. For each probe, blots were 

exposed at the same time and thus could be compared among themselves. The VEGF-A, 

VEGF-B, and -actin mRNA were quantified using PhosphoImager analysis (Molecular 

ImagerR System, GS-505, Biorad).  

Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and Southern-blotting for 

VEGF-A isoform detection. RT4 and T24 cells were seeded in 12 or 6-well plates at a 

concentration of 8 x 105 or 4 x 105 cells per well respectively in Mc COY’s 5a medium 

supplemented with 5% FCS. Confluent cells were incubated in serum-free Mc COY’s 5a 

medium for 24 h. After this period, total RNA was isolated using the commercially available 

kit TRI Reagent (Molecular Research Center, Euromedex, Souffelwyersheim, France) 

according to the manufacturer’s recommendations. The commercially available kit RNeasy 

(Qiagen) was used according to the manufacturer’s guidelines for RNA isolation from bladder 

tumor specimens and from normal bladder mucosa. Contaminating genomic DNA was 

removed with a RNase-free DNase I treatment (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. Total RNA (5 µg) was then reverse-transcribed with a random hexamer as a 

primer and 50 U of MMLV RT (Promega, Lyon, France) for 1 h at 37°C and amplified by 

PCR with VEGF-A-specific primers, upstream (5′-CACATAGGAGAGATGAGCTTC-3′) 

and downstream (5′-CACCGCCTCGGCTTGTCACAT-3′) localized on exons 4 and 8, 

respectively. After 30 cycles (1 min at 95°C, 1 min at 62°C, and 2 min at 72°C), 6 µl of the 
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PCR products were electrophoresed through a 2% agarose gel (MetaPhor, Tebu, Le Perray en 

Yvelines, France) for 5 h at 100 V and transferred to a nylon membrane (Zeta-Probe GT 

Genomic, BioRad, Marnes-la-Coquette, France), which was subsequently hybridized with a 

[-32P]-dCTP (NEN Life Science, Paris, France)-labelled cDNA VEGF-A probe (19). Probes 

were prepared by the random-hexamer labelling method (Prime-a-gene Labelling System, 

Promega) according to the manufacturer's protocol. Filters were analysed using a 

PhosphoImager (Molecular Imager System, GS-505, BioRad).  

TaqMan RT-PCR assay. The real-time PCR assays were carried using a LightCycler 1.0 

(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) with Taqman technology in 20 µl of a reaction 

mixture containing 1x LightCycler Fast Start DNA Master HybProbe (Roche diagnostics) and 

5 µl of cDNA diluted 1:20. ATP5 (ATP synthase  polypeptide) RTqPCR was carried out 

with 4 mM MgCl2, 500 nM of each primer and 300 nM of probe. The following 

oligonucleotide primers and probe were used for PCR amplification of ATP5: ATP5 

forward: 5’-TACTGTCGCGTGCCATTGCT-3’, ATP5 reverse: 5’

CACGGGCAACATCGTAATGC-3’, ATP5 probe (5’Fam, 3’BHQ1) 5’

ATCCCAACATTGTTGGCAGT-3’. Samples were heated for 10 min at 95°C and subjected 

to 40 cycles of amplification (denaturation at 95°C for 10 s, annealing and elongation at 60°C 

for 20 s). Amplifications of cDNA encoding vegf-A transcripts were performed using 2 µl of 

reverse-transcribed mixture. To reach high conformity of the PCR kinetics for the VEGF-A 

splice variants, a common forward primer ex3fo (5’-CCCTGATGAGATCGAGTACATCTT

3’) located in exon 3 was designed. Amplification of each splice variant was performed 

exclusively with specific reverse primers spanning the variant exon boundaries: ex5/8re: 5’

ACCGCCTCGGCTTGTCAC-3’ for VEGF121, spanning the boundaries of exons 5 and 8 ; 

ex5/7re: 5’-AACGCTCCAGGACTTATACCG-3’ for VEGF165, spanning the boundaries of 
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exons 5 and 7 ; ex 6re: 5’- AGCAAGGCCCACAGGGATTT-3’ for VEGF189, located in 

exon 6. Quantification of the mRNA encoding for different VEGF-A isoforms was performed 

using the specific fluorescent hydrolyzation probe (5’

ATCCTGTGTGCCCCTGATGCGATGCGGT-3’). Quantitative PCR was performed in a 

total volume of 20 µl containing 0.25 µM of each oligonucleotide primer, 0.1 µM of specific 

probe and 2 µl of cDNA according to the QuantiTect® probe PCR kit procedure (Qiagen). 

The cycling parameters were 95°C for 15 min and then 60 cycles of denaturation at 95°C for 

8 s, annealing at 68°C for 12 s and extension at 72°C for 20 s. A sequence detection program 

calculated a threshold cycle number (CT) at which the probe cleavage-generated fluorescence 

exceeded the background signal (21).  

Measurement of relative RNA expression level. We calculated the relative RNA expression 

level using a comparative CT method (21). Identified as the best normalization gene in human 

bladder cancer (22), ATP5β was used for the reference gene. The normalized relative 

expression level of a target gene in an individual sample was calculated using the following 

formula:  

CT target calibrator - sampleEtarget 
CT reference (calibrator - sample)Ereference 

in which the real-time PCR efficiency of the target gene transcript is donated by Etarget and 

that of the reference gene transcript, by Ereference (21). Thus, the relative RNA expression level 

of a gene is a unitless number relative to that of the calibrator sample.  

Statistical analysis. Data are presented as mean ± SEM. Differences in total VEGF-A mRNA 

and VEGF-A isoform transcript expression levels according to the patient and cancer 

characteristics were assessed by the non parametric Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis 
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tests. Survival without progression was studied on the entire group of cases (pTa, pT1, pT2

T4 tumors). According to patient and cancer characteristics, curves were built and compared 

using the Kaplan-Meier procedure and the log-rank test. To determine the major isoform 

expressed in bladder tumors, comparison of means on three repeated values from 20 patients 

were assessed by the non parametric Friedmann and Wilcoxon tests for paired series. A p-

value of <0.05 was considered  statistically significant.  
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Results 

VEGF-A and VEGF-B mRNA expression in TCC of the bladder and correlation with the 

pathologic stage. Northern-blotting analysis revealed three VEGF-A transcripts of 5.2, 4.5 

and 1.7 kb respectively in all samples studied. Fig. 1 is representative of the results obtained 

with the normal urothelium and with one specimen of each TNM stage. Table I summarizes 

the results of VEGF-A transcripts expression in pTa, pT1 and pT2-T4 bladder lesions. The 

level of VEGF-A mRNA expression was higher in bladder tumors compared with the normal 

urothelium. The 5.2, 4.5 and 1.7 kb VEGF-A transcripts levels were compared according to 

the TNM stage. The statistical analysis revealed that no significant difference was observed 

between pTa and pT1 tumors for the three transcripts (p=0.38 for 5.2 kb transcript ; p=0.94 

for 4.5 kb transcript ; p=0.12 for 1.7 kb transcript). On the other hand, the difference was 

statistically significant between pTa and pT2-T4 tumors (p=0.0006 for the 5.2 kb transcript, 

p=0.007 for the 4.5 kb transcript, and p=0.002 for the 1.7 kb transcript). In the same way, the 

difference was statistically significant between pT1 and pT2-T4 tumors for the three 

transcripts (p=0.015 for the 5.2 kb transcript ; p<0.05 for the 4.5 kb transcript ; p=0.004 for 

the 1.7 kb transcript). 

The expression pattern of VEGF-B was completely different. Indeed, VEGF-B mRNA 

was not expressed. It was detected neither in normal urothelium nor in bladder cancer tissue. 

Overall, our results indicate that the expression level of VEGF-A mRNA is higher in invasive 

bladder carcinomas. On the contrary, within superficial tumors, VEGF-A mRNA level did not 

discriminate tumors invading the lamina propria.  

Correlation between the expression of the VEGF-A transcripts and the histologic grade of the 

TCC of the bladder. The comparison of the VEGF-A transcripts expression according to the 
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grade (Table I) revealed that for the 5.2 kb transcript, the difference was statistically 

significant between grade 1 and grade 2 (p=0.04), between grade 1 and grade 3 (p=0.01), and 

between grade 2 and grade 3 (p<0.05). For the 1.7 kb transcript, the difference was only 

statistically significant between grade 1 and grade 3 (p=0.02). No significant difference was 

observed between grade 1 and grade 2 (p=0.28) and between grade 2 and grade 3 (p=0.13) for 

this transcript. For the 4.5 kb transcript, the expression level was not associated to tumor 

grade (p=0.29). 

Correlation between the expression of the VEGF-A transcripts and the presence of carcinoma 

in situ. Unlike the 4.5 kb transcript, the 5.2 and 1.7 kb transcripts were correlated with 

associated carcinoma in situ (p=0.14, p=0.002 and p=0.007 respectively) (Table I). 

Relationship between VEGF-A mRNA level and progression-free survival. The progression-

free survival analysis has been performed on the entire group of 37 patients without 

distinguishing non-invasive and stroma-invasive urothelial tumors and muscle-invasive 

carcinomas. The purpose was to determine whether the evaluation of VEGF-A mRNA 

expression in the tumor could predict the tumor progression and the patient outcome. Thus, 

within the entire group of cases, the mean value of  VEGF-A was 0.031 for the 5.2 kb 

transcript, 0.039 for the 4.5 kb transcript and 0.037 for the 1.7 kb transcript. Patients were 

therefore classified into two groups (high VEGF-A expression group and low VEGF-A 

expression group) based on a cutoff value corresponding to the mean value of VEGF-A 

calculated for each transcript. The progression-free survival curves for patients with high or 

low VEGF-A transcripts levels are shown in Fig. 2. There was evidence that survival without 

progression was shortened in patients with a VEGF-A mRNA level higher than the cutoff 

value previously defined (0.031 for the 5.2 kb transcript, 0.039 for the 4.5 kb transcript, and 
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0.037 for the 1.7 kb transcript) (p=0.03, p=0.006 and p=0.04 respectively) compared with 

patients expressing lower VEGF-A mRNA levels than this cutoff value. The progression-free 

survival analysis revealed that after a follow-up of 25 months, the overexpression of the 5.2 

and 1.7 kb transcripts led to the progression of the disease in 62% and 60% of cases 

respectively. In return, the overexpression of the 4.5 kb transcript led to the progression of the 

disease in 80% of cases. 

VEGF-A isoforms expression in urothelial tumors and bladder cancer cell lines. As 

demonstrated above, the different VEGF-A transcripts have a prognostic value. Thus, we 

analysed the VEGF-A isoform expression pattern. As shown in Fig. 3, RT-PCR assay 

followed by a Southern-blotting analysis revealed three bands with 303, 234 and 99 bp in size 

corresponding respectively to VEGF189, VEGF165 and VEGF121 in pT1 and pT2 bladder 

tumors and in RT4 and T24 bladder cancer cell lines. RT4 cells are derived from a well 

differentiated grade 1 papillary tumor and T24 cells are derived from an undifferentiated 

grade 3 carcinoma. These isoforms were also observed in normal urothelium and in pTa 

tumors (data not shown) whereas VEGF206 expression was absent in all cases. Results 

obtained from RT4 cells confirmed those previously observed (23). These data revealed the 

existence of three VEGF-A isoforms (121, 165 and 189) in bladder cancer. Nevertheless, the 

southern-blotting is not a quantitative method. That is why we used the real time RT-PCR, a 

highly sensitive and accurate technique, to really quantify each isoform in the following 

experiments.  

Quantitative analysis of the different VEGF-A isoform expression in non-invasive and 

invasive bladder cancer samples using RTqPCR. We examined VEGF-A isoform transcript 

levels in 8 pTa, 7 pT1 and 5 pT2 tumors by real-time RT-PCR. VEGF121 and VEGF165 
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were expressed at the similar level. On the contrary, both isoforms were significantly more 

expressed than VEGF189 (Friedmann and Wilcoxon tests; p<0.001). VEGF121, VEGF165 

and VEGF189 were higher expressed in pT1 or pT2 bladder cancers than in pTa tumors 

(p=0.003, p=0.017, p=0.025 respectively (Fig.4). 

Correlation between VEGF-A isoform expression level and clinicopathological features. We 

evaluated the possible correlation between the expression pattern of VEGF-A splice variants 

and the pathological stage and the histological grade (Fig. 5). The variance among the three 

subgroups of patients with different tumor stage lesions was significant (Kruskal – Wallis 

test; p=0.006 for VEGF121, p=0.011 for VEGF165, p=0.019 for VEGF189). Paired 

comparison of the various groups revealed that levels of VEGF121 transcripts significantly 

increased in pT1 tumors (p<0.05) and in pT2 tumors (p<0.05) compared to pTa tumors. There 

was no statistically significant difference between pT1 and pT2 tumors for this isoform. The 

VEGF165 transcripts were significantly increased in pT2 tumors compared to pTa and pT1 

tumors (p<0.05) but there was no statistically significant difference between pTa and pT1 

tumors for this isoform. The expression level of VEGF189 was significantly increased in 

muscle-invasive carcinomas compared to pTa tumors (p<0.05) but there was no difference 

between pTa and pT1 tumors and between pT1 and pT2 tumors. The whole patient group was 

then subdivided into G1, G2 and G3 grade tumors and the respective VEGF-A isoforms 

transcript levels were compared to those found in G1 grade lesions. The variance among the 

subgroups of patients with different grade lesions was only significant for VEGF121 and 

VEGF165 (Kruskal – Wallis test; p=0.020 for VEGF121, p=0.008 for VEGF165, p=0.057 for 

VEGF189). An increase of VEGF121 transcript level was observed in G3 grade bladder 

cancers in comparison with G1 grade lesions (p<0.05). Patients with G1 lesions did not 

significantly differ in their VEGF121 mRNA levels from patients with G2 tumors. VEGF165 
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transcript level was significantly increased in high grade G3 tumors compared to G1 and G2 

lesions (p<0.05). As for VEGF121, patients with G1 lesions did not significantly differ in 

their VEGF165 mRNA levels from patients with G2 tumors.  
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Discussion 

To get insights into the molecular-genetic pathways and the biological role of angiogenesis in 

urothelial carcinogenesis, several studies investigated VEGF-A expression at both the mRNA 

and protein levels. But the reported findings are controversial. Moreover, to date, there are no 

data with regard to the expression of VEGF-B in bladder cancer. Its function is unclear since 

it is not required for angiogenesis. However, VEGF-B expression has been detected in a wide 

variety of tumors such as breast carcinoma, melanoma and fibrosarcoma (24-26), 

neuroblastomas (27), colorectal cancer (28), oral squamous cell carcinomas (29), and often in 

conjunction with VEGF-A and other angiogenic factors. Moreover, its ability to activate 

VEGFR1 and neuropilin-1 indicates that it represents a potential anti-cancer target. Up to the 

present time, its clinical relevance in bladder cancer remains to be established. In our study, 

we did not detect VEGF-B mRNA in urothelial tumors suggesting the absence of this VEGF 

family member in pathologic bladder. Thus, it seems that VEGF-B does not supplement the 

role of VEGF-A in promoting tumor angiogenesis in the course of urothelial carcinogenesis.  

VEGF-A mRNA is markedly up-regulated in the majority of human tumors (12). But 

finally, few studies have been performed on VEGF-A expression at the mRNA level in 

bladder cancer. From 30 patients with TCC of the urinary bladder, Sato et al. (18) detected by 

Northern blot hybridization analysis three VEGF-A transcripts of 5.5 kb, 4.4 kb and 3.7 kb. 

The same transcripts have also been observed in human colon carcinoma cells (30). In the 

present work, we explored by Northern-blotting the VEGF-A mRNA expression in bladder 

tumors and analysed its relationship to the tumor stage and grade. As already reported (18, 

30), we displayed two VEGF-A transcripts of 5.2, 4.5 kb. On the contrary, we did not reveal 

the 3.7 kb transcript and we detected for the first time to our knowledge in bladder cancer 

samples a shorter transcript of 1.7 kb in length. These three transcripts of 5.5, 4.5 and 1.7 kb 
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had been already observed in a previous work performed in RT4 and T24 bladder cancer cell 

lines (31). This 1.7 kb transcript could be another VEGF-A isoform. Our Southern-blotting 

analysis revealed the expression of VEGF121, VEGF165, VEGF189 in both bladder cancer 

cell lines (RT4, T24) and bladder cancer tissues whatever the tumor stage. We detected 

neither VEGF145 nor VEGF206. Computer analysis indicates that the size of the known 

transcript VEGF-A isoform was between 3.5 kb and 5.5 kb. This argues for the detection of a 

putative new isoform of 1.7 kb. This new transcript was revealed by Northern-blotting since 

the probe is a 610 bp cDNA fragment (19) which hybridizes near the atg transcription 

initiation site. Thus, this probe is able to detect all VEGF-A transcripts. On the contrary, the 

1.7 kb transcript was not detected in Southern-blotting. The upstream and downstream 

specific primers used to analyse the different VEGF-A isoforms are localized on exons 4 and 

8 respectively. The putative new VEGF-A splice variant could have a truncated exon 8 or no 

exon 8. In theses conditions, it could be visualized by northern-blotting but undetectable by 

southern-blotting since there would have no amplification by RT-PCR. More recently, an 

inhibitor splice variant of VEGF165, named VEGF165b, was described with a truncated exon 

8, increasing the complexity of VEGF-A signaling. VEGF165b inhibits VEGF165-mediated 

endothelial cell proliferation and migration (32, 33).  

The prognostic value of VEGF-A expression within the bladder tumor remains to be 

clearly established. O’ Brien et al. (17) reported that the expression of VEGF-A predominates 

in pT1 tumors and is 10 times greater than in normal bladder and 4 times more expressed than 

in invasive tumors (≥pT2) according to RNAse protection assay. In a study of 55 patients 

presenting pT1G1 and pT1G2 tumors, it has been noted that superficial bladder cancer (pTa 

and pT1) with higher VEGF-A mRNA levels appeared to have earlier recurrence, a greater 

risk of stage progression and a shortened disease-free survival. Thus, VEGF-A mRNA 

appeared to be an independent prognostic indicator for both recurrence and stage progression 
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of pT1 bladder cancer (34). Using real-time RTqPCR, Quentin et al. (35) demonstrated that 

low-stage superficial TCC expressed VEGF-A mRNA at a significantly higher level than 

high-stage muscle-invasive carcinomas. On the contrary, Sato et al. (18) demonstrated that 

pT2-T4 TCC showed greater VEGF-A gene expression than did pT1 tumors. Using a 

colorimetric in situ hybridization technique, Izawa et al. (36) observed that VEGF-A 

expression was increased in muscle-invasive disease compared to pTa tumors and CIS. Slaton 

and colleagues (37) found that high expression of VEGF-A is a strong predictor of disease 

specific survival in patients with locally advanced TCC. Pignot et al. (38) demonstrated by 

quantitative real time RT-PCR that VEGF-A was significantly overexpressed in tumor 

samples compared to normal bladder tissue. In addition, VEGF-A was increased in pTa and 

pT1 tumors versus muscle-invasive bladder carcinomas. For invasive tumors, VEGF-A 

overexpression at a 13-month median follow-up was associated in univariate analysis with 

poor outcome and in multivariate analysis as an independent prognostic factor in both overall 

and disease-free survival.  

In the present work, we showed in the same way of Sato et al. (18) that the expression 

of the three VEGF-A transcripts was greater in TCC compared to normal bladder tissue and 

muscle-invasive carcinomas had higher levels of VEGF-A than pTa and pT1 urothelial 

tumors. Furthermore, we noted that patients with TCC of the bladder expressing high VEGF

A mRNA levels (above a cutoff value) appeared to have a shortened progression-free survival 

for the three transcripts detected. Both 5.2 and 1.7 kb transcripts were correlated to the 

pathologic stage, the histologic grade and the presence of carcinoma in situ. On the other 

hand, the 4.5 kb transcript was only correlated to the pathologic stage. Kaplan-Meier survival 

analysis demonstrated that the 4.5 kb transcript overexpression was associated with a poorer 

prognosis of disease progression compared to the other two transcripts. On theses bases, 
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further prospective studies may be undertaken to establish whether closer follow-up might be 

beneficial in patients with bladder cancer that express high levels of 4.5 kb transcript.  

The controversy in the status of the vegf-A gene expression between all these studies 

could lie in sampling procedure. Non-invasive pTa and pT1 bladder tumors are usually 

protruding intraluminally and can be obtained by TUR without contamination by surrounding 

normal mucosa and smooth muscle. Samples obtained by TUR from invasive tumors could be 

contaminated by normal tissue. VEGF-A expression has been reported to be much lower in 

the smooth muscle cells and the fibroblasts than in the epithelial cells (39). Thus, a tissue 

sample contaminated with the smooth muscle possibly expresses less VEGF-A. In our study, 

invasive TCC are obtained from surgical specimens of total cystectomy under direct vision in 

order to exclude underlying or surrounding smooth muscle layer. Thus, we believe that our 

results reported the real VEGF-A expression in each tissue specimen.  

With all these investigations, we realized that the prognostic value of VEGF-A in 

bladder cancer is not convincingly established. That is why we take great interest in the 

expression of its isoforms. Several studies showed that some VEGF-A splice variants 

expression was related to tumor progression. VEGF189 expression is correlated with poor 

prognosis in colon cancer, oesophageal cancer, and non-small cell lung cancer (40-42). 

VEGF121 mRNA expression level in lung cancer presenting lymph node metastasis was 

higher than in cancer without metastasis (43). Few studies have focused on the expression of 

VEGF-A isoforms in bladder cancer.  

In our study, we detected three VEGF-A splice variants namely VEGF189, VEGF165 

and VEGF121 by Southern-blotting and quantify each of them by RTqPCR methodology. 

The VEGF206 was absent. These results are in agreement with those previously obtained by 

Crew and co.workers (34). On the contrary, they are different from those published by 

O’Brien et al. (17) who displayed only VEGF121 and VEGF165 isoforms with the VEGF121 
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as the major one. In the same way, Li et al. (44) have detected mRNA expression of four 

VEGF-A isoforms namely VEGF121, 165, 189 and 206. The levels of VEGF206 and 

VEGF189 in pT2 tumors were significantly lower than those in pTa and pT1 tumors. In 

contrast, the levels of VEGF121 in pT2 tumors tended to be higher than those in pTa and pT1 

tumors. The differences observed in the different studies could be due to the methodology 

used. A study revealed by RTqPCR the expression of six isoforms from 157 urothelial tumor 

bladder samples: VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, and VEGF189 

(38). All isoforms were significantly overexpressed in tumor samples as compared to normal 

bladder tissue. Overexpression of VEGF121, VEGF148 , VEGF183, and VEGF189 was 

statistically significant in high grade pT1 versus pT2 tumors. Overexpression of VEGF121, 

VEGF148 , VEGF165, VEGF183, and VEGF189 was statistically significant in pTa and pT1 

versus pT2 tumors.  

Our results revealed that VEGF121, 165 and 189 were overexpressed in pT1-pT2 

tumors versus pTa tumors. We did not detect VEGF148 and VEGF183 splice variants. The 

expression of the three detected isoforms increased according to the tumor stage and grade. 

VEGF121 and 165 were expressed to the same extent whatever the tumor stage and the 

histologic grade. VEGF189 was the lowest expressed isoform in pTa, pT1 and pT2 tumors as 

in G1, G2 and G3 tumors. On the whole, the results suggested that the distribution of VEGF

A splice variants might play a role in tumor progression of bladder cancer. Interestingly, it is 

worth noting that in bladder cancer the major isoforms are the secreted soluble isoforms 

which are in fact the more rapidly available forms to allow tumor growth.   

At the protein level, studies on the prognostic value of VEGF-A are also contradictory. 

Whatever the technique used, the immunohistochemistry (45, 46) or the measurement of 

VEGF-A in biological fluids by ELISA (47, 48) the controversy in the status of VEGF-A in 

bladder cancer remains unresolved. However, in a previous study, we noted that elevated 
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serum level of VEGF-A was associated with the progression of pT1 tumors. Most 

importantly, it was associated with bladder cancer metastasis. With a cutoff of 400 pg/ml it 

was possible to differentiate patients with and without metastatic disease. Although VEGF-A 

did not remain an independent prognostic factor, the level of VEGF-A might be a valuable 

angiogenic marker for identifying metastatic bladder cancer (49).  

In conclusion, the current data indicate that high VEGF-A mRNA level might be a 

prognostic indicator of progression as well as the expression level of the different VEGF-A 

splice variants. However, further investigations on larger cohorts are required to validate our 

preliminary results relating to the expression pattern of VEGF-A isoforms. 
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Table I. Association of VEGF-A transcript levels with pathologic stage, histologic grade and 

presence of carcinoma in situ. 

VEGF-A mRNA level 

5.2 kb transcript 4.5 kb transcript 1.7 kb transcript 

Pathologic stage 

pTa 
pT1 
pT2-T4 

Histologic grade 

G1 
G2 
G3 

CIS 

No 
Yes 

0.0180 ± 0.008 0.0235 ± 0.010 0.0226 ± 0.010 
0.0157 ± 0.014b 0.0245 ± 0.014b 0.0204 ± 0.009b 

0.0622 ± 0.017a 0.0684 ± 0.014a 0.0668 ± 0.012a 

0,0130 ± 0,006 0,0236 ± 0,0093 0,0183 ± 0,005 
0,0243 ± 0,0013a 0,0373 ± 0,015 0,0280 ± 0,011 
0,0486 ± 0,0023a,c 0,0494 ± 0,005 0,0555 ± 0,027a 

0.0202 ± 0.011 0.0322 ± 0.014 0.0263 ± 0.010 
0.0579 ± 0.017d 0.0547 ± 0.015 0.0614 ± 0.012d 

CIS, carcinoma in situ.
 
Compared with pTa tumors or G1 tumors, ap<0.05; bp>0.05. Compared with G2 

tumors,cp<0.05. Compared with the presence of CIS, dp<0.05. 
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Figure 1 

VEGF-A VEGF-B 

Normal
 urothelium 

pTa pT1 pT2 Normal
 urothelium 

pTa pT1 pT2 Probe 
control 

5.2 kb 

4.5 kb 

1.7 kb 

β-actin 
(2.1 kb) 

Expression of VEGF-A and VEGF-B mRNA in normal urothelium and bladder cancer 

tissues. Total RNA was isolated from normal urothelium and from one specimen of pTa, pT1 

or pT2 bladder tumor. Thirty µg of RNA were subjected to Northern-blotting analysis 

performed with [-32P]-dCTP-labelled probes for VEGF-A, VEGF-B, and -actin as 

described in detail in Materials and methods. The probe control corresponds to the migration 

of the non-labelled VEGF-B cDNA probe.   
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Figure 2 
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Kaplan-Meier progression-free survival curves in patients with TCC of different pathologic 

stage. (A) Relationship between progression-free patient survival and 5.2 kb VEGF-A mRNA 

levels above and below the cutoff value of 0.031 ; (B) Relationship between progression-free 

patient survival and 4.5 kb VEGF-A mRNA levels above and below the cutoff value of 0.039 

; (C) Relationship between progression-free patient survival and 1.7 kb VEGF-A mRNA 

levels above and below the cutoff value of 0.037.  

1.7 kb VEGF transcript < 0.037 

1.7 kb VEGF transcript ≥ 0.037 
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Figure 3 

pT1 pT2 RT4 T24 

VEGF 189 (303 bp)
	

VEGF 165 (234 bp)
	

VEGF 121 (99 bp) 

Expression of different VEGF-A isoforms by Southern-blotting analysis. Total RNA was 

isolated from one specimen of pT1 or pT2 bladder tumor, and from RT4 and T24 cells. RT

PCR assay using specific primers for VEGF-A was performed as described in Materials and 

methods. The PCR products were electrophoresed on a 2% agarose gel and transferred onto a 

nylon membrane which was subsequently hybridized with a [-32P]-dCTP-labelled cDNA 

VEGF-A probe. Filters were analysed using a PhosphoImager (Molecular ImagerRSystem, 

GS-505, Biorad).  
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Figure 4 
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Quantitative analysis of VEGF-A isoform expression in non-invasive (pTa) versus invasive 

(pT1-T2) urothelial tumors. Total RNA was isolated from 8 pTa, 7 pT1 and 5 pT2 bladder 

tumors. VEGF-A isoforms transcript levels were measured by real-time RT-PCR and 

normalized to ATP5. Data are presented as the mean ± SEM. *p<0.05, Mann-Whitney U 

test. 
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Figure 5 
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Quantitative analysis of VEGF-A isoform expression according to the pathologic stage (A) 

and to the histologic grade (B). Total RNA was isolated from 8 pTa, 7 pT1 and 5 pT2 bladder 

tumors. VEGF-A isoforms transcript levels were measured by real-time RT-PCR and 

normalized to ATP5. Data are presented as the mean ± SEM. *p<0.05, compared to pTa or 

G1 tumor, Mann-Whitney U test. **p<0.05, compared to pT1 or G2 tumor, Mann-Whitney U 

test. 
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RESULTATS 


Dans l’étude présentée dans l’article n° 1, nous montrons donc que le taux d’ARNm du VEGF-A 

peut être un indicateur pronostique de progression des tumeurs de la vessie apportant ainsi un 

argument supplémentaire en faveur du rôle clé du VEGF dans la cancérogenèse vésicale et dans 

l’acquisition du potentiel métastatique des cellules urothéliales.  

Des études ont montré que dans des cellules Rama 37 de Rat, l'acquisition du potentiel 

métastatique des cellules était due à la surexpression d’une protéine de la famille des FABP (la C

FABP, Cutaneous-Fatty Acid Binding Protein) associée à une surexpression du VEGF (Jing et al., 

2001). Cette même équipe a montré que dans des cellules dérivées de cancer de la prostate, 

l’inhibition de l'expression de la C-FABP par une stratégie antisens était associée à une 

diminution du taux de VEGF. De plus, ces cellules perdaient leur potentiel "métastatique" 

(Adamson et al., 2003). 

Compte tenu de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle la surexpression du 

VEGF dans les tumeurs urothéliales invasives pourrait être corrélée à la surexpression d’une 

protéine de la famille des FABP.  
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III. Expression des FABP dans les cellules RT4 et 

T24 

Pour vérifier notre hypothèse, nous avons dans un premier temps déterminé qu’elles étaient 

les FABP exprimées par les cellules RT4 et T24. Pour cela, à partir d’ARN issus de ces cellules, 

nous avons étudié l’expression de différents membres de la famille des FABP (A-, E-, L-, H-, B- 

et Myelin-FABP) par une méthode de RT-PCR. Nous avons aussi extrait les ARN de différents 

tissus humains utilisés comme témoins positifs de l’expression des différentes FABP : le tissu 

adipeux pour la A-FABP, les kératinocytes pour la E-FABP, le foie pour la L-FABP, le cerveau 

pour la B-FABP et la myelin-FABP. Les résultats sont présentés dans la Figure 20. 

Figure 20 : Expression des principaux membres de la famille des FABP 

L’expression des ARNm a été analysée par RT-PCR dans les cellules RT4 et T24 (A). Des tissus humains ont été 
utilisés comme témoins positifs de l’expression des FABP : le tissu adipeux pour la A-FABP, les kératinocytes, pour la 
E-FABP, le foie pour la L-FABP, le cœur pour la H-FABP, le cerveau pour la B-FABP et la Myelin-FABP. La β-actine a été 
utilisée comme gène de référence. Le taux de protéine E-FABP a été déterminé par western- blotting (B) dans les 
cellules RT4 et T24 grâce à un anticorps anti-E-FABP (cf Annexe 1). La possible réaction croisée de l’anticorps anti-E
FABP a été évaluée en réalisant une hybridation des anticorps anti-A-FABP et anti-E-FABP sur les lignées RT4, T24 et 
G631 (dérivées de mélanome humain). Dans les expériences de western-blotting, la β-actine a été utilisée comme 
témoin de dépôt d’une quantité équivalente de protéines dans chaque puits. Les gels présentés sont représentatifs de 
trois expériences indépendantes réalisées sur 4 déterminations. 

L’analyse par RT-PCR montre que seuls les transcrits de la A-FABP et de la E-FABP sont 

exprimés dans les cellules RT4 et T24 (cf. Figure 20 A). 

L’étude par western-blotting montre que la A-FABP est beaucoup plus exprimée dans les cellules 

RT4 comparativement aux cellules T24 (cf. Figure 20B). La E-FABP est exprimée dans les deux 

lignées cellulaires. Cependant deux bandes sont détectées dans les cellules RT4 alors qu’une seule 
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est détectée dans les cellules T24. La A- et la E-FABP présentent 52,3 % d’identité de séquence 

en acides aminés (Chmurzynska, 2006). C’est pourquoi nous avons suppposé que l’anticorps 

dirigé contre la E-FABP détecte aussi la A-FABP. Bien que l’anticorps dirigé contre la E-FABP 

soit décrit comme ne présentant pas de réaction croisée avec les autres membres de la famille des 

FABP, nous avons testé la spécificité de cet anticorps sur des extraits protéiques de cellules G361, 

dérivées d’un mélanome humain. Ces cellules expriment à la fois la A- et la E-FABP et en 

quantité équivalente. Dans ces cellules, une seule bande est détectée pour chaque protéine 

confirmant l’absence de réactivité croisée entre l’anticorps E-FABP et la protéine A-FABP (cf. 

Figure 20C). 

Nos résultats permettent de conclure que seule la A- et la E-FABP sont exprimées dans les 

cellules RT4 et T24, avec un taux très faible de A-FABP dans les cellules T24, cellules 

représentatives d’une tumeur à potentiel métastatique. Ces résultats remettraient en cause notre 

hypothèse selon laquelle un fort taux de VEGF serait associé à un taux important d’un membre de 

la famille des FABP dans des tumeurs de la vessie de stade et de grade élevé. De plus, selon les 

données de la littérature, dans les cancers de la vessie, une perte d’expression de la A-FABP est 

associée à la progression des tumeurs urothéliales. C’est pourquoi, nous avons étudié l’expression 

de l’ARNm de la A-FABP dans les échantillons tumoraux pour lesquels nous avons quantifié les 

différentes isoformes du VEGF. 

- 145 -




 

 

 

   

 

RESULTATS 


IV. Analyse de l’expression des ARNm A-FABP 

dans les tumeurs urothéliales de différents stades 

et grades 

Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique de RT-PCR en temps réel, 

en utilisant la technologie Taqman® ciblant l’ARNm de la A-FABP et le messager du gène de 

référence ATP5β. Grâce à la recherche des conditions optimales pour ces deux PCR 

(concentration des réactifs et choix des séquences des amorces et des sondes), nous avons 

développé une méthode de quantification relative des ARNm de la A-FABP, précise, reproductive 

et sensible. 

Les résultats obtenus montrent une diminution significative du taux d’ARNm A-FABP à la 

fois dans les tumeurs invasives pT2-T4 et pT1 comparativement aux tumeurs pTa, et dans les 

tumeurs de grade G2 et G3 comparativement aux tumeurs de grade G1 (cf. Figure 21).  

Figure 21 : Expression de la A-FABP dans des tumeurs de la vessie  
selon le stade et le grade (Extrait de la figure 1 de l’article 2). 

Nos résultats montrent une chute de l’expression des ARNm de la A-FABP dès le stade pT1 et le 

grade 2 suggérant que la présence de la A-FABP dans les tumeurs superficielles pTa de bas grade 

pourrait être un facteur de bon pronostic. 
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RESULTATS 


Sur une même cohorte de patients, lorsque les taux d’ARNm du VEGF et les taux 

d’ARNm de la A-FABP sont comparés (cf. Figure 22), nous observons que les tumeurs de stade 

pTa expriment un taux faible d’ARNm des différentes isoformes du VEGF et un taux élevé 

d’ARNm de la A-FABP. En revanche, les tumeurs de stade pT1/pT2 expriment un taux important 

d’ARNm du VEGF et un taux faible d’ARNm de la A-FABP. 

Figure 22 : Comparaison des expressions relatives de la A-FABP et des isoformes  
du VEGF en fonction du stade tumoral 

Ainsi la progression tumorale et l’acquisition du potentiel métastatique des tumeurs 

urothéliales pourraient être déterminées par une augmentation du VEGF (donc de 

l’angiogenèse) et une chute de l’expression de la A-FABP. 

La A-FABP pourrait donc être un gène suppresseur de tumeur puisque la perte d’expression de 

cette dernière est concomitante à la progression tumorale. Nous pouvons donc supposer que la 

réinduction de cette protéine dans les tumeurs de stade et de grade élevés permettrait de stopper 

l’invasion tumorale.  

De nombreuses études ont montré que la A-FABP était un gène cible de PPARγ et que des 

agonistes naturels (15dPGJ2) et synthétiques (thiazolidinediones) augmentaient l’expression des 

ARNm de la A-FABP dans des lignées monocytaires humaines (Pelton et al., 1999). 

Nous avons donc étudié la régulation transcriptionnelle de la A-FABP par les agonistes de PPAR 

dans les lignées RT4 et T24 (cf. article 2).  

- 147 -




 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS 


V. Régulation de l’expression de la A-FABP par 

des agonistes des PPAR dans les cellules RT4 et 

T24 

Dans notre étude, les ligands des PPARα, β et γ augmentent fortement l’expression de la a

fabp dans les cellules T24 alors que seul le ligand synthétique de PPARβ régule la a-fabp dans les 

cellules RT4. L’augmentation de l’expression de la a-fabp dans les cellules T24 n’est pas due à 

une stabilisation des ARNm suggérant une régulation au niveau transcriptionnel et nécessite une 

synthèse de novo de protéines. Enfin, l’utilisation d’antagonistes spécifiques des différents 

récepteurs α, β et γ, nous a permis de conclure que la régulation de la A-FABP nécessitait 

l’activation des récepteurs. 

En résumé, les ligands des PPAR α et γ régulent l’expression de la A-FABP uniquement 

dans les cellules T24. Les résultats présentés par d’autres équipes laissent supposer que la 

présence de certains coactivateurs tels que CITED-2, PBP et PGC-1α permettrait l’activation de la 

transcription de gènes cibles par les PPAR α et γ (Puigserver et al., 1998b ; Tien et al., 2004 ; Zhu 

et al., 1997). C’est pourquoi, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle, dans les cellules RT4, 

l’absence d’activation de la transcription de la A-FABP par les agonistes des PPARα et γ serait 

due à une perte d’expression ou d’activité des coactivateurs CITED-2, PBP ou PGC-1α. 

Nous avons alors étudié par RT-PCR l’expression des coactivateurs CITED-2, PBP et PGC-1α 

dans les cellules RT4 et T24. Les coactivateurs PBP et CITED-2 sont exprimés dans les 2 lignées 

cellulaires RT4 et T24 (cf. Figure 23A).  
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RESULTATS 


Figure 23 : Expression des coactivateurs PBP, CITED-2 ou PGC-1α 
dans les cellules RT4 et T24. 

Les cellules ont été incubées dans un milieu Mc COY’s 5a dépourvu de sérum puis stimulées ou non par les ligands de 
PPAR (25 µM WY14,643, 10 µM L-165041 ou 1 µM rosiglitazone) pendant 24 h. Les ARN totaux ont été extraits puis 
amplifiés par RT-PCR pour détecter les ARNm des coactivateurs PBP, CITED-2 (A) et PGC-1α (B) (cf. Annexe 2). La β-
actine a été utilisée comme gène de référence. L’expérience présentée est représentative de trois expériences réalisées 
sur trois déterminations. (C) Le taux protéique de PGC-1α a été déterminé par western-blotting grâce à un anticorps 
anti-PGC-1α (cf Annexe 1). La β-actine a été utilisée comme témoin de dépôt d’une quantité équivalente de protéines 
dans chaque puits. Cette expérience est représentative de trois expériences réalisées sur trois déterminations. 

L’ARNm du coactivateur PGC-1α est exprimé dans les cellules T24 après 30 cycles 

d’am plification par PCR. En revanche, dans les cellules RT4, les transcrits de PGC-1α ne sont 

détectés qu’après 40 cycles d’amplification (cf. Figure 23 B). De plus, l’analyse de la protéine 

PGC-1α par western-blotting montre qu’elle est très peu exprimée dans les cellules RT4 

comparative ment aux cellules T24 (cf. Figure 23 C). Vraisemblablement, les ligands des PPARα, 

β et γ  ne régulent pas l’expression de PGC-1α dans ces cellules. Ces ré sultats suggèrent que 

l’absence d ’effet des ligands de PPARα et γ sur l’expression de la A-FABP dans les cellules RT4 

serait due à une trop faible expression du coactivateur PGC-1α. 
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Abbreviations: A-FABP, adipocyte-fatty acid binding protein; B-FABP, brain-fatty acid binding 

protein; CHX, cycloheximide; E-FABP, epidermal- fatty acid binding protein; H-FABP, heart- 

fatty acid binding protein; L-FABP, liver- fatty acid binding protein; LXR, liver X receptor; 

PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; PPRE, peroxisome proliferators response 

element; RXR, retinoid X rceptor; SREBP, sterol-regulatory element binding protein; TCC, 

transitional cell carcinoma.  

Appropriate journal category: Cancer cell biology 

Statements describing the novelty and impact of the paper: 

Superficial pT1 bladder tumors are characterized by a high risk of recurrence and progression in 

grade and stage. In poor prognosis high grade pT1 tumors there is a loss of A-FABP mRNA 

expression compared to good prognosis tumors suggesting that re-expression of A-FABP could 

be a therapeutic approach in early stage bladder cancer to prevent cancer progression. The 

novelty of our work is that A-FABP is up-regulated by the three PPAR isotype pharmacological 

ligands in high stage and grade bladder cancer-derived cells. The increase of A-FABP 

expression is a possible new approach to inhibit the malignant progression of bladder cancer.  

2
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ABSTRACT 

Superficial pT1 bladder tumors are characterized by a high risk of recurrence and progression in 

grade and stage. Few studies provided evidence that loss of adipocyte-fatty acid binding protein 

(A-FABP) expression was associated with bladder cancer progression. A-FABP is a lipid 

binding protein playing a role in intracellular lipid transport and metabolism, as well as in signal 

transduction. We reported from bladder tumors that decrease of A-FABP transcript level 

significantly correlated to tumor stage and to histologic grade (p < 0.05). Namely, in poor 

prognosis high grade pT1 tumors there was a loss of A-FABP expression compared to good 

prognosis tumors suggesting that re-expression of A-FABP could be a therapeutic approach in 

early stage bladder cancer to prevent disease progression. We demonstrated for the first time 

that this marker is up-regulated by Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR) D, E and 

J in T24 cells (derived from an undifferentiated grade III carcinoma) and only by PPARE in 

RT4 cells (derived from a well differentiated grade I papillary tumor). This effect occurred 

through a PPAR-dependent transcriptional mechanism without modifying mRNA stability and 

interestingly required de novo protein synthesis. Data as a whole suggest a prognostic 

significance of A-FABP in bladder cancer outcome and the potential utility of overexpression of 

this protein by PPAR agonists open up new perspectives in the treatment of bladder cancer. 
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Introduction 

Over 90% of bladder cancers are transitional cell carcinoma (TCC). At the first time of 

diagnosis, 75% of TCC present as superficial bladder cancer confined to the mucosa (pTa 

disease) or lamina propria (pT1). In the remaining 25% of cases, tumors present as muscle 

invasive disease (�pT2) with no history of superficial disease. Non muscle invasive bladder 

tumors are a heterogeneous group of cancers with a markedly diverse prognosis. While low

grade pTa tumors are characterized by a high risk of recurrence (70%) and infrequent 

progression to muscle-invasive tumors, high-grade pTa and pT1 tumors display a high risk of 

progression.
1
 Since the clinical outcome of superficial bladder tumors is relatively 

unpredictable, new molecular prognostic markers for the prediction of tumor recurrence and 

progression are urgently needed to improve our understanding, diagnosis and management of 

bladder cancer. Early detection within pT1 tumors of a subgroup that will progress may 

successfully identify potentially lethal lesions before they become muscle invasive and this in 

order to identify patients who might benefit from a surgery to avoid vesical muscle invasion and 

consequently metastasis spreading. 

Using a combination of proteomic technologies, the examination of protein expression 

profiles of fresh TCC provided evidence that loss or decrease of A-FABP (adipocyte-fatty acid 

binding protein or FABP4) expression was observed in high-grade lesions compared to low

grade tumors and non malignant urothélium.
2, 3

 The loss of A-FABP protein expression has been 

associated with bladder cancer progression and could have a significant prognostic value.
4
 These 

data suggest that A-FABP could be a novel marker with potential clinical utility to select 

patients that are more likely to develop aggressive disease.  

FABP are members of the superfamily of lipid-binding protein. So far nine different 

FABP, with tissue-specific distribution, have been identified among them A-FABP. The primary 

role of all FABP is the regulation of fatty acid uptake and intracellular transport. A-FABP 

4
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impacts glucose and lipid metabolism,
5
 plays a role in signal transduction,

6-8
 and could 

contribute to cell proliferation and apoptotic processes.
9 

In addition, FABP function as 

cytoplasmic shuttle proteins for ligand activation of PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor). It has been shown that A-FABP physically and functionally cooperates with PPARJ. 

It regulates the transcriptional activity of PPARJ agonists by targeting them in the nucleus, 

thereby enabling this PPAR isotype to exert its biological functions.
10 

PPARs (D, E and J) are nuclear receptors associated with RXR (Retinoid X Receptor) to 

form heterodimers that bind to a PPRE (PPAR-response element) located in the promoter region 

of target genes and act as ligand-inducible transcription factors.
11

 Consensus PPREs are direct 

repeats (DR) of AGGTCA separated by one nucleotide (DR-1) with a 5’ extension of AACT for 

an increased specificity.
12

 Some PPARJ agonists (e.g. the thiazolidinediones which are 

antidiabetic drugs) have exhibited anti-neoplastic effects with anti-proliferative, pro-apoptotic 

and differentiation promoting activities.
13 

Expression of mouse A-FABP is regulated by PPAR agonists such as fatty acids and 

thiazolidinediones, and its messenger is transcriptionally controlled via a DR-1 element during 

differentiation of adipocytes.
14

 Nothing is known about PPAR-regulated expression of human 

A-FABP in bladder cancer cells. Because A-FABP may have a good prognostic value in bladder 

cancer and since PPAR are involved in carcinogenesis, we studied A-FABP regulation by these 

nuclear receptors. In the present study, first we show that a-fabp gene expression significantly 

decreased in bladder tumor samples according to the tumor stage and to the histologic grade, 

and then we reported for the first time that PPARD, E and J agonists up-regulated A-FABP in a 

bladder cancer cell line derived from a high-grade tumor in which this protein is poorly 

expressed. Our results suggest that PPAR agonists could increase A-FABP expression in pT1 

tumors to prevent cancer progression and could be an attractive therapeutic option for treating 

superficial bladder tumors that exhibit decrease or loss of A-FABP. A-FABP could be a novel 

John Wiley & Sons, Inc. 
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molecular marker for the diagnosis, prognosis and the monitoring of bladder cancer during 

therapy as well as a potential therapeutic target.  

6
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Materials and Methods 


Reagents 

The hypolipidemic drug WY 14,643 was obtained from Chemsyn Science Laboratories 

(Campro Scientific, Veenendaal, The Netherlands). The antidiabetic drugs thiazolidinediones 

(Ciglitazone, Rosiglitazone, Pioglitazone, Troglitazone), 15d-PGJ2 and the PPARJ antagonist 

GW9662 were purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). L-165041 was 

provided by Calbiochem (San Diego, CA, USA). PPARD and E antagonists (GW6471 and 

Sulindac sulfide), actinomycin D and cycloheximide (CHX) were purchased from Sigma (Saint 

Quentin Fallavier, France).  

Patient samples 

A total of 26 samples of transitional cell carcinoma of the bladder from clinical stages 

pTa to pT4 were obtained from transurethral resection or cystectomy specimens (Table I). 

Informed consent was obtained from every patient. Histology, grade and stage were determined 

by pathologic examination of the transurethral resection or cystectomy and were confirmed by 

blinded rereview of the original cystoscopic biopsy slides. Tumors were staged according to the 

1997 tumor-node-metastasis (TNM) staging system guidelines
15

 and graded according to the 

1973 World Health Organization (WHO) classification and the most recent classification system 

proposed in 2004
16

 which basically corresponds to the 1998 WHO/ISUP (World Health 

Organization/International Society of Urological Pathology) classification. Biopsies were 

immediately frozen in liquid nitrogen for later analyses.  
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Cell lines and culture conditions 


RT4 and T24 human bladder cancer cell lines were obtained from ATCC (Biovalley, 

Conches, France). The cells were maintained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in Mc COY's 5a 

medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf serum 

(Invitrogen), 1% antibiotic antimycotic mixture (10 mg/ml streptomycin, 10,000 units/ml 

penicillin, 25 µg/ml amphotericin B), 2 mM glutamine, and 15 mM Hepes (Sigma). The cells 

were tested for the absence of mycoplasma before total RNA and protein extraction. 

Reverse transcription, PCR and real-time PCR 

Total RNA was isolated and purified from human fresh frozen tissues using the commercially 

available Qiagen RNA/DNA kit (Qiagen SA, Courtaboeuf, France) and from RT4 and T24 cells 

using TRI-Reagent (Molecular Research Center, Euromedex, Mundelsheim, France) according 

to the manufacturer's guidelines. Three µg of RNA were reverse transcribed using MMLV-RT 

(Invitrogen) and oligo(dT)12-18 primers (Invitrogen) according to the manufacturer's 

instructions. Subsequent amplifications were performed using 2 µl of cDNA, Taq DNA 

recombinant polymerase (Invitrogen) and specific primers as follows: A-FABP sense, 5’

GAAACTTGTCTCCAGTGAAAAC-3’ and antisense, 5’-GGGAGAAAATTACT-3’ ; E-actin 

sense, 5’-TGCTATCCAGGCTGTGCTAT-3’ and antisense, 5’-GATGGAGTTGAAGG-3’. The 

expected sizes of PCR products for A-FABP and E-actin were 449 and 359 base pairs 

respectively. The PCR mixtures were subjected to 30 cycles of amplification by denaturation 

(30 s at 94°C), hybridization (30 s at 55°C for A-FABP and 50°C for E-actin), and elongation 

(20 s at 72°C). Samples were then incubated for an additional 10 minutes at 72°C as a final 

extension step. The real-time PCR assays were carried out in quadruplicate using a LightCycler 

1.0 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) with Taqman technology in 20 µl of a reaction 

8
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mixture containing 1x LightCycler Fast Start DNA Master HybProbe (Roche diagnostics) and 5 

µl of cDNA diluted 1:20. A-FABP RTqPCR was performed with 3.5 mM MgCl2, 850 nM of 

each primer and 50 nM of probe. ATP5E (ATP synthase E polypeptide) RTqPCR was carried 

out with 4 mM MgCl2, 500 nM of each primer and 300 nM of probe. The following 

oligonucleotide primers and probes were used for PCR amplification: A-FABP forward: 5’

CTGGTGGTGGAATGCGTCATGA-3’, A-FABP reverse: 5’

CAACGTCCCTTGGCTTATGCTCTCT-3’, A-FABP probe (5’Fam, 3’Tamra) 5’

AGGCGTCACTTCCACGAGAGTTT-3’; ATP5E forward: 5’

TACTGTCGCGTGCCATTGCT-3’, ATP5E reverse: 5’-CACGGGCAACATCGTAATGC-3’, 

ATP5E probe (5’Fam, 3’BHQ1) 5’-ATCCCAACATTGTTGGCAGT-3’. Samples were heated 

for 10 min at 95°C and subjected to 40 cycles of amplification (denaturation at 95°C for 10 s, 

annealing and elongation at 60°C for 20 s). A sequence detection program calculated a threshold 

cycle number (CT) at which the probe cleavage-generated fluorescence exceeded the 

background signal.
17 

Measurement of relative RNA expression level 

We calculated the relative RNA expression level using a comparative CT method.
17 

Identified as the best normalization gene in human bladder cancer,
18

 ATP5ȕ was used for the 

reference gene. The normalized relative expression level of a target gene in an individual sample 

was calculated using the following formula:  

'CT target (calibrator - sample )(Etarget ) 
'CT reference (calibrator - sample) (Ereference) 

in which the real-time PCR efficiency of the target gene transcript is donated by Etarget and that 

of the reference gene transcript, by Ereference.
17

 Thus, the relative RNA expression level of a gene 

is a unit less number relative to that of the calibrator sample.  
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Protein extraction and Western blotting analysis 

Proteins from cultured cells were extracted using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS) supplemented with protease inhibitor cocktail 

(Complete™, Roche Diagnostics). The protein concentration was determined using a protein 

assay according to the Bradford method (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Protein extracts 

(10 µg for RT4 cells or 15 µg for T24 cells) were resolved by SDS-PAGE under reducing 

conditions, electro-transferred to Hybond-P PVDF membrane (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK) and non specific binding was blocked in TBS-Tween buffer (0.5 mM 

Tris-HCl, 45 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) containing 5% nonfat milk. Blots were 

probed for 1 h at room temperature with the primary antibodies anti-mouse A-FABP (#AF1443, 

R&D Systems, Abingdon, UK ; 1:1000), or monoclonal anti-ȕ-actin (clone AC-15, Sigma ; 

1:8000). Bound antibodies were detected using HRP-conjugated secondary antibodies : anti-goat 

IgG (Chemicon, Temecula, CA, USA ; 1:10000) for A-FABP, or anti-mouse IgG (BD 

PharMingen ; 1:40000) for ȕ-actin. Proteins were visualized by using enhanced 

chemiluminescence detection method (GE Healthcare). 

Statistical analysis 

For experiments on bladder tumor samples, an assumption of normal distribution was not 

possible in the different groups, so the statistical analysis was performed using non-parametric 

tests (Kruskal – Wallis and Mann – Whitney U-tests). A p-value of <0.05 was considered 

significant. To test the effect of PPAR agonist treatment on A-FABP expression, two-tailed and 

unpaired Student’s t tests were conducted to calculate the p values. Data were expressed as 

means ± SD. Differences were considered significant at p < 0.05. 

10
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Results 


Association of decreased A-FABP mRNA expression with high stage and grade bladder 

cancers 

Using a combination of proteomic technologies, few studies have reported that A-FABP 

expression is decreased in invasive bladder cancer in comparison with low-stage tumors 

suggesting that this protein could be a molecular marker of progression in bladder cancer.
4
 We 

evaluated and compared A-FABP transcript levels by real-time RT-PCR from 26 bladder cancer 

patients according to the tumor stage and to the histologic grade. We chose as reference a non

invasive low-grade pTa tumor expressing the epithelial marker E-cadherin but not the 

19, 20
mesenchymal marker N-cadherin.  The A-FABP mRNA level detected in this tumor was 

used as reference and set at 100% relative expression. Of 9 pTa tumors, 6 cases (66.6%) 

presented a high A-FABP expression. The variance among the three subgroups of patients with 

different tumor stage lesions was significant (Kruskal – Wallis test; p = 0.042). Paired 

comparison of the various groups revealed that levels of A-FABP mRNA significantly 

decreased from pT1 tumors (n = 7; p = 0.037) and in invasive pT2-T4 tumors (n = 10; p = 

0.026) compared to pTa tumors (Fig. 1a). The whole patient group was then subdivided into G1 

(n = 6), G2 (n = 6) and G3 (n = 14) grade tumors, and the respective A-FABP mRNA levels 

were compared to those found in G1 grade lesions (Fig. 1b). The variance among the subgroups 

of patients with different grade lesions was significant (Kruskal – Wallis test; p = 0.026). A 

drastically decrease of A-FABP transcripts levels was observed in G2 and G3 grade bladder 

cancer patients in comparison with G1 grade lesions (G1 vs G3; p = 0.012). Patients with G1 

lesions did not significantly differ in their A-FABP mRNA levels from patients with G2 tumors. 

Nevertheless, the difference was nearly significant (G1 vs G2; p = 0.068). The International 

Society of Urological Pathology (ISUP) and the World Health Organization (WHO) have 
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proposed new criteria for new classifications in 1998 and 1999 respectively and very recently in 

2004. In this context, our serie of 26 patients originally diagnosed according to the 1973 WHO 

classification was regraded by the revised (2004) WHO/ISUP system. The overall results 

obtained for a-fabp expression were not significantly different according to both classifications. 

Our data argue for the putative prognostic value of A-FABP in bladder cancer progression. We 

then analyzed A-FABP expression in two bladder cancer-derived cell lines RT4 (derived from a 

well differentiated grade I papillary tumor) and T24 (derived from an undifferentiated grade III 

carcinoma) at the mRNA (Fig. 1c) and protein level (Fig. 1d). As expected, A-FABP was 

expressed in both cell lines but to a lesser extent in T24 cells. 

A-FABP expression is differentially up-regulated by PPARDDDD, EEEE and JJJJ  agonists in RT4 and 

T24 cells 

A-FABP expression (mRNA and protein) was then investigated in RT4 and T24 cells 

after PPARD, E and J activation. Cells were treated with different concentrations of WY 14,643 

(PPARD activator), L-165041 (PPARE activator) or PPARJ activators rosiglitazone, ciglitazone, 

pioglitazone, troglitazone and 15d-PGJ2. In RT4 cells, WY 14,643, rosiglitazone, and 15d-PGJ2 

did not alter A-FABP expression both at the mRNA and protein level (Fig. 2a and b). Similar 

results were obtained with the other PPARJ activators (data not shown). On the other hand, the 

PPARE agonist L-165041 significantly increased A-FABP transcripts level in a dose-dependent 

manner from 1 µM with a maximal 12.7-fold induction at a concentration of 10 µM (Fig. 2a). 

Western-blotting assay revealed a weak induction at the protein level (Fig. 2b). Densitometric 

analysis of immunoblotting assay showed a 2-fold increase of A-FABP from 1 µM L-165041 

(data not shown). In T24 cells, A-FABP mRNA level (Fig. 3a) was increased from 5 µM WY 

14,643 with a maximal 22-fold induction at a concentration of 25 µM. The PPARD activator 

significantly increased A-FABP protein level from 5 µM with a maximal 2-fold induction at 25 

12
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µM (Fig. 3b). As observed in RT4 cells, A-FABP expression was increased in T24 cells treated 

with L-165041 in comparison with control cells. This effect was observed from 1 µM at the 

mRNA and protein level with a maximal 32-fold induction at the mRNA level at 2 µM (Fig. 3a) 

and a 4-fold induction at the protein level at 1 µM (Fig. 3b). Specific PPARȖ agonists up

regulated A-FABP to a larger extent than PPARD and E activators. Maximal effect was 

observed at the mRNA level at concentrations of 5 - 10 µM with a 35-fold induction with 

rosiglitazone and troglitazone, a 45-fold induction with ciglitazone, a 57-fold induction with 

pioglitazone and a 4-fold induction with 15d-PGJ2 (Fig. 3a). At the protein level, A-FABP 

expression was increased from 0.5 - 1 µM according to PPARJ activators (Fig. 3b). Thus, A

FABP expression was only induced by PPARE in well-differentiated RT4 cells and by the three 

PPAR isotypes in undifferentiated T24 cells.  

PPAR ligands have no effect on A-FABP mRNA half-life 

To assess whether A-FABP was post-transcriptionally regulated by PPAR ligands, we 

analysed the effect of WY 14,643 (25 µM), L-165041 (10 µM) or rosiglitazone (10 µM) on A

FABP mRNA stability. T24 cells were treated or not with PPAR activators and then 

transcription was inhibited with actinomycin D at different times. A-FABP mRNA decayed 

rapidly in untreated cells with a half-life of 8 h. In the presence of PPAR ligands there was no 

increase of A-FABP mRNA half-life in comparison with the control cells suggesting that PPAR 

agonists did not modify A-FABP mRNA stability and that PPAR regulate the a-fabp gene at the 

transcriptional level (Fig. 4).  
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PPAR agonist-mediated induction of A-FABP mRNA expression in T24 cells requires 

protein synthesis 

To determine whether de novo protein synthesis is required for the regulation of A

FABP mRNA transcription by PPAR, cells were treated with 10 µg/ml CHX (an inhibitor of 

protein synthesis) for 30 min. Then, cells were washed and stimulated or not by PPAR agonists 

for an additional 24 h (Fig. 5). PPARD, E and J activation significantly increased A-FABP 

mRNA expression as previously demonstrated. Treatment with CHX completely prevented 

PPAR ligand-mediated up-regulation of A-FABP transcripts indicating that stimulation of A

FABP mRNA expression by synthetic PPAR agonists required increased synthesis of proteins 

such as regulatory proteins.  

PPAR agonist-mediated induction of A-FABP involves a PPAR-dependent mechanism in 

RT4 and T24 cells 

To explore whether the effects of PPAR ligands were really mediated through the 

activation of PPAR, RT4 and T24 cells were treated with specific PPAR isotype antagonists 

namely GW6471 for PPARĮ, sulindac sulfide for PPARȕ and GW9662 for PPARȖ. The effect 

of L-165041 was abolished in the presence of sulindac sulfide in both RT4 (Fig. 6a) and T24 

cells (Fig. 6c). GW6471 inhibited the effects of WY 14,643 (Fig. 6b), and GW9662 abolished 

the thiazolidinediones (Fig. 6d) and 15d-PGJ2 action (data not shown) in T24 cells. These data 

suggest that A-FABP overexpression was mediated through PPARD, PPARE and PPARJ

dependent signal transduction pathway. 

To strengthen these results, cells were treated either with WY 14,643 in the presence of PPARE 

or PPARJ antagonists (Fig. 6e), or with L-165041 in the presence of PPARD or PPARJ 

antagonists (Fig. 6f) or with rosiglitazone in the presence of PPARD or PPARE antagonists (Fig. 

14
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6g). Whatever the conditions used, each PPAR ligand mediated its effects through only its 

specific receptor because the up-regulation of A-FABP by the different PPAR agonists was 

recovered in each case.  
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Discussion 

Several studies have demonstrated differential expression patterns of FABP in various 

cancers and in some cases, FABP could be used as tumor markers. For example, high H-FABP 

expression in human gastric carcinoma is associated with tumor aggressiveness, metastasis and 

poor patient survival.
21

 In astrocytomas, expression of B-FABP is associated with regions of 

tumor infiltration and recurrence.
22

 B-FABP is reported to be a specific marker for renal cell 

carcinomas.
23 

L-FABP protein may play a key role in invasion and metastasis spreading in 

human breast cancer since it is significantly elevated in ductal infiltrating breast carcinoma.
24 

On the other hand, loss of L-FABP occurs at the adenoma stage of colorectal tumor 

development, indicating that L-FABP could be a marker of colorectal cancer differentiation.
25 

E-FABP expression is increased in drug-resistant human adenocarcinoma of the pancreas.
26

 It is 

suggested to be a metastasis-inducing gene in prostate cancer through vegf (vascular endothelial 

27, 28 
growth factor) gene up-regulation. With regard to A-FABP, the protein on which we have 

focused our attention, its expression is also down-regulated in breast cancer cell lines in 

comparison with breast normal cell lines.
29 

Meantime, there have been few studies on FABP family members’ expression in bladder 

cancer. Less-differentiated bladder tumors were characterized by a decreased expression of E

FABP protein
30

 and low-grade tumors expressed A-FABP to a higher extent than their high

grade counterparts.
3 

Loss of A-FABP protein has been convincingly identified as a marker of 

progression of human bladder TCC.
4
 Most of the published data are related to A-FABP protein 

expression using a combination of proteomic technologies. In the present work, after optimizing 

a method of A-FABP mRNA quantification by real-time RT-PCR, we demonstrated a 

significant decrease of A-FABP mRNA levels according to the tumor stage and the histologic 

grade of bladder TCC. Our study was carried out within a little cohort of patients. Nevertheless, 

in agreement with Celis et al. studies,
2-4

 our data demonstrate a good prognostic value of A

16
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FABP in bladder cancer. Thus, A-FABP could be considered as a tumor suppressor gene. We 

think that a high A-FABP expression could be required to avoid bladder cancer progression. 

That is why we focused our attention on the regulation of the a-fabp gene in order to identify 

molecules able to induce its expression.  

According to the literature, A-fabp is a PPARJ target gene. Indeed, both natural (15d

PGJ2) and synthetic PPARJ agonists (rosiglitazone and troglitazone) increased A-FABP mRNA 

in both primary human monocytes and the monocytic cell line, THP-1.
31

 In addition, a study 

showed that the treatment of bladder cancer T24 cell line with the PPARJ agonist troglitazone 

induced A-FABP.
32 

In this context, the present investigation was initiated to evaluate the role of 

PPAR in A-FABP regulation in bladder cancer cells since PPAR have been shown to play 

critical role in carcinogenesis. We hypothesized that PPARJ as well as PPARD and PPARE 

could regulate A-FABP expression in bladder cancer cells. We examined A-FABP expression 

(mRNA and protein) after the three PPAR isotype activation in T24 cells, derived from a grade 

III undifferentiated carcinoma and in RT4 cells, derived from a grade I well-differentiated 

bladder papillary tumor to compare results. In a previous study, we demonstrated that all PPAR 

are not only expressed but also functional in RT4 and T24 cells.
33 

In the present work, contrary to previous studies in which A-FABP was not detected in 

T24 cells, we detected by western blotting analysis a very low quantity of A-FABP. As 

expected, A-FABP was expressed to a higher extent in RT4 cells than in T24 cells. The lower 

expression of A-FABP in T24 cells was not due to deregulated expression of PPARJ (data not 

shown). In well differentiated RT4 cells, PPARĮ and PPARȖ activation did non affect A-FABP 

mRNA and protein expression whereas PPARȕ synthetic agonist (L-165041) slightly increased 

A-FABP expression (mRNA and protein). In contrast, in T24 cells, we have established, for the 

first time to our knowledge, a PPARD- and PPARE- mediated up-regulation of A-FABP 

expression and the effect of different PPARJ agonists. Nevertheless, the PPARȖ natural agonist 

15d-PGJ2 increased faintly A-FABP mRNA and protein expression compared to other PPARJ 
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activators. The concentrations of PPARJ agonists in this study were much higher than the Kds 


for binding which are, for example, in order of 700 nM for troglitazone and 40 nM for 

34, 35 
rosiglitazone. The natural agonist 15d-PGJ2 has much lower affinity for the receptor with a 

36, 37 
Kd>1 µM.

Several studies reported that PPAR ligand effects, and more especially thiazolidinedione 

action, could be mediated through PPAR-independent signaling pathways at high 

concentrations. Here, we demonstrated that the effects of all PPAR activators were mediated 

through a PPAR-dependent pathway since specific PPAR antagonists inhibited their action on 

A-FABP expression.  

The absence of PPARD and J effects on A-FABP expression in RT4 cells is not due to a 

persistent effect of endogenous ligands in control cells since A-FABP level is not decreased in 

the presence of PPAR antagonists (data not shown). In the one hand, the differential regulation 

of A-FABP by PPAR could depend on the differentiated state of the cells. Indeed, in the well

differentiated RT4 cells, the mesenchymal marker N-cadherin is not expressed whereas the 

epithelial marker E-cadherin is detected. Inversely, in poorly differentiated T24 cells, E

cadherin is absent and replaced by N-cadherin.
20

 On the other hand, coregulator proteins can 

dramatically influence the activity of nuclear receptors and other transcription factors, thereby 

influencing cell fate.
38

 RT4 cells could be deficient for a specific PPARD and J coactivator or 

characterized by the overexpression of a corepressor protein.  

We showed that A-FABP mRNA half-life was estimated at 8 h and there was no 

stabilization of A-FABP transcripts after PPAR activation suggesting a regulation at the 

transcriptional level. 

The highest induction of human A-FABP by PPARJ synthetic agonists could be 

explained by a differential affinity of PPARJ for the promoter as previously described for the 

murine homologue.
39

 However, the molecular mechanism for the up-regulation of A-FABP by 

PPARJ has not been addressed and functional PPRE has not been identified in the promoter of 

18
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human A-FABP. Sequence analysis showed that there was no PPRE-like motif in human A

FABP promoter.
40

 Rival et al. all the same have characterized a functional promoter of the 

human a-fabp gene and showed that rosiglitazone and pioglitazone displayed a high efficacy on 

reporter-gene assays in COS-7 cells cotransfected by a human A-FABP promoter-based Luc 

reporter vector and full-length human PPAR expression plasmids. Surprisingly, in these 

experiments, a selective PPARD agonist (BM-17.1744) did not stimulate the human A-FABP

PPARD promoter reporter-gene assay. 
41 

In the same way, in RAW 264.7 cells, agents such as 

clofibrate or WY 14,643 which are ligands for the related receptor PPARD, also had no effect on 

the induction of A-FABP.
31

 In our cellular model, the PPARD activator WY 14,643 significantly 

increased A-FABP mRNA (22-fold) and protein (2-fold) level in T24 cells whereas it had no 

effect in RT4 cells.  

In addition, our experiments in the presence of the protein synthesis inhibitor CHX, 

suggest that the up-regulation of A-FABP mRNA expression by PPAR agonists requires the 

synthesis of new proteins which are labile proteins with a short half-life since a 30 min CHX 

treatment abolished PPAR effect. PPAR are still present (data not shown) at this time. Besides, 

the estimated half-life of PPAR proteins is about 2 h.
42

 These results indicate an indirect 

molecular mechanism of a-fabp gene regulation by PPARs in our cellular model.  

Altogether, these data evoke that the dogma establishing that PPAR-regulated genes 

contain one or more PPRE or DR-1 motifs in their promoter and respond via PPAR activation 

directly through nuclear receptor binding to the promoter is not so clear. Our results provided 

evidence that this scheme is probably not so simple since an intermediary protein is needed for 

PPAR agonist-mediated A-FABP transcriptional regulation.  

Thus, in our cellular model, a regulatory protein could be induced by PPAR and then interact 

with the promoter of the a-fabp gene. This intermediary regulatory protein could be a regulator 

of lipid metabolism such as LXRD (Liver X receptor alpha). LXRD is a member of the nuclear 

hormone receptor superfamily that forms obligatory heterodimer with RXR and can be activated 
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by both RXR and LXR ligands. RXR/LXR heterodimers activate their target genes by binding 

to a LXR Response element (LXRE) located in the promoter. LXR has been shown to regulate 

the expression of a number of genes involved in cholesterol and triglyceride metabolism. The 

43-45 
accumulation of fatty acids and cholesterol has been described for a number of solid tumors.

Tobin et al. suggest that several potential PPRE like sequences are located throughout the LXRD 

5’ flanking region.
46

 Furthermore, rosiglitazone has been shown to induce LXRD mRNA 

expression in macrophages through PPARJ. 47
 In addition, A-FABP has been recently described 

as a novel LXR target gene in THP-1 cells and macrophages.
40

 Thus, LXR could regulate A

FABP directly via the promoter and indirectly since LXR is also a transcriptional regulator of 

SREBP (Sterol-Regulatory Element Binding Protein) such as SREBP-1c (also termed ADD1). 

LXR ligands have been shown to activate SREBP-1c expression by inducing binding of LXR to 

binding sites on the promoter.
48

 SREBP-1c has been described as a factor involved in adipocyte 

differentiation.
49 

It has been postulated that deregulation of SREBP controlled gene expression 

could contribute to cell transformation and tumor development.
50

 SREBP bind to DNA 

sequences that contain a direct repeat of 5’-PyCAPy-3’, designed as the sterol regulatory 

element (SRE). SREBP is a known transcriptional activator of PPARJ51
 and is a suggested 

activator of A-FABP.  

Further experiments are required to clarify the complex molecular mechanism involved 

in PPAR-mediated up-regulation of A-FABP in undifferentiated bladder cancer cells.  

To conclude, A-FABP is a potential candidate as a predictor of infiltrating or invasive 

bladder cancer. In the present work, we demonstrated for the first time a differential PPAR

mediated up-regulation of A-FABP expression in human bladder cancer cells according to the 

differentiation state of the cells that involves an intermediary protein and appears through an 

indirect molecular mechanism. In pT1 superficial tumors for which A-FABP is no more 

expressed, pharmacological agents such as fibrates and thiazolidinediones which are PPAR 

20
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agonists may provide an exciting novel therapeutic strategy by inducing A-FABP expression to
 

avoid tumor progression. 
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Figure Legends
 

FIGURE 1 - Expression of A-FABP in bladder tumors and in cancer cell lines. A-FABP 

transcript levels were measured by real-time RT-PCR and normalized to ATP5E in bladder 

tumors (n=26) as described under Materials and Methods section. Patients were subdivided 

according to tumor stage (a) and histologic grade (b). Values represent fold difference compared 

to A-FABP transcript level in one pTaG1 tumor expressing the epithelial marker E-cadherin but 

not the mesenchymal marker N-cadherin and used as reference. (c) RT-PCR analysis of A

FABP expression in RT4 and T24 bladder cancer derived-cell lines. (d) Whole protein levels of 

A-FABP determined by western-blot analysis in RT4 and T24 cells and E�actin was used as 

loading control.  

FIGURE 2 - Effect of PPAR agonists on A-FABP (mRNA and protein) expression in RT4 

cells. Cells were stimulated in serum-free Mc COY’s 5a medium with WY14,643 (PPARD 

ligand), L-165041 (PPARE ligand), rosiglitazone, ciglitazone, pioglitazone, troglitazone or 15d

PGJ2 (PPARJ ligands) at the indicated concentrations or vehicle for 24 h. The mRNA 

expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR (a). Fold induction 

represents comparison with vehicle-treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. 

Values are means ± SDs of three independent experiments in quadruplicates. The significance of 

the data was determined using Student’s t-test (two-tailed). * p < 0.05, ** p < 0.01, vs 

corresponding vehicle control. Total cellular protein level of A-FABP was determined by 

immunoblot analysis and E�actin was used as loading control (b). 

FIGURE 3 - Effect of PPAR agonists on A-FABP (mRNA and protein) expression in T24 

cells. Cells were stimulated in serum-free Mc COY’s 5a medium with WY14,643 (PPARD 

ligand), L-165041 (PPARE ligand), rosiglitazone, ciglitazone, pioglitazone, troglitazone or 15d
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PGJ2 (PPARJ ligands) at the indicated concentrations or vehicle for 24 h. The mRNA
 

expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR (a). Fold induction 

represents comparison with vehicle-treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. 

Values are means ± SDs of three independent experiments in quadruplicates. The significance of 

the data was determined using Student’s t-test (two-tailed). * p < 0.05, ** p < 0.01, vs 

corresponding vehicle control. Total cellular protein level of A-FABP was determined by 

immunoblot analysis and E�actin was used as loading control (b). 

FIGURE 4 - Effect of PPAR agonists on the stability of A-FABP mRNA. Confluent T24 

cells were incubated with or without 25 µM WY14,643, or 10 µM L-165041, or 10 µM 

rosiglitazone for 16 h and subsequently treated with 5 µg/ml actinomycin D. Total RNA was 

extracted at the indicated times after the transcription inhibitor addition and assayed for 

quantitative real time RT-PCR. Indicated percentages represent A-FABP mRNA in PPAR 

ligand-treated cells or untreated cells relative to the appropriate control (vehicle or PPAR 

ligands at time 0) in the absence of actinomycin D. Data represent one experiment in 

quadruplicates for each treatment and the experiment has been repeated twice with similar 

results. 

FIGURE 5 - Effect of a protein synthesis inhibitor in PPAR-mediated induction of A

FABP expression in T24 cells. Cells were pre-treated in serum-free Mc COY’s 5a medium 

with 10 µM cycloheximide (CHX) for 30 min. Then, cells were washed and stimulated with 

vehicle or with 25 µM WY14,643, 10 µM L-165041, 10 µM rosiglitazone, for 24 h. The mRNA 

expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR. Fold induction 

represents comparison with vehicle-treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. 

Values are means ± SDs of three independent experiments in quadruplicates. 
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FIGURE 6 - Effect of PPAR inhibition on A-FABP expression in RT4 and T24 cells. Cells 

were stimulated in serum-free Mc COY’s 5a medium with the respective compounds at the 

indicated concentrations or vehicle for 24 h. (a) RT4 cells were stimulated with 10 µM L

165041 in the absence or presence of 50 µM sulindac sulfide (PPARȕ specific competitive 

inhibitor). (b) T24 cells were stimulated with 25 µM WY14,643 in the absence or presence of 10 

µM GW6471 (PPARĮ specific competitive inhibitor). (c) T24 cells were stimulated with 10 µM 

L-165041 in the absence or presence of 50 µM sulindac sulfide. (d) T24 cells were stimulated 

with 1 µM thiazolidinedione (rosiglitazone, ciglitazone, pioglitazone, troglitazone) in the 

absence or presence of 10 µM GW9662 (PPARȖ specific competitive inhibitor). (e) T24 cells 

were treated with or without 25 µM WY 14,643 in the presence of 50 µM PPARE or 10 µM 

PPARJ antagonists. (f) T24 cells were treated with or without 10 µM L-165041 in the presence 

of 10 µM PPARD or 10 µM PPARJ antagonists. (g) T24 cells were treated with or without 1 

µM rosiglitazone in the presence of 10 µM PPARD or 50 µM PPARE antagonists. Total cellular 

protein level of A-FABP was determined by immunoblot analysis. %-actin was used as loading 

control. Gels are representative of two independent experiments in triplicates. 
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TABLE I - Clinicopathologic features of patients (N=26) 

with bladder cancer included in this molecular study 

Characteristics Values 

Age (y) 

    Median (range) 67 (38 – 95) 

Sex 

Male 

    Female 

17 

9 

Pathologic stage 

    pTa 9 

    pT1 7 

    pT2 – T4 10 

Histologic grade 

  1973 WHO 

G1 6 

G2 6 

G3 

  2004 WHO 

14 

    Low malignant potential 1 

    Low grade 12 

    High grade 13 
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FIGURE 1 - Expression of A-FABP in bladder tumors and in cancer cell lines. A-FABP transcript levels were measured by 

real-time RT-PCR and normalized to ATP5 in bladder tumors (n=26) as described under Materials and Methods 
section. Patients were subdivided according to tumor stage (a) and histologic grade (b) (see Table II for more details). 

Values represent fold difference compared to A-FABP transcript level in one pTaG1 tumor expressing the epithelial marker 
E-cadherin but not the mesenchymal marker N-cadherin and used as reference. (c) RT-PCR analysis of A-FABP expression 
in RT4 and T24 bladder cancer derived-cell lines. (d) Whole protein levels of A-FABP determined by western-blot analysis 

in RT4 and T24 cells and actin was used as loading control. 
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FIGURE 2 - Effect of PPAR agonists on A-FABP (mRNA and protein) expression in RT4 cells. Cells were stimulated in 

serum-free Mc COY's 5a medium with WY14,643 (PPAR ligand), L-165041 (PPAR ligand), rosiglitazone, ciglitazone, 

pioglitazone, troglitazone or 15d-PGJ2 (PPAR  ligands) at the indicated concentrations or vehicle for 24 h. The mRNA 
expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR (a). Fold induction represents comparison with 

vehicle-treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. Values are means ± SDs of three independent 
experiments in quadruplicates. The significance of the data was determined using Student's t-test (two-tailed). * p < 

0.05, ** p < 0.01, vs corresponding vehicle control. Total cellular protein level of A-FABP was determined by immunoblot 

analysis and actin was used as loading control (b). 
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FIGURE 3 - Effect of PPAR agonists on A-FABP (mRNA and protein) expression in T24 cells. Cells were stimulated in 

serum-free Mc COY's 5a medium with WY14,643 (PPAR ligand), L-165041 (PPAR ligand), rosiglitazone, ciglitazone, 

pioglitazone, troglitazone or 15d-PGJ2 (PPAR  ligands) at the indicated concentrations or vehicle for 24 h. The mRNA 
expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR (a). Fold induction represents comparison with 

vehicle-treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. Values are means ± SDs of three independent 
experiments in quadruplicates. The significance of the data was determined using Student's t-test (two-tailed). * p < 

0.05, ** p < 0.01, vs corresponding vehicle control. Total cellular protein level of A-FABP was determined by immunoblot 

analysis and actin was used as loading control (b). 
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FIGURE 4 - Effect of PPAR agonists on the stability of A-FABP mRNA. Confluent T24 cells were incubated with or without 
25 µM WY14,643, or 10 µM L-165041, or 10 µM rosiglitazone for 16 h and subsequently treated with 5 µg/ml actinomycin 

D. Total RNA was extracted at the indicated times after the transcription inhibitor addition and assayed for quantitative 
real time RT-PCR. Indicated percentages represent A-FABP mRNA in PPAR ligand-treated cells or untreated cells relative 

to the appropriate control (vehicle or PPAR ligands at time 0) in the absence of actinomycin D. Data represent one 
experiment in quadruplicates for each treatment and the experiment has been repeated twice with similar results. 
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FIGURE 5 - Effect of a protein synthesis inhibitor in PPAR-mediated induction of A-FABP expression in T24 cells. Cells 
were pre-treated in serum-free Mc COY's 5a medium with 10 µM cycloheximide (CHX) for 30 min. Then, cells were 

washed and stimulated with vehicle or with 25 µM WY14,643, 10 µM L-165041, 10 µM rosiglitazone, for 24 h. The mRNA 
expression of A-FABP was analysed by quantitative real time RT-PCR. Fold induction represents comparison with vehicle

treated cells (set at 1) in the absence of PPAR agonist. Values are means ± SDs of three independent experiments in 
quadruplicates. 
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FIGURE 6 - Effect of PPAR inhibition on A-FABP expression in RT4 and T24 cells. Cells were stimulated in serum-free Mc 
COY's 5a medium with the respective compounds at the indicated concentrations or vehicle for 24 h. (a) RT4 cells were 

stimulated with 10 µM L-165041 in the absence or presence of 50 µM sulindac sulfide (PPARǃ specific competitive 
inhibitor). (b) T24 cells were stimulated with 25 µM WY14,643 in the absence or presence of 10 µM GW6471 (PPARĮ 

specific competitive inhibitor). (c) T24 cells were stimulated with 10 µM L-165041 in the absence or presence of 50 µM 
sulindac sulfide. (d) T24 cells were stimulated with 1 µM thiazolidinedione (rosiglitazone, ciglitazone, pioglitazone, 

troglitazone) in the absence or presence of 10 µM GW9662 (PPARǄ specific competitive inhibitor). (e) T24 cells were 

treated with or without 25 µM WY 14,643 in the presence of 50 µM PPAR  or 10 µM PPAR  antagonists. (f) T24 cells 

were treated with or without 10 µM L-165041 in the presence of 10 µM PPAR  or 10 µM PPAR  antagonists. (g) T24 

cells were treated with or without 1 µM rosiglitazone in the presence of 10 µM PPAR  or 50 µM PPAR  antagonists. 

Total cellular protein level of A-FABP was determined by immunoblot analysis. -actin was used as loading control. Gels 
are representative of two independent experiments in triplicates. 
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RESULTATS 


Nous avons donc montré que les ligands des PPAR régulent l’expression d’un marqueur potentiel 

de progression des tumeurs de la vessie, la A-FABP. Un autre membre de la famille des FABP est 

aussi exprimé dans les cellules RT4 et T24, il s’agit de la E-FABP. Nous avons donc étudié l’effet 

des agonistes des PPARα, β et γ sur l’expression protéique de la E-FABP.  
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VI. Régulation de l’expression de la E-FABP par 

des agonistes des PPAR dans les cellules RT4 et 

T24 

Les cellules RT4 et T24 ont été stimulées par différentes concentrations de ligands 

synthétiques des PPARα, β et γ (WY 14,643, L-165041 et rosiglitazone) et différentes 

concentrations d’un ligand naturel de PPARγ (15dPGJ2).  

Figure 24 Effet des agonistes de PPAR sur l’expression protéique de la E-FABP 
dans les cellules RT4 et T24. 

Les cellules RT4 (A) et T24 (B) ont été incubées dans un milieu Mc COY’s 5a dépourvu de sérum puis stimulées ou non 
par les ligands de PPAR, WY14,643, L-165041, Rosiglitazone ou 15d-PGJ2 aux concentrations indiquées. Le taux 
protéique de E-FABP a été déterminé par western-blotting grâce à un anticorps anti-E-FABP (cf Annexe 1). La β-actine 
a été utilisée comme témoin de dépôt d’une quantité équivalente de protéines dans chaque puits. Ces expériences 
sont représentatives de trois expériences réalisées sur trois déterminations. 

Confirmant nos résultats présentés précédemment, l’analyse par western-blotting de l’expression 

de la E-FABP montre deux bandes dans les cellules RT4 et une seule bande dans les cellules T24. 

Dans les deux lignées cellulaires, quelle que soit la concentration en agonistes utilisée, aucune 

variation de l’expression de la E-FABP n’est observée entre les cellules témoins et les cellules 

traitées (cf. Figure 24).  

Ainsi, la E-FABP n’est pas régulée par les agonistes des PPARα, β et γ dans les cellules RT4 

et T24. 
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Dans notre modèle de lignées cellulaires dérivées de cancer de la vessie, nous montrons que la E

FABP n’est pas régulée par les ligands de PPAR dans les deux lignées étudiées. Par ailleurs, dans 

les cellules T24, les ligands des trois isotypes des PPAR augmentent l’expression de la A-FABP, 

alors que dans les cellules RT4, seul le ligand de PPARβ augmente l’expression de la A-FABP. 

Le traitement de patients atteints de tumeur papillaire à haut risque de progression, par instillation 

endovésicale d’un ligand de PPAR pourrait être envisagé. Dans ce contexte, la réinduction de 

l’expression de la A-FABP pourrait bloquer la progression tumorale. Si nous considérons, d’une 

part que la protéine A-FABP est l’expression d’un gène suppresseur de tumeur, et d’autre part 

qu’il est possible de contrôler son expression, ce traitement pourrait être proposé puisque des 

molécules, ligand de PPAR, sont à notre disposition comme les thiazolidinediones, utilisées dans 

le traitement du diabète de type II.  

Il serait possible de réinduire un gène suppresseur de tumeur, sans pour autant créer de 

l’angiogenèse tumorale puisque les ligands de PPARγ ne modifient pas l’expression du VEGF 

dans les cellules représentatives d’une tumeur de mauvais pronostic.  

Certes, à l’heure actuelle, nous ne connaissons pas le rôle exact de la A-FABP dans nos cellules. 

Cependant, un des rôles bien connu de cette protéine est de véhiculer les acides gras donc de 

véhiculer des ligands de PPAR du cytoplasme vers le noyau, là où se localisent les récepteurs 

PPAR. D’ailleurs, des études ont montré que les FABP sont capables de transporter les ligands de 

PPAR du cytosol au noyau (Huang et al., 2004), de céder ces ligands aux PPAR grâce à des 

interactions spécifiques et ainsi d’augmenter l’activité transcriptionnelle de ces récepteurs 

(Helledie et al., 2000 ; Tan et al., 2002). 

Si, dans notre modèle cellulaire, la A- ou la E-FABP véhicule les ligands de PPAR jusqu’au 

noyau, nous pouvons émettre l’hypothèse selon laquelle la A- ou la E-FABP pourrait avoir un rôle 

dans la régulation du VEGF puisque dans les cellules RT4, les ligands des PPARα, β et γ 

augmentent l’expression du VEGF et que dans les cellules T24, seul le ligand de PPARβ 

augmente le VEGF.  

C’est pourquoi dans la suite de notre travail, nous avons tenté de répondre à la question suivante : 

les protéines A- et E-FABP interviennent-elles dans la régulation du VEGF par les PPAR ? 
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VII. Rôle de la A-FABP et de la E-FABP dans la 

régulation transcriptionnelle du VEGF 

Les cellules RT4 et T24 sont stimulées ou non pendant 24 h par 50 µM de WY14,643 (ligand 

de PPARα), 25 µM de L-165041 (ligand de PPARβ) ou 10 µM de rosiglitazone (ou BRL49653, 

ligand de PPARγ). Les fractions protéiques, cytosoliques et nucléaires, ont été extraites selon le 

protocole décrit en Annexe 3 et analysées par western-blotting à l’aide d’anticorps dirigés contre 

la A-FABP, la E-FABP, PPARα, PPARβ, PPARγ, HDAC-3 et �-actine (cf. Annexe 1).  

L’anal yse des western-blotts montre que la E-FABP est présente dans le cytosol des ce llules RT4 

RT4 T24 
Extraits cytosoliques 

Témoin WY 
14,643 

L
165041 

BRL 
49653 

Témoin WY 
14,643 

L
165041 

BRL 
49653 

E-FABP 

β-actine 

14 kDa 

44 kDa 

A-FABP 14 kDa 

Extraits nucléaires 

E-FABP 

HDAC-3 49 kDa 

A-FABP 14 kDa 

PPARγ 

PPARα 

50 kDa 

52 kDa 

PPARβ 52 kDa 

14 kDa 

Figure 25 : Etude de l’expression de la A- et de la E-FABP dans les fractions cytosolique et 
nucléaire des cellules RT4 et T24. 

Les cellules RT4 et T24 ont été incubées dans du milieu Mc COY’s 5a dépourvu de sérum puis sitmulées ou non 
(cellules témoins) pendan t 24 h en présence de WY 14,643 (50 µM), de L-165041 (25 µM), ou de BRL49653 (10 µM). 
Les protéines cytosoliques et nucléaires ont été extraites selon la méthode de Thuillier (Thuillier et al., 1998, c f. 
Annexe 3) et les taux protéiques ont été déterminés par western-blotting grâce aux anticorps dirigés contre la A
FABP, la E-FABP, PPARα, PPARβ, PPARγ, HDAC-3 et la β-actine (cf. Annexe 1). La β-actine et HDAC-3 ont été utilisées, 
respectivement pour la fraction cytosolique et la fraction nucléaire, comme contrôle de dépôt d’une quantité 
équiva lente de protéines dans chaque puits. Ces expériences sont représentatives de trois expériences réalisées sur 
trois déterminations. 
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et T24 et que son taux est identique que les cellules soient stimulées ou non par les ligands de 

PPAR (cf. Figure 25). Par contre, la E-FABP n’est pas détectée dans la fraction nucléaire des 

deux types cellulaires que les cellules soient traitées ou non par les ligands de PPAR. La E-FABP 

ne semble donc pas impliquée dans l’activité transcriptionnelle des PPAR sur l’expression du 

VEGF. 

Dans les cellules RT4, la A-FABP est présente dans la fraction cytosolique et dans la fraction 

nucléaire. Dans la fraction cytosolique, le taux de la A-FABP ne varie pas suite à la stimulation 

des cellules par les ligands de PPAR. En revanche, le taux nucléaire de la A-FABP est plus élevé 

lorsque les cellules sont stimulées par les ligands (cf. Figure 25). Ce taux est d’ailleurs plus 

important avec le BRL49653, activateur de PPARγ qu’avec le WY 14,643 et le L-165041, 

agonistes des PPARα et γ respectivement. Dans ces cellules, dans la fraction nucléaire, nous 

avons mis en évidence la présence des PPARα, β et γ. Ces résultats suggèrent que dans les cellules 

RT4, la A-FABP étant co-localisée avec les isotypes α, β et γ des PPAR, véhiculerait les ligands 

du cytosol vers ces récepteurs permettant leur activation transcriptionnelle et in fine l’induction du 

VEGF. 

Par contre dans les cellules T24 (cf. Figure 25), la A-FABP est présente dans la fraction 

cytosolique et est augmentée par les agonistes des PPAR. Néanmoins, cette protéine est absente 

de la fraction nucléaire. Les PPARα, β et γ sont bien localisés dans le noyau des cellules T24 (cf. 

Figure 25). Ces résultats permettent de c onclure que, même en présence des ligands de PPAR, la 

A-FABP, dans les cellules T24, ne se localise pas dans le noyau de ces cellules. Cela est en faveur 

de notre hypothèse selon laquelle l’absence d’effet des PPARα et γ sur l’expression du VEGF 

pourrait être due à l’absence de localisation nucléaire de la A-FABP. 

- 195 -




 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
  

 
    

 
 

 

RESULTATS 


Pour confirmer les résultats obtenus en western-blotting sur la localisation subcellulaire de la A

FABP, une étude en immunocytofluorescence a été réalisée. Pour cette expérience, les cellules ont 

été cultivées sur un support spécifique LABTEK, et stimulées par les différents ligands de PPAR 

(cf. Annexe 4). La localisation subcellulaire de la A-FABP a été mise en évidence grâce à un 

anticorps anti-A-FABP reconnu par un anticorps secondaire conjugué au fluorochrome FITC. Les 

résultats obtenus étant identiques quel que soit le stimulus utilisé, seuls les immunomarquages des 

cellules stimulées par l’agoniste de PPARγ sont présentés dans la Figure 26. 

Superposition FITC Hoechst 

RT4 

T24 

Figure 26 : Localisation subcellulaire de la A-FABP par immunocytofluorescence 
 dans les cellules RT4 et T24. 

Après un lavage au PBS 1X, les cellules RT4 et T24 sont fixées au méthanol. Les cellules sont ensuite mises en présence 
de l’anticorps anti-A-FABP (cf.Annexe 4). L’anticorps primaire est alors révélé par un anticorps secondaire conjugué à la 
FITC (cf. Annexe 1), et les noyaux des cellules sont marqués par du Hoechst. Les cellules sont observées au microscope 
à épifluorescence ce qui permet de différencier l’immunomarquage de la protéine FABP (FITC), de la coloration du noyau 
(Hoechst) et de les superposer (superposition). Ces expériences sont représentatives de deux expériences réalisées sur 
trois déterminations. 

Ainsi dans les cellules RT4, un marquage FITC est observé dans le cytoplasme et dans le noyau, 

alors que dans les cellules T24 seul le cytoplasme est marqué (cf Figure 26).  

L’étude de la localisation subcellulaire de la E-FABP a également été réalisée grâce à la même 

technique d’immunocytofluorescence (résultats non présentés). Elle a montré comme en western

blotting que la E-FABP n’était pas présente dans le noyau des cellules RT4 et T24 que les cellules 

soient stimulées ou non. 

Nos résultats permettent de conclure que dans les cellules RT4 et T24, la E-FABP ne serait pas 

impliquée dans la modulation de l’activité transcriptionnelle des PPAR. En effet, dans les cellules 

RT4 et T24, la E-FABP n’est pas capable de se localiser dans le noyau, elle ne peut donc pas 

transporter le ligand de PPARβ du cytosol vers le noyau afin d’augmenter l’activité 

transcriptionnelle du PPARβ comme cela a pu être décrit dans certains autres modèles cellulaires. 
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Ainsi, dans nos cellules RT4 et T24, le transport nucléaire se fait, soit par diffusion passive du 

ligand et est suffisante pour l’activation de PPARβ nécessaire à l’augmentation de l’expression du 

VEGF, soit c’est une autre protéine possédant un rôle similaire qui permet le transport nucléaire 

du ligand de PPARβ. 

Donc, dans les cellules RT4 et T24, la E-FABP n’est pas impliquée dans l’augmentation de 

l’ expression du VEGF induite par les ligands de PPAR. 

Par contre, la A-FABP pourrait avoir un rôle sur l’augmentation du VEGF induite par les PPAR. 

En effet, la A-FABP ne se localise pas dans le noyau des cellules T24, alors qu’elle est présente 

dans le noyau des cellules RT4. Donc vraisemblablement dans les cellules RT4, la A-FABP 

transporterait les ligands de PPARα et γ du cytosol vers le noyau et permettrait aux PPAR 

d’augmenter l’expression du VEGF en augmentant l’activité transcriptionnelle de ces récepteurs. 

Dans les cellules T24, la A-FABP n’est plus capable de se localiser dans le noyau, elle ne peut 

donc pas apporter les ligands aux PPARα et γ et augmenter leur activité transcriptionnelle. 

L’activité transcriptionnelle des PPARα et γ n’étant pas suffisante, l’expression du VEGF ne 

pourrait être augmentée par les agonistes de PPAR. 

Ainsi dans les cellules T24, l’absence de localisation nucléaire de la A-FABP pourrait 

expliquer l’absence d’induction du VEGF par les ligands de PPARα et γ. 

Cependant pour démontrer ce rôle de la A-FABP dans l’activité transcriptionnelle des PPAR sur 

la surexpression du VEGF, il serait nécessaire de bloquer son expression dans les cellules RT4, et 

d’étudier l’effet de cette inhibition sur l’induction du VEGF par les PPARα et γ. Les nouvelles 

techniques d’interférence à l’ARN pourraient permettre de réaliser ce type d’étude en inhibant 

l’expression de la A-FABP. 
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Les tumeurs urothéliales sont divisés en trois groupes : les tumeurs superficielles de stade pTa 

qui récidivent souvent mais qui progressent très peu, les tumeurs invasives (stade pT2 à pT4), et 

les tumeurs superficielles pT1 qui rédicivent peu et progressent souvent vers un phénotype 

agressif. Selon le devenir imprévisible de ces tumeurs, il semble donc important pour le 

chirurgien urologue de pouvoir distinguer les tumeurs superficielles qui vont simplement 

récidiver de celles qui vont récidiver et progresser afin d’adapter le traitement proposé aux 

patients présentant une tumeur de vessie. 

 

C’est pourquoi, un des objectifs de notre groupe est d’une part, l’identification de nouveaux 

marqueurs moléculaires prédictifs du phénotype agressif des tumeurs urothéliales, et d’autre part, 

la compréhension des mécanismes moléculaires régulant ces facteurs permettant ainsi d’établir 

d’établir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour une meilleure prise en charge des patients. 

 

L’angiogenèse tumorale est un processus clé dans la croissance et la dissémination métastatique 

des tumeurs solides, qui dépend principalement du VEGF. Dans le cancer de la vessie, le VEGF 

serait un facteur pronostique indépendant de récidive et de progression tumorale, notamment 

dans les tumeurs superficielles pT1. Compte tenu de l’importance du VEGF et de sa valeur 

pronostique dans les tumeurs superficielles, nous avons étudié, dans des cellules humaines 

dérivées de cancer de la vessie, sa régulation par des facteurs de transcription que sont les PPAR. 

En effet, les récepteurs nucléaires PPAR sont exprimés dans la plupart des tumeurs solides et 

exerceraient un rôle important dans la cancérogenèse et dans l’angiogenèse tumorale.  

Dans notre laboratoire, une étude publiée en 2002 dans la revue « Journal of Biological 

Chemistry » a montré que les trois isotypes des PPAR étaient impliqués dans le processus 

angiogénique à travers la régulation différentielle de l'expression du VEGF selon le degré de 

différenciation des cellules tumorales de vessie (Fauconnet et al., 2002). Cette étude réalisée à 

partir de deux lignées cellulaires, la lignée RT4, représentative des tumeurs superficielles de bon 

pronostic, et la lignée T24, représentative des tumeurs infiltrantes à potentiel métastatique, a 

montré que l’expression du VEGF (ARNm et protéine) est augmentée par l’activation des trois 

isotypes de PPAR dans les cellules RT4 et uniquement par l’isotype  dans les cellules T24. 

Cette étude réalisée par northern-blotting, a permis de détecter trois bandes de 5,2 4,5 et 1,7 kb, 

correspondant à différents transcrits alternatifs du VEGF, mais elle n’a pas permis d’identifier à 

quelles isoformes correspondaient ces différentes bandes. 

 

Guillaume
Texte tapé à la machine

Guillaume
Texte tapé à la machine

Guillaume
Texte tapé à la machine
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Cependant, une expérience de Southern-blotting a permis d’identifier les différents transcrits du 

VEGF exprimés dans les cellules RT4 et T24 (cf. article 1) (Chabannes et al., 2001). Il s’agit des 

VEGF121, 165 et 189. 

Lors de mon travail de thèse, j’ai étudié, suite à l’activation des PPAR, les niveaux d’expression 

des différents transcrits du VEGF par une technique de RT-PCR en temps réel.  

La quantification des différentes isoformes du VEGF confirme les résultats précédemment 

obtenus, à savoir que les ligands de PPARα, β et γ augmentent l’expression des VEGF121, 165 et 

189 dans le cellules RT4 alors que dans les cellules T24, seul le ligand de PPARβ, augmente 

l’expression de ces trois isoformes. Cette quantification permet de montrer que les ligands de 

PPAR augmentent préférentiellement les VEGF121 et 165, ce qui suggère que les ligands de 

PPAR régulent préférentiellement la transcription des formes qui sont le moins piégées dans la 

matrice extra-cellulaire, donc les plus disponibles pour activer l’angiogenèse tumorale. 

L’effet différent des PPAR sur la régulation du VEGF en fonction du type cellulaire utilisé est 

intéressant. En effet, le choix de ces deux lignées cellulaires a été conditionné par le phénotype de 

ces cellules. En effet, la lignée RT4 est dérivée d’une tumeur bien différenciée de grade I et la 

lignée T24 est dérivée d’une tumeur indifférenciée de grade 3. De plus, dans la lignée T24, le 

gène p53 est muté comme dans la majorité des tumeurs urothéliales de haut grade (Cordon-Cardo 

et al., 1994 ; Orntoft et Wolf, 1998) ainsi que le gène H-ras alors que dans la lignée RT4, ces 

deux gènes ne sont pas mutés. Enfin, notre équipe a montré récemment qu’à la différence des 

cellules RT4, qui expriment le marqueur épithélial cadhérine E, les cellules T24 expriment le 

marqueur mésenchymateux cadhérine N et n’expriment plus la cadhérine E (Lascombe et al., 

2006).  

Dans notre modèle de culture, l’effet des PPAR sur l’expression du VEGF varie en fonction du 

potentiel agressif des cellules. Ces résultats suggèrent que les ligands de PPAR α et γ augmentent 

l’expression du VEGF dans les tumeurs superficielles et n’auraient pas d’effet – pour les PPAR α 

et γ – dans les formes invasives. Ce qui suggèrerait que les ligands de PPARα et γ augmenteraient 

l’expression du VEGF dans les tumeurs superficielles et n’auraient pas d’effet dans les tumeurs 

invasives. Ainsi, dans un modèle de culture de cellules urothéliales, nous montrons que les ligands 

de PPARα et γ sont des molécules angiogéniques. 

 

Compte tenu de la contradiction qui existe quant à la valeur pronostique du VEGF dans les 

cancers de la vessie, nous avons étudié l’expression des ARNm VEGF en fonction des critères 

histopathologiques des tumeurs urothéliales.  
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Par northern-blotting, nous avons détecté, à partir d’ARNm extraits de tissu sain, ou de tumeurs 

urothéliales de stade et de grade différents, trois transcrits de 5,2 4,5 et 1,7 kb. Nous avons obtenu 

trois transcrits d’une taille identique à ceux qui avaient été identifié dans les cellules RT4 et T24 

(Fauconnet et al., 2002). Une étude, utilisant une technique similaire à la nôtre, à partir d’ARNm 

extraits de tumeurs urothéliales de différents stades a permis de détecter trois transcrits de 5,5 kb, 

4,4 kb et 3,7 kb (Sato et al., 1998). 

Dans notre étude, nous détectons deux transcrits de 5,2 kb et de 4,5 kb qui vraisemblablement 

selon leur taille serait équivalents aux transcrits de 5,5 et 4,4 kb détectés par Sato. Cependant, 

nous ne détectons pas le transcrit de 3,7 kb. Ces divergences pourraient s’expliquer par le choix de 

la sonde utilisée pour détecter ces transcrits. 

Par contre, nous avons détecté, et ce pour la première fois à notre connaissance, un transcrit plus 

petit de 1,7 kb. 

Ce transcrit de 1,7 kb pourrait être un nouveau transcrit du VEGF non encore identifié donc non 

répertorié dans la base de donnée GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) 

Dans les cellules RT4 et T24, et dans les échantillons sains et tumoraux, les VEGF121, 165 et 

189 sont exprimés mais pas les VEGF 145 et 206. 

La base de données GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) qui répertorie tous les transcrits 

identifiés du VEGF indique que la taille des VEGF est comprise entre 3,5 kb et 5,5 kb, ce qui 

suggère que le transcrit de 1,7 kb pourrait correspondre à une nouvelle isoforme du VEGF. 

Ce nouveau transcrit a été révélé par northern-blotting grâce à une sonde de 610 pb obtenue à 

partir d’un fragment d’ADNc (Chin et al., 1997) et qui s’hybride en 3’ à côté de l’ATG 

d’initiation de la transcription. Les conditions d’hybridation et la stringence utilisée pour les 

lavages lors du northern-blotting conditionnent la révélation des différents transcrits du VEGF, et 

ces conditions nous permettent de détecter toutes les isoformes du VEGF. Lors du southern-

blotting, le transcrit de 1,7 kb n’a vraisemblablement pas été détecté. Dans cette technique, les 

amorces sens et antisens utilisées pour l’amplification par PCR des différentes isoformes du 

VEGF sont localisées respectivement sur l’exon 4 et l’exon 8. Le transcrit 1,7 kb pourrait ne pas 

posséder l’exon 4 ou l’exon 8 ou avoir une forme tronquée d’un de ces 2 exons. Ainsi, il serait 

visualisé par northern-blotting mais ne le serait pas par Southern-blotting.  

Récemment, un transcrit alternatif du VEGF165, nommé VEGF165b, a été décrit et il présente un 

exon 8 tronqué (cf. III.3.1.1). Cette nouvelle isoforme antagonise l’effet du VEGF165. Par 

exemple, il inhibe la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGF165 (Bates et al., 

2002 ; Cui et al., 2004). Cette isoforme serait détectée dans les tumeurs de la vessie (Das et al., 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank


DISCUSSION 

‐ 204 ‐ 

2007). Ainsi ce transcrit de 1,7 kb pourrait correspondre au transcrit du VEGF165b, cependant 

des études complémentaires sont nécessaires pour vérifier cette hypothèse. 

La valeur pronostique de l’expression du VEGF dans les tumeurs de vessie n’est pas encore 

clairement établie (cf. introduction, III.4. ). En effet, certaines études montrent que les tumeurs 

urothéliales pTa et pT1 expriment le VEGF à un niveau significativement plus élevé que les 

carcinomes invasives (≥ pT2) (O'Brien et al., 1995 ; Pignot et al., 2008 ; Quentin et al., 2004), 

alors que, Sato et al. ont montré que les tumeurs urothéliales invasives (≥ pT2) expriment plus de 

VEGF que les tumeurs superficielles (Sato et al., 1998).  

Dans ce travail, nous montrons que les trois transcrits du VEGF sont plus exprimés dans les 

carcinomes urothéliaux superficiels que dans l’urothélium normal, que les carcinomes invasifs 

expriment plus de VEGF que les tumeurs urothéliales superficielles (pTa et pT1) et que 

l’expression d’un taux élévé d’ARNm VEGF conditionne une survie sans progression plus faible.  

Nos résultats suggèrent que le VEGF serait un facteur de progression de la maladie, comme le 

suggère l’équipe de Sato. Les différents résultats obtenus sur l’expression du gène vegf pourraient 

être liés à la technique utilisée pour le recueillement des échantillons. En effet, les échantillons 

issus de tumeurs noninvasives (pTa et pT1) sont obtenus suite à la résection transurétrale des 

polypes sans contamination par la muqueuse normale et le muscle lisse. Alors que les 

échantillons obtenus par résection dans des tumeurs invasives peuvent être contaminés par du 

tissu normal. Puisque le VEGF est plus faiblement exprimé dans le muscle lisse et dans les 

fibroblastes que dans les cellules épithéliales (Berse et al., 1992), les échantillons contaminés par 

du muscle lisse exprimeraient potentiellement moins de VEGF. Dans notre étude, les échantillons 

de carcinomes invasifs ont été obtenus à partir de cystectomie totale, et le prélèvement de la 

masse tumorale a été réalisé par vision directe des tissus permettant d’exclure la couche de 

muscle lisse sous-jacente et entourant la tumeur.  

Les études utilisant des échantillons de carcinomes invasifs obtenus par résection détecteront 

donc une expression du VEGF plus élevée qu’elle ne l’est réellement au sein de la tumeur, et 

conclueront de façon erronée à une expression plus élevée dans les tumeurs pT2 

comparativement aux tumeurs pT1. 

Ainsi, nous pouvons supposer que nos résultats rapportent l’expression réelle du VEGF de 

chaque échantillon tumoral.  

 

Dans notre étude, en plus de la technique de northern-blotting, nous avons utilisé une technique 

de RT-PCR en temps réel. 
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Par Southern blotting, trois variants d’épissage du VEGF, à savoir les VEGF189, 165 et 121 ont 

été détectés. Connaissant les tailles des différents isoformes du VEGF exprimées dans nos 

extraits tumoraux, nous les avons quantifiés par une technique de RTqPCR. Le VEGF206 n’a pas 

été détecté, cette isoforme n’a également pas été détectée dans des extraits tumoraux par d’autres 

équipes (Crew et al., 1997). Quant à O’Brien, il détecte seulement le VEGF121 et VEGF165 

(O'Brien et al., 1995). Li et al. ont détecté l’expression de quatre isoformes, le VEGF121, 165, 

189 et 206. Dans ces études, les taux de VEGF206 et de VEGF189 dans les tumeurs pT2 sont 

significativement plus faibles que ceux retrouvés dans les tumeurs pTa et pT1. Par contre, le taux 

de VEGF121 dans les tumeurs pT2 semble plus important que celui des tumeurs pTa et pT1.  

Par une technique de RTqPCR, les VEGF121, 145, 148, 165, 183 et 189 ont été quantifiés dans 

157 échantillons de tumeurs urothéliales (Pignot et al., 2008). Toutes ces isoformes sont 

surexprimées dans les échantillons tumoraux comparativement au tissu vésical normal. Le taux 

des VEGF121, 148, 183 et 189 est plus élevé dans les tumeurs pT1 de haut grade 

comparativement à celui exprimé dans les tumeurs pT2. Les VEGF121, 148, 165, 183 et 189 sont 

significativement plus exprimés dans les tumeurs pTa et pT1 comparativement aux tumeurs pT2. 

Dans notre étude, nous montrons que le VEGF121 est la forme majoritaire (60%), que le 

VEGF165 est moins exprimé (30%), et que le VEGF189 est la forme minoritaire (10%). Le taux 

de VEGF121, 165 et 189 est plus élevé dans les tumeurs pT1 et pT2 que dans les tumeurs pTa. 

Les trancrits du VEGF148 et 183 n’ont pas été détectés. L’expression des trois isoformes 

augmente en fonction du stade et du grade. Le taux des VEGF121 et le 165 est exprimé de façon 

sensiblement identique et ce quel que soit le stade tumoral ou le grade histologique. Le VEGF189 

est l’isoforme la plus faiblement exprimée dans les tumeurs de stade pTa, pT1 et pT2 comme 

dans les tumeurs de grade G1, G2 et G3.  

Ces résultats suggèrent qu’il serait pertinent de quantifier seulement une isoforme soit le 

VEGF121, soit le VEGF165 afin d’établir leur valeur pronostique dans les cancers de la vessie. 

D’ailleurs, cela semble être le cas pour les isoformes 189 ou 121 selon le tissu étudié. Si nous 

nous réferrons à la littérature, l’expression du VEGF189 est corrélée à un mauvais pronostic dans 

le cancer du colon, le cancer de l’œsophage et dans le cancer du poumon non à petites cellules 

(Oshika et al., 1998 ; Tokunaga et al., 1998a ; Tokunaga et al., 1998b). Le taux d’ARNm du 

VEGF121 dans les cancers du poumon présentant des métastases au niveau des ganglions 

lymphatiques est plus élevé que dans les cancers sans métastases (Ohta et al., 1997). 

Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées à l’expression du VEGF (VEGF-A) et de ces 

isoformes (ARNm et protéine) afin de comprendre son rôle biologique dans l’angiogenèse. 

Cependant à l’heure actuelle, aucune donnée n’a été publiée sur l’expression du VEGF-B dans le 

cancer de la vessie alors qu’il a été détecté dans une large variété de tumeurs comme le 
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carcinome du sein, le mélanome et le fibrosarcome (Gunningham et al., 2001 ; Mylona et al., 

2007 ; Salven et al., 1998), les neuroblastomes (Eggert et al., 2000), les cancers colorectaux 

(Kawakami et al., 2003). Cette isoforme du VEGF possède comme le VEGF-A des propriétés 

angiogéniques et est capable de se fixer sur le VEGFR-1 et de l’activer. Avant cette étude, 

l’intérêt clinique du VEGF-B dans le cancer de la vessie restait à établir.  

Dans notre étude, nous n’avons pas détecté d’ARNm du VEGF-B dans les tumeurs urothéliales 

suggérant que l’absence de VEGF-B dans le cancer de la vessie. 

 

Nos résultats montrent que le VEGF (VEGF-A) est un marqueur de progression des tumeurs 

urothéliales. Cependant, il nous a semblé pertinent, afin qu’il n’y ait pas d’ambiguité sur la valeur 

pronostique du VEGF d’associer son expression à un autre marqueur potentiel de progression 

dans les tumeurs urothéliales : la A-FABP. 

Selon les données de la littérature, dans les carcinomes urothéliaux, une perte d’expression de la 

A-FABP est associée à la progression des tumeurs urothéliales (Celis et al., 1996 ; Ohlsson et al., 

2005). Par ailleurs, le pourcentage de tumeurs exprimant la A-FABP est très élevé dans les 

lésions de bas grade et diminue drastiquement dans les néoplasies de grade III et IV.  

Notre première démarche a été de déterminer qu’elles étaient les FABP exprimées dans notre 

modèle cellulaire. Dans les cellules RT4 et T24, seule la A-FABP et la E-FABP sont exprimées.  

La A-FABP est plus exprimée dans les cellules différenciées RT4 que dans les cellules peu 

différenciées « à potentiel agressif » T24. De plus, à la différence de ce qui a été montré dans le 

cancer du sein et de la prostate, la faible expression de la A-FABP dans les cellules T24 n’est pas 

compensée par l’augmentation de l’expression d’autres FABP (Hammamieh et al., 2005 ; 

Hammamieh et al., 2004).  

La valeur pronostique de la A-FABP dans les tumeurs urothéliales a été déterminé en utilisant 

des techniques histologiques ou des techniques d’électrophorèse bidimensionnelle, nous avons 

donc choisi pour déterminer la valeur pronostique de la A-FABP de développer une méthode de 

RT-PCR quantitative en temps réel.  

Notre étude porte sur une petite cohorte de patients, mais nous permet de montrer une chute du 

taux d’ARNm A-FABP en fonction du stade tumoral et du grade histologique. Nos résultats sont 

en accord avec ceux décrits par Celis et al. (Celis et al., 1999 ; Celis et al., 1996 ; Ohlsson et al., 

2005) et suggèrent que la A-FABP serait un marqueur de bon pronostic.  

 

La quantification de l’ARNm A-FABP a été réalisée à partir de la même cohorte de patients pour 

lesquels nous avions quantifié les isoformes du VEGF (cf. Résultats II). L’ensemble de nos 
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résultats montrent que les tumeurs de stade pTa expriment un taux faible d’ARNm du VEGF et 

un taux élevé d’ARNm de la A-FABP alors que les tumeurs de stade pT1/pT2 expriment un taux 

important d’ARNm VEGF et un taux faible d’ARNm A-FABP. Ces résultats suggèrent que lors 

de la progression tumorale des tumeurs urothéliales, l’expression du VEGF augmente et 

l’expression de la A-FABP chute. 

Ces résultats nous permettent de supposer que dans le cancer de la vessie pour empêcher la 

progression tumorale, il serait nécessaire de bloquer la synthèse du VEGF et d’augmenter 

l’expression de la A-FABP. 

 

Nous pensons qu’une expression importante de la A-FABP permettrait de bloquer la progression 

des cancers de la vessie. C’est pourquoi, nous avons étudié la régulation du gène a-fabp afin 

d’identifier des molécules capables d’augmenter l’expression de cette protéine. Selon les données 

de la littérature, a-fabp est un gène cible de PPARγ. En effet, l’agoniste naturel, 15d-PGJ2, et les 

agonistes synthétiques, rosiglitazone et troglitazone, augmentent l’expression des ARNm de la A-

FABP dans les monocytes primaires humains (Pelton et al., 1999). De plus la troglitazone 

(agoniste synthétique) induit l’expression de la A-FABP dans les cellules T24 (Guan et al., 

1999). C’est pourquoi nous avons émis l’hypothèse selon laquelle PPARγ mais également 

PPARα et PPARβ pouvaient réguler l’expression de la A-FABP dans notre modèle cellulaire.  

 

Dans les cellules T24 nous montrons et ce pour la première fois, que l’activation des PPARα et β 

augmente l’expression de la A-FABP, et nous confirmons que l’activation de γ augmente 

l’expression de la A-FABP. Quel que soit l’agoniste de PPARγ utilisé, nous obtenons les mêmes 

résultats. Cependant, l’agoniste naturel de PPARγ, le 15d-PGJ2, augmente plus faiblement 

l’expression des ARNm et de la protéine A-FABP. Les effets différents des ligands de PPARγ 

sur l’expression de la A-FABP peuvent facilement s’expliquer par l’affinité différente des ligands 

pour le récepteur γ. En effet, la constante de dissociation (Kd) est de 700 nM pour la troglitazone 

et de 40 nM pour la rosiglitazone (Lehmann et al., 1995 ; Willson et al., 1996) alors qu’il est 

supérieur à 1 µM pour la 15d-PGJ2 (Forman et al., 1995 ; Kliewer et al., 1995). Nous montrons, 

en utilisant les agonistes des récepteurs PPAR seuls ou combinés à des antagonistes spécifiques, 

que l’effet des ligands de PPAR est spécifique de leurs récepteurs. 

Dans notre modèle cellulaire, le temps de demi-vie de l’ARNm de la A-FABP est de 8 h. Suite à 

l’activation des PPAR, il n’y a pas de stabilisation des ARNm de la A-FABP suggérant une 

régulation au niveau transcriptionnel. Les expériences en présence d’un inhibiteur de synthèse 

protéique, la cycloheximide (CHX), suggèrent que l’augmentation de l’expression des ARNm de 
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la A-FABP par les agonistes de PPAR requiert la synthèse de nouvelles protéines. D’après nos 

résultats, ces protéines intermédiaires ont vraisemblablement une demi-vie inférieure à 30 

minutes puisque 30 minutes de traitement avec la CHX inhibent totalement les effets des 

agonistes de PPAR sur l’expression de la A-FABP. De plus, après 30 minutes de traitement, les 

PPAR sont toujours présents dans ces cellules étant donné que la demi-vie de ces récepteurs est 

estimée à 2 h (Waite et al., 2001). Ainsi, dans notre modèle cellulaire, la régulation du gène a-

fabp par les PPAR se fait par un mécanisme moléculaire indirect.  

Nous supposons que la protéine intermédiaire pourrait être une protéine impliquée dans le 

métabolisme lipidique et nous avons supposé que cette protéine serait la LXRα (Liver X receptor 

alpha). LXRα est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux. LXRα 

forme un hétérodimère avec son partenaire obligatoire RXR suite à l’activation par les ligands de 

RXR ou de LXR. L’hétérodimère RXR/LXR ainsi formé se fixe sur un élément de réponse à 

LXR (LRE) localisé dans le promoteur de gènes cibles. Un certain nombre d’arguments nous ont 

permis de supposer que LXR pouvait être la protéine intermédiaire. En effet, LXR régule 

l’expression de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et des 

triglycérides, et dans de nombreuses tumeurs, l’accumulation des acides gras et du choléstérol a 

été décrite (Alo et al., 1996 ; Pizer et al., 1998 ; Rashid et al., 1997). Plusieurs séquences PPRE 

potentielles seraient localisées dans la région flanquante 5’ de LXRα (Tobin et al., 2000), ce qui 

expliquerait pourquoi la rosiglitazone, induirait l’expression de l’ARNm LXRα dans les 

macrophages (Chawla et al., 2001). Enfin, récemment, dans les cellules THP-1 et les 

macrophages, la A-FABP a été décrite comme un nouveau gène cible de LXR (Liu et al., 2007). 

Par conséquent, nous pouvons supposer que LXR régule directement le gène a-fabp via son 

promoteur. 

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que la régulation de la A-FABP pourrait faire intervenir 

un autre intermédiaire protéique puisque LXR est un régulateur transcriptionnel de SREBP 

(Sterol-Regulatory Element Binding Protein) et de SREBP-1c (appelé aussi ADD1) (Yoshikawa 

et al., 2001). SREBP-1c est décrit comme un facteur impliqué dans la différenciation des 

adipocytes (Tontonoz et al., 1993). De plus, il a été décrit que SREBP se fixe sur des séquences 

d’ADN contenant des répétitions directes 5’-PyCAPy-3’ appelées séquences SRE (sterol 

regulatory element).  

Pour conclure, d’autres expériences seront nécessaires afin d’élucider le mécanisme moléculaire 

de la régulation de l’expression de la A-FABP par les PPAR dans notre modèle cellulaire. 
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Par contre, si les trois ligands de PPAR régulent l’expression de la A-FABP dans les cellules 

T24, seul le ligand synthétique de PPARβ, le L-165041, augmente faiblement l’expression de la 

A-FABP (ARNm et protéine) dans les cellules RT4. Plusieurs explications peuvent être 

proposées pour comprendre ces résultats.  

Nous pouvons supposer que cela pourrait dépendre du phénotype des cellules, il conviendrait de 

reproduire ces expériences à partir d’autres lignées cellulaires.  

Nous pouvons supposer que dans ces cellules, certains coactivateurs ne seraient plus exprimés ou 

que certains corépresseurs seraient surexprimés. C’est pourquoi, l’expression de différents 

coactivateurs (PBP, CITED-2 et PGC-1αa été étudié dans les cellules RT4 et T24. 

Nous montrons que PBP et CITED-2 sont exprimés de façon équivalente dans les deux 

types cellulaires. Par contre, si PGC-1α est fortement exprimé dans les cellules T24 (ARNm et 

protéine), les analyses de RT-PCR et de western-blotting montrent qu’il est très peu exprimé dans 

les cellules RT4. PGC-1α est un coactivateur de PPARα (Vega et al., 2000) et de PPARγ 

(Puigserver et al., 1998a). Ces résultats nous permettent donc de supposer que si il n’y pas 

d’induction de la A-FABP par les agonistes des PPARα et γ dans les cellules RT4, c’est parce 

qu’il n’y a pas de PGC-1α dans ces cellules. Des expériences d’interférence à l’ARN de PGC-1α 

sont envisagées afin de vérifier notre hypothèse. 

 

Dans notre modèle cellulaire, nous avons mis en évidence la A-FABP mais pas seulement. Une 

autre FABP est exprimée par les cellules RT4 et T24, la E-FABP. Cette E-FABP est exprimé 

dans une forme particulière de tumeurs de la vessie, les tumeurs épidermoïdes. (Ostergaard et al., 

1997). Dans les tumeurs urothéliales de la vessie, aucune étude n’a conclu sur la valeur 

pronostique de l’expression de la E-FABP. Cependant, suite à la mise en culture de cellules 

issues de carcinomes urothéliaux de bas grade, une étude a montré une diminution concomitante 

de la A-FABP et de la E-FABP suggérant que ces deux protéines joueraient un rôle dans le 

contrôle de la prolifération cellulaire (Celis et al., 1999).  

Lorsque nous étudions la régulation de la E-FABP par les ligands de PPAR, nous avons 

remarqué qu’à la différence de la A-FABP, la E-FABP n’est régulée par aucun des trois isotypes 

de PPAR. Ces résultats peuvent s’expliquer d’une part par la présence d’un PPRE non 

fonctionnel dans le promoteur du gène E-FABP puisque Schachtrup et al ont montré que la 

séquence apparentée à une séquence PPRE, située dans le promoteur murin de e-fabp, ne permet 

pas la transactivation de ce gène par aucun des trois isotypes de PPAR (Schachtrup et al., 2004). 

D’autre part, à la différence de ce que nous supposons pour la A-FABP, le gène E-FABP n’a 

jamais été décrit comme un gène cible de LXR. 



DISCUSSION 

‐ 210 ‐ 

Dans les cellules RT4, nous montrons par western-blotting, deux bandes protéiques qui 

correspondent à la protéine E-FABP. Nous avons démontré que la révélation de la deuxième 

bande n’était pas due à une réaction croisée de l’anticorps anti-E-FABP avec la A-FABP. Nous 

avons supposé que la seconde bande pourrait être une autre isoforme de la E-FABP. En effet, une 

analyse par microarray a identifié, à partir d’extraits de foie de souris, quatre nouvelles isoformes 

de la E-FABP (Hoekstra et al., 2006). Ces isoformes présentaient entre 75 et 98 % d’homologie 

entre elles. Dans les cellules T24, une seule bande E-FABP a été détectée. Ces résultats suggèrent 

que lors de l’acquisition du phénotype agressif, il y aurait une perte d’expression d’une isoforme 

de la E-FABP. Bien évidemment, d’autres expériences seront nécessaires pour expliquer ces 

résultats.  

Cependant, nos résultats laissent supposer que la A- et la E-FABP auraient un rôle important à 

jouer dans l’acquisition du phénotype agressif des tumeurs urothéliales. 

 

Mais n’oublions pas que la A-FABP et la E-FABP sont connues pour moduler l’activité 

transcriptionnelle des récepteurs PPAR. En effet, la A-FABP et la E-FABP prennent en charge 

les ligands de PPAR afin de les transporter jusqu’au noyau où elles cédent leurs ligands aux 

récepteurs. N’oublions pas non plus, que les ligands de PPAR régulent l’expression du VEGF 

dans nos cellules. Donc, nous avons émis l’hypothèse selon laquelle la A- ou la E-FABP pourrait 

avoir un rôle dans la régulation du VEGF. 

 

Dans la dernière partie de notre travail, nous avons montré que la A-FABP est présente à la fois 

dans le cytosol et dans le noyau des cellules RT4. Par contre, dans les cellules T24, elle n’est 

présente que dans le cytosol. Ces résultats permettent de conclure que la A-FABP ne peut pas se 

localiser dans le noyau des cellules T24. L’impossibilité de la A-FABP de se retrouver dans le 

compartiment nucléaire de ces cellules permettrait d’expliquer l’absence d’effet des PPAR et  

sur l’expression du VEGF dans les cellules T24. 

 

Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer pourquoi la A-FABP ne se localise 

pas dans le noyau des cellules T24.  

En général, les petites protéines (inférieure à 50 kDa) pénètrent dans le noyau par simple 

diffusion. Cependant, dans les cellules RT4, il y a plus de A-FABP dans le noyau des cellules 

stimulées que dans le noyau des cellules non stimulées. La translocation nucléaire de la A-FABP 

serait donc ligand-dépendante. Le faible taux de A-FABP dans le noyau des cellules témoins 

pourrait être expliqué par la présence de ligands endogènes de PPAR dans ces cellules.  
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Un autre mécanisme pourrait être envisagé. En effet, la localisation nucléaire des protéines est le 

plus souvent permise par une séquence spécifique d’acides aminés, la séquence NLS ou «nuclear 

localisation signal». Une séquence NLS est constituée de plusieurs acides aminés basiques tels 

que la lysine et l’arginine. L’étude de la séquence primaire en acides aminés de la A-FABP n’a 

pas permis d’identifier de séquence NLS. Récemment plusieurs études s’attachant à comprendre 

le phénomène de localisation nucléaire ligand-dépendant de la A-FABP ont développé une 

hypothèse intéressante. D’après ces études, la séquence NLS serait constituée de résidus lysine et 

arginine situés sur un motif hélice-boucle-hélice et qui lors de la fixation du ligand, serait exposée 

à l’extérieur de la protéine. Le « démasquage » de la NLS ne serait possible qu’avec certains 

ligands dits « activateurs » comme le linoléate et les thiazolidinediones (TZD).  

Ainsi, le taux élevé de la A-FABP dans le noyau des cellules RT4 suite à la stimulation par le 

ligand de PPARγ (BRL49653 qui est une TZD) pourrait être due au démasquage de la NLS. Ceci 

nous permet de supposer que le faible taux de A-FABP retrouvé dans le noyau, suite à la 

stimulation par les ligands de PPARα et β, serait dû à un démasquage moins efficace de la NLS. 

Enfin, le faible taux de la A-FABP observé dans le noyau des cellules RT4 témoins, pourrait 

s’expliquer par la présence de ligands endogènes permettant un démasquage beaucoup moins 

efficace de la NLS.  

Une mutation sur un des trois résidus constituant la NLS pourrait expliquer pourquoi aucune 

FABP n’a été mise en évidence dans le noyau des cellules T24. 

 

Si nous considérons cette dernière hypothèse comme étant l’explication pour le transfert de la A-

FABP dans le noyau des cellules, alors cela signifierait qu’il devrait y avoir une mutation de la 

séquence correspondant aux résidus K21, R30 et R31, qui portent la NLS. A notre connaissance, 

aucune étude n’a décrit une protéine A-FABP présentant des mutations. Seule un polymorphisme 

de cette proteine a été décrit sur le résidu thréonine 87 (T87) qui peut être substitué par une 

cystéine (C) (Tuncman et al., 2006) mais ces acides aminés ne correspondent pas à ceux qui 

constituent la NLS.  

 

Nos différents résultats montrent que la A-FABP pourrait intervenir dans l’effet des PPAR sur 

l’expression du VEGF uniquement dans les cellules RT4. D’autre part, la E-FABP n’intervient 

pas dans l’action des PPAR  et β sur la surexpression du VEGF, puisque cette dernière ne se 

localise ni dans le noyau des cellules RT4 ni dans le noyau des cellules T24.  

 

Pourtant une étude a décrit dans les kératinocytes qu’une interaction protéines/protéines entre E-

FABP et PPAR permettrait l’activité transcriptionnelle du récepteur (Tan et al., 2002). L’effet de 

PPARβ sur la surexpression du VEGF n’impliquerait donc pas la E-FABP mais un autre 

mécanisme.  
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L’ensemble de nos résultats ne nous permet pas de conclure sur l’implication de la A-FABP dans 

l’effet des PPAR sur l’expression du VEGF. Cependant, nous avons montré que la A-FABP serait 

un marqueur potentiel de la progression tumorale des tumeurs de vessie et qu’il nous était possible 

de contrôler son expression. C’est pourquoi, nous pourrions envisager d’utiliser les TZD comme 

nouveau traitement dans les cancers de la vessie. 
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ANNEXE
 

Annexe 1 : Anticorps utilisés 


Anticorps  Clone Animal Dilution 9 Fournisseur 
d’origine 

Pr imaires 

β -act ine AC-15 
(monoclonal)  

sour i s  1/8000 (WB) S igma 

A-FABP AF1443 
(polyclonal)  

chèvre 1/1 000 (WB) 
1/100 ( ICF) 

R&D Systems 

E-FABP AF1476 
(polyclonal)  

chèvre 1/1 000 (WB) R&D Systems 

HDAC 3 06-890 
(polyclonal)  

lapin 1/1 000 (WB) Euromedex 

PGC-1α  H-300 (polyclonal)  lapi  n 1/40 000 
(WB) 

Santa Cruz 

PPARα H-98 (polyclonal)  lapin 1/200 (WB) Tebu 

PPARβ H-74 (polyclonal)  lapin 1/200 (WB) Santa Cruz 

PPARγ E-8 (monoclonal)  sour i s  1/200 (WB) Tebu 

Secondaires 

Ant i - IgG de 
chèvre 
HRP conjugué 

Ref .  AP106P lapin 1/10.000 
(WB) 

AbCys 

Ant i - IgG de lapin 
HRP conjugué 

Ref .  P0448 chèvre 1/5.000 (WB) Dako 

Ant i - IgG de 
sour i s  
HRP conjugué 

Ref .  P0260 lapin 1/40.000 
(WB) 

Dako 

Ant i - IgG de 
chèvre  

Ref .  P0260 lapin 1/500 (WB) Dako 

F ITC conjugué 

9 Dilution utilisée en western-blotting (WB) ou en immunocytofluorescence (ICF). 
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Annexe 2 : Amorces utilisées et conditions 


de RT-PCR 


Messager 
N° 

d’accession 

Amorces sens (S) et  
ant 

(5’-3’)  
isens (AS) 

Température 
d’ 

hybridation 

Tail le  
de 

l ’amplif iat  

A-FABP NM_001442 
ttgtctccagtgaaaac 

AS) gggagaaaattacttgcttg 
(S) gaaac 
( 

55°C 449 pb 

(S) Tgagctgttgactcgatcgaa 
CITE D 2 M_0060N 79 (AS) 60°C 300 pb 

gtaaaaacaaacaacga gaaagga 

B-FABP _0014NM 46 
) Cgctcctgtctcta 

gcaagttgcttggagtaac 
(S 
(AS) tgg 

aagagggg 
56°C 551 pb 

ga (S) Ccgacgca cccctctc 
E-FABP NM_001444 (AS) 56°C  392 pb 

aggtgacattgttc gatccgagtac 

H-FABP NM_004102 
cgag tc 
aaa atg 

(S) Attcggca gtagct 
(AS) agaggaag tgaggca 

58°C 483 pb 

L-FABP NM_001443 
(S) Ctctattgccaccatgagtttc 

(AS) gctgattctcttgaagacaatctg 
55°C 339 pb 

Myelin-
FABP D16181 

gagctatttct 
(AS) 

(S) Aatt aattttcggc 
65°C  458 pb 

gcatgtgtatacacacacgcacata 

PBP NM_004774 
gactccaaa a 

(AS) ccaacttgtttcctc 
(S) Tatg cgatcagtc t 

55°C, 300 pb 

PGC-1α NM_013261 
gcttcgtcgtca g 

(AS) tcagtcctcactggt 
(S) T aaaaca 

50°C  348 pb 

β-actine E00829 
aggc t

 gatggagttgaaggtagttt 
(S) Tgctatcc 

(AS) 
tgtgcta 

50°C 359 pb 
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Annexe 3 : Extraction des protéines 

cytosoliques et nucléaires 

L’extraction des protéines est réalisée d’après le protocole de Thuillier (Thuillier et al., 

1998). Des flasques de culture de 75 cm2 sont rincées avec du PBS 1X à 4°C. Les cellules sont 

prélevées à l’aide d’ un grattoir dans  1 ml de PBS 1X puis ce ntrifugées (1.000 g, 10 mi nutes, 4°C ). 

Le culot est ensuite repris dans 1 ml de ta mpon A ( Hepes 10 mM , EDTA 1 mM , DTT 0,5 mM, 

PMSF 0,25 mM, NaF 50 mM, Na métavanadate 2 mM) et homogénéisé grâce à un potter puis 

centrifugé (10.000 g, 10 m inute s, 4°C). Le surnageant contenant les protéines cyto soliques est 

transféré dans un cryotube puis conservé à -80°C. Le culot est  lavé 2 fois dans 500 µl de tampon 

A contenant 25 0 mM de sucrose, centrifugé à chaque fois (1.000 g, 10  minutes, 4°C),  repris d ans 

1 ml de tampon A contenant 500 mM de NaCl, vortexé et in cubé pendant 1 heure à 4°C. La 

solution est alo rs centrifugée (8.000 g, 30 minutes, 4°C) et le surnageant co ntenant les protéi nes 

nucléaires est récupéré dans un cryotube et stocké à -80°C jusqu’à l’analyse. 
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ANNEXE
 

Annexe 4 : Etude de la localisation 

subcellulaire de la A-FABP par 

immunocytofluorescence 

Les cellules RT4 et T24 sont ensemencées à raison de 40.000 cellules/puits dans des 

LABTEK (Nunc, Naperville, IL). A confluence, elles sont stimulées ou non par des ligands de 

PPAR pendant 24 h. Les cellules sont ensuite fixées pendant 10 minutes dans du méthanol 100 % 

à -20°C, rincées, réhydratées avec du PBS 1X et incubées pendant 1 heure à température ambiante 

avec du PBS 1X, additionné de BSA 5 %, afin de saturer les sites aspécifiques. Après 3 lavages de 

5 minutes dans du PBS 1X contenant de la BSA 0,1 %, les cellules sont incubées 1 heure à 

température ambiante et en atmosphère humide avec l’anticorps primaire anti-A-FABP au 1/100 

(R&D systems, Minneapolis, MN). Après 3 lavages de 5 minutes dans du PBS 1X (0,1 % de 

BSA), elles sont à nouveau incubées 1 heure à température ambiante et en atm osphère humide à la 

fois avec l’anticorps secondaire anti-IgG de Chèvre couplé à la fluorescéine isothiocyanate (FITC) 

(Dako, Glostrup, Danemark) diluée au 1/500 et avec 1µg/ml de réactif de Hoechst 33342 (Sigma, 

St. Louis, MO). Le Hoechst 33342 est un agent intercalant de l’ADN qui émet une fluorescence 

bleue (excitation à 350 nm et émission à 460 nm) et qui permet la visualisation des noyaux 

cellulaires. Les cellules sont ensuite rincées 3 fois dans du PBS 1X puis sont observées au 

microscope à fluorescence (Leitz, Aristoplan, Allemagne). 
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Annexe 5 : Liste des travaux personnels 

Publications 

BOITEUX G, LASCOMBE I, ROCHE E, PLISSONNIER ML, CLAIROT TE A, BITTARD 
H, FAUCONNET.  

A-FABP, a candidate progression marker of human transitional cell carcinoma of the 
bladder, is differentially regulated by PPAR in urothelial cancer cells.  

International Journal of Cancer, sous presse. 

FAUCONNET S, BERNARDINI S, LASCOMBE I, BOITEUX G, CLAIROTTE A, 
MONNIEN F, CHABANNES E, BITTARD H.  

Expression analysis of vascular endothelial growth factor A and B and their relationship 
with clinicopathologic parameters in bladder cancer.  

Soumis pour publication à Oncology Report 

Communications orales 

BOITEUX G, LASCOMBE I, PLISSONNIER ML, BITTARD H, FAUCONNET S. 

A-FABP, marqueur potentiel de progression des tumeurs superficielles de la vessie, est 
régulé différentiellement par les PPAR dans les cancers de vessie.  

Société de Médecine de Franche-Comté et Société de Biologie de Besançon, novembre 
2007, Besançon.  

PLISSONNIER ML, FAUCONNET S, BOITEUX G, BITTARD H, LASCOMBE I.  

Effets des thiazolidinediones, agents anti-diabétiques, sur la prolifération et/ou l'apoptose 
des cellules dérivées de cancer de vessie.  

Société de Biologie de Besançon, décembre 2006, Besançon  

BOITEUX G, LASCOMBE I, BITTARD H, FAUCONNET S.  
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Rôle de la A-FABP (Adipocyte-Fatty Acid Binding Protein) sur l’activité des PPAR α et γ 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) dans la régulation du VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) dans des lignées cellulaires dérivées de cancer de vessie.  

XI Forum des jeunes chercheurs, juin 2005, Dijon. 

Communication affichées 

BOITEUX G, LASCOMBE I, BITTARD H, FAUCONNET S.  

A-FABP, a potential biomarker of bladder transitional cell carcinoma progression, is 
differentially regulated by PPAR in bladder cancer cell lines.  

1er Forum du Canceropôle Grand-Est, Vittel, 19 octobre 2007  

LASCOMBE I, BOITEUX G, BITTARD H, FAUCONNET S.  

Differential regulation of vascular endothelial growth factor expression by peroxisome 
proliferator-activated receptors via adipocyte-fatty acid binding protein in bladder cancer 
cells. 

International Scientific Congress “Cell Signaling World”, 2005, Luxembourg.  
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A-FABP, a potential biomarker of bladder transitional cell 

carcinoma progression, is differentially regulated by PPAR in 

bladder cancer cell lines. 

BOITEUX G, LASCOMBE I, BITTARD H, FAUCONNET S. 

1er Forum du Canceropôle Grand-Est, Vittel, 19 octobre 2007 
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Bladder cancer cell lines: 
- RT4, derived from grade I papillary carcinoma. 
- T24, derived from grade III undifferentiated carcinoma. 

Cell stimulation for 24h: 
- natural PPAR agonist: d15-PGJ2. 
- synthetic PPAR agonists, thiazolidinediones (TZD): 

ciglitazone, rosiglitazone, pioglitazone, troglitazone. 
- specific PPARγ antagonist: GW9662. 

Western-blotting: 
- Antibodies: A-FABP (R&D Systems) ; β-actin (Ac15, Sigma). 

RTqPCR (Lightcycler 1.0®, Roche) with TaqMan® technology and 
specific primers for A-FABP and ATP5B (reference gene). 

RT-PCR with specific primers for PBP, PGC-1 and β-actin. 

RTqPCR was performed from fresh frozen 
bladder cancer tissues. A-FABP mRNA 
expression was calculated as the percentage 
of Ta sample ( ). 
In Ta tumors which exhibit a good prognosis, 
A-FABP is highly expressed. A-FABP is 
drastically reduced from T1 tumors 
characterized by a high risk of recurrence and 
progression. 

A-FABP, a potential biomarker of bladder transitional cell 
carcinoma progression, is differentially regulated 

by PPARγ in bladder cancer cell lines 
1,2 and S. Fauconnet1,2 , H. Bittard1, I. Lascombe1G. Boiteux

1- IFR 133/EA 3181 «Carcinogenèse épithéliale», UFR SMP, 25030 Besançon, France 
2- Service d’Urologie et d’Andrologie, CHU St Jacques, 25030 Besançon, France 

Experimental design 

Introduction 
The clinical course of superficial bladder transitional 
cell carcinoma (TCC) is characterized by a high risk of 
recurrence and a propensity to progress in grade or 
stage. Few studies provide evidence that loss of 
adipocyte-fatty acid binding protein (A-FABP) 
expression is associated with progression of human 
bladder TCC and suggest that it could be a putative 
marker of progression of the disease. A-FABP is 
involved in adipocyte differentiation and is known to be 
regulated by the nuclear receptor, peroxisome 
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These data suggest that 
PPARγ agonists may provide 
an exciting novel therapeutic 
strategy by inducing A-FABP 
expression in order to inhibit 
bladder cancer progression. 
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guillaume.boiteux@univ-fcomte.fr 

proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) via 
PPRE sequence located in the promoter. PPARγ can be 
activated by a number of ligands either natural such as 
15-deoxy-delta-12,14-prostaglandin J2, or synthetic 
such as antidiabetic thiazolidinediones (TZD) which 
exhibit antiproliferative, differentiation and apoptotic 
activities on different cancer cells. 
The aim of the study is to investigate whether PPARγ 
agonists could increase A-FABP expression in early 
stage bladder tumors to prevent cancer progression. 



 ANNEXE
 

- 228 -




 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE
 

Differential regulation of vascular endothelial growth factor 

expression by peroxisome proliferator-activated receptors 

via adipocyte-fatty acid binding protein in bladder cancer 

cells. 

LASCOMBE I, BOITEUX G, BITTARD H, FAUCONNET S. 

International Scientific Congress “Cell Signaling World”, 2005, Luxembourg. 

- 229 -




 ANNEXE
 

- 230 -




 
  

   

   
  

 
   

   
   

  
 

          
     

      

 

 

    

 

  

 
 

 
 

 

 
  
  

 
  

 

 

           

    
 

   
 

4. Subcellular localization of A-FABP 
In RT4 cells : A-FABP is present in the cytosol and in the nucleus. 
In T24 cells : A-FABP is exclusively present in the cytosol. A-FABP 
is not localized in the nucleus. 

Differential regulation of vascular endothelial growth factor 

expression by peroxisome proliferator-activated receptors 

via adipocyte-fatty acid binding protein in bladder cancer cells 
Isabelle Lascombe, Guillaume Boiteux, Hugues Bittard, and Sylvie Fauconnet 

Université de Franche-Comté, IFR 133, EA 3181 : Carcinogenèse épithéliale, UFR SMP, 25000 Besançon, France 

Angiogenesis is an essential component of the bladder tumor growth and the metastatic pathway. It is regulated by the 
production of angiogenic stimulators including the vascular endothelial growth factor (VEGF). VEGF expression is regulated by 
many growth factors, environmental factors and cytokines. Recently, several studies demonstrated that angiogenesis is 
regulated by nuclear receptors such as Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR) in different cell types. The 
transcriptional activity of these receptors is modulated by Fatty Acid Binding Protein (FABP). Indeed, FABP have been shown to 
govern the transcriptional activity of their ligands by targeting them to cognate PPARs in the nucleus, thereby enabling PPARs to 
exert their biological functions. Furthermore, Adipocyte-FABP, a member of the FABP family, exhibits a decreased expression in 
high grade bladder tumors and could be a prognostic marker of tumor progression. Our study was performed in RT4 bladder 
cancer cells derived from a well differentiated and non aggressive tumor and in T24 cells derived from a tumor harboring a 
metastatic potential. PPARs are expressed in both cell lines. We hypothesize that VEGF expression could be regulated by PPARs 
in these bladder cancer cells and this regulation could be modulated by proteins such as FABP. 

Introduction 

The absence of effect of PPAR and PPAR activation on VEGF 
expression in T24 cell line could be due to the absence of A-
FABP protein in the nucleus of the cells. Further experiments in 
the presence of A-FABP siRNA are in progress to confirm this 
hypothesis. 

Conclusion 
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Bladder cancer cell lines 
• RT4 : derived from grade I papillary carcinoma. 
• T24 : derived from grade III indifferentiated carcinoma. 
Cell stimulation for 24 h 
WY 14,643: PPAR ligand ; L-165041: PPAR ligand ; 
BRL49653: PPAR ligand. 
Northern-blotting 
• VEGF cDNA probe (Chin et al., 1997). 
• Mouse -actin probe was used to normalize the experiments. The VEGF  

and -actin mRNA were quantitated using PhosphoImager analysis. 
ELISA test 
• VEGF protein levels in cell-conditioned media were determined by 

ELISA, using Human VEGF Immunoassay. 
RT-PCR with specific primers for different members of the FABP family. 
Western-blotting / Immunocytofluorescence 
• Antibodies: human A-FABP, A-FABP-FITC, -actin, HDAC-3, PPAR,  

Materials and methods 
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1. Regulation of vegf gene by PPARs in bladder cancer cell lines 
RT4 and T24 : VEGF (mRNA analysis by Northern-blotting and protein 
level determination by ELISA test) is differentially up-regulated by the 
three PPAR isotypes in bladder cancer cell lines RT4 and T24. Its 
expression is increased by PPAR and  in RT4 cells and only by 
PPAR in T24 cells. 

Results 
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2. Regulation of vegf expression involves an indirect molecular 
mechanism: in human bladder cancer cell lines RT4 and T24, the treatment 
with cycloheximide (CHX) completely inhibits PPAR ligand-induced VEGF 
mRNA expression. These data demonstrate that the stimulation of VEGF mRNA 
expression by synthetic PPAR ligands is induced by the increased synthesis of 
new proteins such as regulatory proteins. 

3. Expression analysis of different FABP in RT4 and T24 cells by RT-PCR : A-FABP 
and E-FABP are expressed in both bladder cancer cell lines suggesting that the absence 
of effect of PPAR and PPARactivation on VEGF expression is not due to an absence 
of the expression of these proteins. 
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5. Immunocytofluorescence detection of A-FABP 
In RT4 cells : A-FABP immunostaining is detected in 
the cytosol and in the nucleus. 
In T24 cells : A-FABP is exclusively detected in the 
cytosol. A-FABP is not localized in the nucleus. This 
result confirms those obtained by Western-blotting. 
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