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Résumé 
 

La relation entre l’obésité et le cancer, bien qu’établie par des études 

épidémiologiques, est peu connue. Pourtant, environ 25 % des cancers pourraient y être 

attribuables.  Parmi les cancers reliés à l’obésité, les cancers du côlon, du sein chez les 

femmes ménopausées et de la prostate sont les plus fréquents. Des études sur modèles 

animaux ont suggéré une association positive entre une diète riche en gras et le 

développement du cancer mammaire et de la prostate.  

 

Nous avons étudié les mécanismes moléculaires par lesquels les acides gras 

influencent le devenir de lignées de cellules cancéreuses du sein et de la prostate. Ces 

travaux ont montré que les acides gras insaturés, dont l’oléate, induisent la prolifération 

cellulaire tandis que les acides gras saturés, dont le palmitate, diminuent la prolifération. Un 

traitement à l’oléate stimule la formation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des 

cellules de cancer du sein MDA-MB-231 et de la prostate DU145 alors qu’un traitement au 

palmitate entraîne l’apoptose. Le mécanisme d’action de l’oléate sur la prolifération a été 

étudié de façon plus approfondie. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques nous a 

permis de déterminer que l’effet prolifératif de l’oléate implique la voie PI3K/Akt, la voie 

ERK1/2 et l’activation d’un ou de plusieurs récepteur(s) couplé(s) aux protéines G (GPCR). 

L’oléate induit la phosphorylation rapide des protéines Akt et ERK1/2 dans les cellules de 

cancer du sein MDA-MB-231 et de la prostate DU145.  

 

Au cours des dernières années, deux GPCRs ont été identifiés comme étant 

activables par des acides gras à moyennes et à longues chaînes, GPR40 et GPR120. GPR40 

étant exprimé dans plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein et de la prostate 

contrairement à l’expression de GPR120 qui était inexistante dans la plupart des lignées, 

nous avons étudié l’implication de GPR40 dans l’effet prolifératif de l’oléate. Ces deux 
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récepteurs n’étant pas exprimés dans les cellules épithéliales mammaires humaines en 

culture primaire, ces cellules ne répondent pas aux effets de l’oléate sur la prolifération et 

l’activation des voies de signalisation. L’activation des voies Akt et ERK1/2 par l’oléate 

dans les cellules MDA-MB-231 et DU145 est potentialisée par la surexpression du 

récepteur GPR40 et inhibée par l’utilisation d’un siRNA dirigé contre ce récepteur. 

Cependant, la prolifération induite par l’oléate ne semble pas affectée par la présence d’un 

siRNA dirigé contre GPR40. L’oléate étant un acide gras, il est capable d’entrer librement 

dans les cellules et une partie de ses effets sur la prolifération pourrait être attribuée à sa 

métabolisation. Un agoniste de GPR40, le GW9508, est en mesure d’activer GPR40 sans 

toutefois entrer dans les cellules ni activer le métabolisme de l’oléate. Le GW9508 stimule 

la phosphorylation des protéines Akt et ERK1/2 dans les cellules du cancer du sein MDA-

MB-231 et de la prostate DU145, mais il n’est pas en mesure d’induire la prolifération 

cellulaire comme le fait l’oléate.  

 

Ces résultats nous permettent de mieux comprendre le mécanisme d’action de 

l’oléate sur les cellules de cancer du sein et de la prostate. L’oléate induit la signalisation de 

GPR40 qui est impliquée dans l’activation rapide des voies de signalisation Akt et ERK1/2. 

De son côté, l’effet prolifératif induit par l’oléate s’effectue par un mécanisme GPR40-

indépendant, possiblement lié au métabolisme de l’oléate.  

 

Mots-clés : Akt, Cancer, ERK1/2, GPR40, Oléate, Prolifération 
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Abstract 
 

The relationship between obesity and cancer, although established by 

epidemiological studies, remains relatively unknown. However, about 25 % of cancers 

could be attributed to obesity. Among cancers that are affected by obesity, colon cancer, 

post-menopausal breast cancer and prostate cancer are the more frequent. Studies on animal 

models have suggested a positive association between high fat diets and de development of 

mammary and prostate cancer.  

 

We have studied the molecular mechanisms by which fatty acids influence breast 

and prostate cancer cells fate. This work has shown that unsaturated fatty acids, including 

oleate, can induce cellular proliferation while saturated fatty acids, including palmitate, 

reduce proliferation. An oleate treatment stimulates lipid droplets formation in the 

cytoplasm of breast cancer cells MDA-MB-231 and prostate cancer cells DU145 while a 

palmitate treatment induces apoptosis. The action mechanism of oleate on proliferation was 

studied more closely. Using pharmacological inhibitors, we determine that oleate-induced 

cell proliferation involves PI3K/Akt signaling pathway, ERK1/2 signaling pathway and the 

activation of one or many G protein coupled receptor(s) (GPCR). Oleate induces rapid Akt 

and ERK1/2 phosphorylation in breast cancer cells MDA-MB-231 and prostate cancer cells 

DU145.  

 

In the last few years, two GPCRs were identified as being activated by medium and 

long chain fatty acids, GPR40 and GPR120. GPR40 being expressed in many breast and 

prostate cancer cell lines while GPR120 expression was null in most cell lines tested, we 

studied the role of GPR40 in oleate-induced proliferation. Human epithelial mammary cells 

in primary culture did not express GPR40 nor GPR120 and failed to respond to oleate-

induced cell proliferation or activation of signaling pathways. Akt and ERK1/2 signaling 



 

 

 

iv 

pathways activation by oleate in MDA-MB-231 and DU145 cells is potentiated by GPR40 

over-expression and inhibited by the use of an siRNA directed against that receptor. 

However, oleate-induced cell proliferation does not seem to be affected by the presence of 

the siRNA directed against GPR40. Oleate being a fatty acid, it can enter cells freely by 

crossing the plasma membrane and part of its effects on proliferation could be attributed to 

its metabolism. A GPR40 agonist, GW9508, is able to activate GPR40 without entering the 

cells nor activating oleate’s metabolism. GW9508 stimulates Akt and ERK1/2 

phosphorylation in breast cancer cells MDA-MB-231 and prostate cancer cells DU145, but 

does not induce cell proliferation as does oleate.  

 

These results help us to understand the action mechanism of oleate in breast and 

prostate cancer cells. Oleate induces GPR40 signalization which is involved in the rapid 

Akt and ERK1/2 signaling pathways activation. On the other hand, oleate-induced cell 

proliferation is carried out by a GPR40-independent mechanism, possibly linked to oleate’s 

metabolism.  

 

Keywords : Akt, Cancer, ERK1/2, GPR40, Oleate, Proliferation 
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Introduction 

Chapitre 1. La relation entre le cancer et les acides gras  

1.1 Statistiques concernant le cancer du sein et de la prostate 

1.1.1 Le cancer du sein 

Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué et le deuxième plus mortel chez 

les femmes après le cancer du poumon (Organisation Mondiale de la Santé, 2002). Environ 

une femme sur neuf développera un cancer du sein au cours de sa vie. En 2002, les 

nouveaux cas de cancer du sein au niveau mondial étaient estimés à 1,2 millions et la 

mortalité attribuée à ce cancer dépassait les 400 000 décès (Parkin et al, 2005). Au Canada, 

il y a eu 22 300 nouveaux cas diagnostiqués et 5300 décès en 2007 (Société Canadienne du 

Cancer, 2007). Bien que l’amélioration des méthodes de diagnostic de plus en plus 

précoces contribue à la diminution de la mortalité, le taux d’incidence du cancer du sein ne 

cesse d’augmenter. L’identification de nouveaux facteurs de risque, principalement de type 

environnementaux, permettrait d’effectuer des recommandations aux populations à risque 

et ainsi de diminuer le nombre de nouveaux cas déclarés annuellement.  

1.1.2 Le cancer de la prostate 

Le cancer de la prostate est le cancer le plus diagnostiqué et le troisième plus mortel 

chez les hommes après le cancer du poumon et du colon (Organisation Mondiale de la 

Santé, 2002). Un homme sur six développera la maladie. En 2002, les estimations 

mondiales font état de 680 000 nouveaux cas et de plus de 200 000 décès (Parkin et al, 

2005). Au Canada seulement, 22 300 nouveaux cas ont été recensés et 4300 décès ont été 

attribués à ce cancer en 2007 (Société Canadienne du Cancer, 2007). Le développement de 

méthodes plus poussées de diagnostic ont participé à l’augmentation du taux d’incidence de 



 

 

 

2 

la maladie. Cependant, le taux de mortalité du cancer de la prostate reste stable malgré tous 

les efforts faits pour développer de nouveaux traitements. 

1.2 Études épidémiologiques sur la relation entre le cancer et les 

acides gras 

1.2.1 Le cancer du sein 

Concernant l’incidence du cancer du sein, plusieurs facteurs de risque sont connus, 

comme l’âge ou les mutations sur des gènes tels que BRCA1 et BRCA2. Par contre, pour la 

majorité des patientes, aucun facteur de risque n’a pu être associé avec certitude au 

développement de la maladie. Des études tendent à montrer que certains facteurs 

environnementaux joueraient un rôle prépondérant dans le développement de ce cancer. 

Ces facteurs de risque, une fois identifiés, pourraient être écartés ou modifiés en proposant 

des modifications des habitudes de vie des personnes à risque. L’Agence Internationale 

pour la Recherche sur le Cancer estime que 25 % des cas de cancer du sein dans le monde 

seraient dus à l’obésité et à un style de vie sédentaire (IARC, 2002).  

Le taux d’incidence du cancer du sein varie grandement selon la région 

géographique, ce qui constitue un argument en faveur de facteurs de risque 

environnementaux (revu dans Prentice et al, 1989; revu dans Willett, 2001). Le risque de 

développer un cancer du sein dans les pays occidentaux est jusqu’à cinq fois plus élevé 

qu’au Japon ou à Hawaii. Chez les immigrantes des pays où le taux d’incidence est plus 

élevé, les femmes descendant en première génération de femmes ayant immigré voient leur 

risque de développer un cancer du sein atteindre celui des femmes vivant dans leur nouvel 

environnement (Kolonel et al, 1983; LeMarchand et al, 1985; Stoll, 2002). Une étude 

épidémiologique de type écologique effectuée en 1986 montre qu’il existe, dans plusieurs 

pays, une forte corrélation entre la consommation moyenne de gras per capita et la 

mortalité due aux cancers du sein et de la prostate (Rose et al, 1986). Une autre étude 
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écologique effectuée en comparant la diète de différents groupes culturels au niveau 

international a montré qu’une diète faible en gras et riche en fruits, légumes et fibres 

pourrait diminuer le risque de développer un cancer du sein (Marshall et al, 1992). 

Cependant, ces seules observations ne permettent pas d’établir un lien direct entre une 

consommation élevée en gras et le développement du cancer du sein puisque les femmes 

des pays où la diète est riche en gras ont aussi tendance à présenter d’autres facteurs de 

risques liés au cancer du sein. Ainsi, les femmes de ces pays ont souvent leurs premières 

menstruations à un âge plus précoce, une première maternité tardive ou un poids post-

ménopause plus élevé comparativement aux pays où la diète est pauvre en gras (revu dans 

Kushi & Giovannucci, 2002).  

1.2.1.1 Impact d’une diète riche en gras 

Depuis les années 70, beaucoup d’études examinant le lien entre une diète riche en 

acides gras et le développement du cancer du sein ont été publiées (revu dans Lof & 

Weiderpass, 2009; revu dans McTiernan, 2003). Plusieurs de ces études ont montré qu’une 

consommation élevée en gras pouvait augmenter le risque de développer un cancer du sein 

(Ewertz & Gill, 1990; Thiebaut et al, 2007; Wang et al, 2008) alors que d’autres études 

n’ont pas été en mesure d’établir un tel lien (Katsouyanni et al, 1994; Rohan et al, 1988; 

Sieri et al, 2008). Plus rarement, une diète riche en gras a même été associée à un risque 

plus faible de développer ce cancer (Lof et al, 2007; Witte et al, 1997). Certaines des 

études montrant une association inverse ont été effectuées auprès de femmes pré-

ménopausées chez lesquelles il semblerait que l’obésité diminue le risque de développer un 

cancer du sein (revu dans Carmichael, 2006). Cette disparité entre les études empêche 

l’établissement d’une association claire entre la diète riche en gras et le développement du 

cancer du sein, incitant à l’élaboration de nouvelles études. Le tableau 1 résume la 

conclusion des études de cas-contrôles et de cohortes selon l’association établie entre la 

consommation en acides gras et le développement du cancer du sein : directe (augmente le 

risque), nulle (incluant les associations non-significatives) ou inverse (diminue le risque). 

Les différences dans les conclusions de ces études peuvent venir de plusieurs facteurs. Dans 
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le cas des études de cas-contrôles, des femmes atteintes du cancer du sein sont jumelées 

avec des femmes saines comme contrôle selon plusieurs facteurs (âge, localisation 

géographique, antécédents familiaux, traitement hormonal…). Ces femmes sont ensuite 

soumises à un questionnaire sur leurs habitudes alimentaires, remontant parfois plusieurs 

années en arrière. La mémoire et l’honnêteté des participantes sont des facteurs 

déterminants pour la validité de ces questionnaires, ce qui peut introduire de grandes 

incertitudes dans l’interprétation des résultats. Dans le cas des cohortes, un grand nombre 

de femmes sont suivies sur plusieurs années au cours desquelles leurs habitudes 

alimentaires sont enregistrées et les cas de cancer du sein sont répertoriés. Ces études 

doivent inclure une très grande cohorte de participantes afin que les cas de cancer du sein 

recensés soient en nombre assez important pour être statistiquement significatifs.  

 

Tableau 1 : Résumé des études épidémiologiques concernant l’association entre une 

diète riche en gras, l’obésité et le cancer du sein ou de la prostate. 

 Diète riche en gras Obésité 

Études Directe Nullea Inverse Directe Nulle Inverse 

Cas-Contrôles   

Sein 16b 15 3 3   

Prostate 12 5 1 10 11 6 

Cohortes   

Sein 9 8 2 13 1  

Prostate 1 3  21 9 2 
aAucune association ou association non-significative. 
bVoir l’annexe 1 pour la liste complète des études répertoriées dans ce tableau.  

 

Afin de rassembler les résultats des différentes études et d’en tirer des conclusions 

éclairées, des méta-analyses ont été réalisées. Celles-ci consistent à effectuer des tests 
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statistiques en regroupant les résultats des études, ce qui augmente de façon substantielle 

l’étendue des données disponibles et accroît la significativité des résultats ainsi regroupés. 

Trois de ces méta-analyses ont montré une association positive entre une diète riche en gras 

et le cancer du sein (Boyd et al, 2003; Howe et al, 1990; Michels et al, 2007) alors que 

deux autres n’ont montré aucune association (Hunter et al, 1996; Smith-Warner et al, 

2001). Le tableau 2 résume le nombre d’études dans chaque méta-analyse ainsi que le 

risque global calculé à partir du regroupement des données des études. Bien que le lien 

direct soit encore inconstant, une tendance nette vers une association positive mais faible 

entre une diète riche en gras et le développement du cancer du sein semble se dessiner suite 

à ces méta-analyses. 

 

Tableau 2 : Résumé des méta-analyses d’études épidémiologiques évaluant 

l’association entre une diète riche en gras, l’obésité et le cancer du sein ou de la 

prostate. 

 

Méta-Analyses 
Nombre 

d’études 

Cas-contrôles 

RC 

Moy. 

Nombre 

d’études 

Cohortes 

RR 

Moy. 

Ratio 

Total 

Sein : Diète      

Howe et al, 1990 12 1,46    

Hunter et al, 1996   7 1,05  

Smith-Warner et al, 2001   8 1,00  

Boyd et al, 2003 31 1,14 14 1,11 1,13 

Sein : Obésité      

Michels et al, 2007   8 1,26a  

Prostate : Obésité      

MacInnis et al, 2006 21 1,02b 22 1,06b 1,05b 

RC = Ratio de chances; RR = Ratio randomisé. 
aIMC de plus de 28 kg/m2 comparativement à moins de 21 kg/m2. bPar tranche de 5 kg/m2. 
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La plupart des études portent sur la consommation totale de gras. Des groupes ont 

tenté d’établir un lien entre le cancer du sein et la consommation de types particuliers 

d’acides gras, mais les résultats de ces études sont encore plus hétérogènes. L’imprécision 

dans l’estimation de l’apport de chaque type d’acides gras dans la diète en se basant sur les 

questionnaires de consommation pourrait expliquer ces résultats contradictoires (Heitmann 

& Frederiksen, 2007).   

1.2.1.2 Impact de l’obésité 

Les cas d’obésité dans la plupart des pays industrialisés n’ont cessé d’augmenter au 

cours des deux dernières décennies. Aux États-Unis, le phénomène est même parfois 

qualifié d’épidémie puisque les deux tiers de la population souffriraient d’un surplus de 

poids, la moitié de ceux-ci étant obèses (Flegal et al, 2002). Il existe plusieurs façons de 

quantifier l’obésité. La méthode la plus répandue est l’indice de masse corporel (IMC), 

aussi appelé l’indice de Quetelet, qui se calcule en rapportant le poids (en kilogrammes) sur 

la taille (en mètres carrés). Les avantages de l’IMC comparativement à d’autres mesures de 

l’adiposité sont qu’il est indépendant de la grandeur des individus puisque le poids est 

rapporté sur la taille et que cette estimation de l’obésité peut être facilement comparée entre 

plusieurs études ou populations étudiées. La validité de l’utilisation de l’IMC est également 

justifiée par sa corrélation avec plusieurs facteurs de risques liés à l’obésité comme les taux 

de triglycérides circulants dans le sang, le taux de cholestérol ou la pression artérielle (Calle 

& Kaaks, 2004). Le tableau 3 définit les standards de classification de l’obésité tels que 

déterminés par l’Organisation Mondiale de la Santé.  
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Tableau 3 : Paliers de la classification de l’indice de masse corporel par 

l’Organisation Mondiale de la Santé. 

IMC (kg/m2) Classification OMS Description populaire 

< 18,5 Poids insuffisant Maigre 

18,5 – 24,9 Poids normal Poids santé 

25,0 – 29,9 Excès de poids de grade 1 Excès de poids 

30,0 – 39,9 Excès de poids de grade 2 Obèse 

≥ 40,0 Excès de poids de grade 3 Obèse morbide 

IMC = indice de masse corporel; OMS = Organisation Mondiale de la Santé 

 

La relation entre l’obésité et un taux plus élevé de mortalité, en particulier dû aux 

maladies cardiovasculaires, est établie depuis longtemps (Calle et al, 1999; Lindsted & 

Singh, 1998; Manson et al, 1995; Willett et al, 1995). Un nombre croissant d’études portent 

sur la relation entre l’obésité et le cancer. Notre compréhension de l’importance de ce lien, 

tant pour la mortalité associée au cancer en général que pour celle liée à certains types de 

cancers en particulier, est encore très limitée. Des études montrent une corrélation positive 

entre l’obésité des patientes et un risque accru de développer un cancer du sein chez les 

femmes post-ménopausées. Calle et al. ont rapporté que le risque relatif de mortalité dû au 

cancer (tous types confondus) chez les femmes passe de 1,23 pour celles ayant un excès de 

poids de grade 2 (IMC 30,0-39,9) à 1,62 chez les femmes ayant un excès de poids de grade 

3 (IMC > 40,0) comparativement aux femmes ayant un poids normal (Calle et al, 2003). 

L’étude de la cohorte de la Womens’s Health Initiative a montré un risque 2,5 fois plus 

grand de développer un cancer du sein chez les femmes post-ménopausées ayant un excès 

de poids de grade 2, ou plus, comparativement aux femmes ayant un poids normal, mais 

seulement parmi les femmes n’ayant jamais suivi de thérapie hormonale (Morimoto et al, 

2002). Cette conclusion a été obtenue également lors d’autres études examinant le lien entre 

le cancer du sein, l’obésité et la thérapie hormonale (Feigelson et al, 2004; Huang et al, 
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1997; Schairer et al, 2000). Par contre, l’obésité ne semble pas être un facteur de risque 

pour le cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées (Ballard-Barbash & Swanson, 

1996; Galanis et al, 1998; Hsieh et al, 1990; Trentham-Dietz et al, 1997); en fait, un 

surplus de poids chez ces femmes diminuerait légèrement le risque (revu dans Carmichael, 

2006). Ces observations pourraient être expliquées par le fait qu’un excès de poids chez les 

jeunes femmes entraîne une baisse des taux d’hormones circulants (comme la progestérone 

ou l’œstradiol) ainsi que des cycles menstruels anovulants (Potischman et al, 1996). Ces 

effets, ainsi que l’âge tardive des premières menstruations, constituent des facteurs pouvant 

réduire le risque de développer un cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées.  

1.2.2 Le cancer de la prostate 

Des études écologiques montrent que le risque de développer un cancer de la 

prostate chez les immigrants japonais et chinois arrivant aux États-Unis augmente de trois à 

neuf fois comparativement au risque des populations asiatiques et ce, dès la première 

génération suivant la migration (Muir et al, 1991; Shimizu et al, 1991). Cette augmentation 

du risque suggère fortement l’implication d’un facteur environnemental ou nutritionnel 

dans le développement de la maladie. 

1.2.2.1 Impact d’une diète riche en gras 

Bien que l’association entre les acides gras et le cancer de la prostate soit moins 

bien caractérisée que dans le cas du cancer du sein, plusieurs études épidémiologiques cas-

contrôles, ou sur des cohortes de patients, ont montré un lien direct entre une 

consommation élevée en gras et une augmentation du risque de développer ce type de 

cancer (Giovannucci et al, 1993; Lee et al, 1998; Whittemore et al, 1995). Néanmoins, 

d’autres études n’ont trouvé aucune association (Mettlin et al, 1989; Rohan et al, 1995; 

Severson et al, 1989). Comme dans le cas du cancer du sein, les résultats des études 

examinant la relation entre la diète riche en gras et le développement du cancer de la 

prostate sont contradictoires, appelant à l’élaboration de nouvelles études. Le tableau 1 
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résume les conclusions des différentes études concernant le gras dans la diète et le cancer 

de la prostate. Des équipes ont également analysé le risque de cancer de la prostate en lien 

avec une consommation élevée d’un type donné d’acide gras. Par exemple, Schuurman et 

al. (1999) ont montré un accroissement du risque relatif de développer un cancer de la 

prostate de 1,38 fois avec une diète riche en oléate. Cependant, les études concernant des 

types précis d’acides gras sont inconstantes en raison de la difficulté d’estimer la proportion 

exacte de chaque acide gras dans la diète des participants, comme nous l’avons décrit 

précédemment pour le cancer du sein.  

1.2.2.2 Impact de l’obésité 

Tout comme chez la femme, l’obésité a aussi été montrée comme un facteur de 

risque de cancer pour l’homme. Une étude a montré que le risque relatif de mortalité dû au 

cancer (tous types confondus) chez les hommes ayant un excès de poids de grade 2 et 3 

comparativement aux hommes ayant un poids normal est respectivement de 1,20 et 1,52 

(Calle et al, 2003). Pour le cancer de la prostate, les hommes ayant un excès de poids de 

grade 2 ont un taux relatif de mortalité de 1,20 et de 1,34 pour les hommes ayant un excès 

de poids de grade 3 comparativement aux hommes ayant un poids normal. Plusieurs autres 

études ont montré une corrélation positive entre un IMC élevé et l’incidence et/ou la 

mortalité dues au cancer de la prostate (Efstathiou et al, 2007; Gong et al, 2007; Ma et al, 

2008b; Rodriguez et al, 2001) malgré que certaines études n’ont pu confirmer ce type 

d’association (Hsing et al, 2000; Mills et al, 1989). Une méta-analyse regroupant 31 

cohortes et 25 études cas-contrôles a montré un risque relatif de cancer de la prostate de 

1,05 par tranche de 5 kg/m2, ce qui donne un risque de 1,2 pour les hommes ayant un excès 

de poids de grade 3 comparativement aux hommes ayant un poids normal (MacInnis & 

English, 2006).  
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Chapitre 2. Association entre les acides gras et le cancer 

dans des modèles in vivo et in vitro  

2.1 Études sur des modèles animaux 

2.1.1 Le cancer du sein 

L’évaluation de la diète des participants aux études cliniques comporte souvent des 

erreurs et il est parfois difficile de déterminer l’apport exact en certains types d’acides gras. 

D’ailleurs, les différences quant au pourcentage des acides gras dans la diète des 

participants sont parfois bien faibles, ce qui limite le potentiel comparatif. Contrairement 

aux études épidémiologiques chez l’humain, les études sur modèles animaux permettent 

une gestion plus contrôlée de la diète. Celle-ci peut être modifiée afin d’être 

particulièrement enrichie en certains acides gras, ce qui permet l’étude plus approfondie de 

leur effet particulier sur l’incidence et la croissance des tumeurs.  

La modification de la diète de souris normales n’étant pas suffisante pour induire la 

formation de tumeurs, divers modèles animaux développant spontanément des tumeurs 

mammaires sont utilisés afin d’étudier l’effet de la diète sur la progression du cancer ou 

encore le taux d’apparition des tumeurs mammaires. La grande majorité des groupes 

utilisent des rongeurs (souris ou rats) dont le développement spontané de tumeurs a été 

accéléré grâce à l’introduction d’un oncogène (MMTV, C3H) ou au moyen de carcinogènes 

chimiques comme le diméthyl-benzanthracène (DMBA) ou le méthyl-nitrosourée (MNU). 

D’autres équipes ont plutôt recours à des xénogreffes de cellules mammaires tumorales sur 

des souris immuno-déficientes.  

Des groupes ont montré qu’une diète riche en acides gras, particulièrement en gras 

mono-insaturés ou polyinsaturés n-6, augmente la croissance de tumeurs mammaires chez 

différents modèles murins (revu dans Welsch, 1992). Cependant, comme plusieurs de ces 
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anciennes études ne prenaient pas en compte l’apport en calories des différentes diètes, il 

était difficile de déterminer si cet effet était dû au gras en lui-même ou à l’apport plus élevé 

en calories des diètes riches en gras. Des études complémentaires sur des modèles animaux 

suggérant qu’une diminution de l’apport en énergie provenant de la diète ou une 

augmentation de la dépense d’énergie par l’exercice pourraient constituer de bons moyens 

de prévention contre le cancer mammaire (revu dans Thompson et al, 2003), il était donc 

essentiel d’équilibrer l’apport énergétique des différentes alimentations afin de mieux 

cerner l’effet des diètes riches en gras sur le développement des tumeurs mammaires. Des 

études subséquentes ont permis de montrer que l’effet inducteur des diètes riches en gras 

mono-insaturés et polyinsaturés n-6 sur les tumeurs mammaires était toujours présent 

lorsque les différentes diètes étudiées étaient iso-caloriques (Fay et al, 1997).  Un groupe a 

montré qu’une diète riche en gras (20 % de l’apport calorique) provenant d’huiles de maïs 

ou de tournesol (riches en linoléate, un acide gras polyinsaturé n-6; voir le tableau 4) 

stimulait la prolifération de tumeurs mammaires induites par le DMBA dans des rats alors 

qu’une diète riche en gras provenant d’huile de noix de coco (riche en gras saturés) 

n’entraînait pas cet effet (Carroll & Hopkins, 1979). De façon intéressante, une diète 

composée à 3 % d’huile de tournesol et 17 % d’huile de noix de coco stimulait la 

carcinogenèse autant qu’une diète composée à 20 % d’huile de tournesol. Cette observation 

va dans le sens de l’hypothèse de Ip et al. (1985) stipulant que le linoléate possèderait une 

concentration de saturation au-delà de laquelle son effet inducteur sur les tumeurs resterait 

constant. Le pourcentage en linoléate nécessaire pour induire son effet tumorigène maximal 

serait approximativement 4 % de l’apport en calories. Cette hypothèse a été reprise et 

soutenue dans la méta-analyse de 97 études sur modèles animaux compilée par Fay et al. 

(1997).  
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Tableau 4 : Composition en acides gras des principales huiles utilisées dans les diètes. 

 Huile de maïs Huile de noix 
de coco 

Huile d’olive Huile de 
palme 

Huile de 
tournesol 

Octanoate 
8 : 0  7 - 8    

Décanoate 
10 : 0  5 - 6    

Laurate 
12 : 0  42 - 46    

Myristate 
14 : 0  16 - 26    

Palmitate 
16 : 0 10 – 13a 8 - 15 11 - 12 40 - 45 6 - 7 

Stéarate 
18 : 0 2 - 3 2 - 3 2 - 4 4 - 5 2 - 4 

Oléate 
18 : 1 24 - 37 6 - 12 70 - 78 40 - 43 18 - 27 

Linoléate 
18 : 2 49 - 63 2 – 5 5 - 10 10 - 11 65 - 70 

aPourcentages approximatifs.  

 

Une diète riche en linoléate stimule la croissance de xénogreffes de cellules 

cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-435 dans des souris nues ainsi que 

l’apparition de métastases osseuses (Rose & Connolly, 1997; Rose et al, 1993). Dans un 

modèle de souris MMTV-TGFα, l’incidence de tumeurs mammaires était plus élevée pour 

les souris ayant reçu une diète riche en gras comparativement à celles suivant une diète 

pauvre en gras (Dogan et al, 2007). Le gras utilisé étant de l’huile de maïs, la diète était 

riche en linoléate. De plus, l’expression de plusieurs protéines impliquées dans la survie 

cellulaire et l’apoptose, comme la Janus kinase 2 (Jak2) et le Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3 (STAT3), était diminuée dans les tumeurs des souris soumises 

à une diète riche en gras. L’activité de la caspase-3 était aussi diminuée dans ces cellules 

tumorales. Ces études d’expression protéique supportent l’idée d’un rôle du linoléate dans 

la croissance des tumeurs mammaires tel que suggéré par plusieurs études utilisant 
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différents types de modèles animaux (Cohen et al, 1986; Katz & Boylan, 1989; Rose et al, 

1994; Senzaki et al, 1998).  

L’oléate est l’acide gras mono-insaturé le plus abondant dans l’alimentation. Son 

rôle dans la croissance et le développement des tumeurs est des plus ambigu. Dayton et al. 

(1977) ont montré qu’une diète riche en oléate augmentait le développement de tumeurs 

mammaires induites par le DMBA chez des rats de façon similaire à une diète riche en 

linoléate comparativement à une diète à base d’huile de noix de coco (riche en acides gras 

saturés). Ces résultats ont été confirmés par la suite par Chan et al. (1983). De leur côté, 

Katz et Boylan (1989) n’ont observé aucune différence dans la croissance des tumeurs 

implantées sur des rats soumis à une diète riche en linoléate ou en oléate, mais ils ont noté 

que la diète riche en linoléate entrainait le développement d’un plus grand nombre de 

métastases. Cependant, les diètes riches en oléate de cette étude contenaient également une 

proportion non négligeable de linoléate, ce qui implique que l’effet de ces diètes sur la 

croissance tumorale pourrait découler de la présence de celui-ci. Des études ont montré 

qu’une diète riche en oléate, mais faible en linoléate (sous le seuil de saturation du linoléate 

de 4 % de l’apport en calories (Ip et al, 1985)), perd son effet inducteur sur les tumeurs 

mammaires et présente parfois même un léger effet protecteur (Cohen et al, 1986; Lasekan 

et al, 1990; Tinsley et al, 1981). L’effet de l’oléate sur la croissance des tumeurs 

mammaires n’est donc pas encore déterminé. Une explication possible de l’absence d’effet 

de l’oléate observé dans certaines études serait que toutes les diètes riches en oléate 

comportent comme ingrédient de base de l’huile d’olive, riche en antioxydants et autres 

composés qui pourraient contrecarrer un potentiel effet inducteur tumoral de l’oléate. Par 

exemple, l’huile d’olive contient environ 0,7 % de squalène, un intermédiaire dans la 

synthèse du cholesterol, alors que la majorité des autres huiles utilisées dans l’alimentation 

en contiennent environ 0,002 à 0,03 % (revu dans Waterman & Lockwood, 2007). Cet 

hydrocarbone induit une inhibition de la HMG-CoA réductase, l’enzyme limitante dans la 

synthèse du cholestérol, ce qui entraîne une diminution de la production du cholestérol et 

de certains de ses intermédiaires impliqués dans l’activation d’oncogènes. Des études ont 
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montré un lien entre l’inactivation de cette enzyme et l’inhibition de carcinomes de la peau 

(revu dans Newmark, 1997). Afin d’écarter l’implication potentielle des divers composés 

mineurs des huiles dans le développement des cancers, des études utilisant de l’oléate 

purifié additionné directement à la diète des souris seraient utiles pour déterminer le rôle 

exact de cet acide gras sur le développement de tumeurs mammaires.   

Evans et al. (2009) ont examiné l’effet d’une diète riche en stéarate, un acide gras 

saturé, sur la croissance de tumeurs de cellules MDA-MB-435 injectées dans des souris 

nues. Comparativement à une diète pauvre en gras, une diète riche en stéarate induisait chez 

ces souris une diminution du volume et du poids des tumeurs ainsi qu’une réduction du 

nombre de métastases aux poumons (Evans et al, 2009). Lorsqu’il est ajouté au milieu de 

cellules MDA-MB-435 in vitro, le stéarate induit le clivage de la caspase-3 et de sa cible, 

Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP), et donc l’induction de l’apoptose des cellules 

cancéreuses. 

2.1.2 Le cancer de la prostate 

Les études concernant l’effet de diètes riches en gras sur la carcinogenèse de la 

prostate chez les animaux sont plus rares. La croissance de tumeurs, formées lors de 

l’injection de cellules tumorales prostatiques LNCaP dans des souris nues, était fortement 

inhibée lorsque ces souris étaient transférées d’une diète riche en gras à une diète pauvre en 

gras (Wang et al, 1995). Les différentes diètes de cette étude étant iso-caloriques, les souris 

dans les différents groupes ne montraient pas de différences au niveau de leur poids. Les 

effets observés sur la croissance des tumeurs peuvent par conséquent être associés à la 

proportion de gras dans la diète plutôt qu’à l’obésité ou à une différence dans l’apport 

énergétique des diètes. Une étude similaire a été effectuée par Mavropoulos et al. (2009) 

menant à des résultats comparables. 

Le modèle de souris Hi-Myc exprime un taux élevé de la protéine Myc. Ces souris 

développent naturellement des néoplasmes intra-épithéliaux prostatiques entre deux et 
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quatre semaines et des carcinomes invasifs entre six et neuf mois. Lorsqu’elles ont été 

soumises à une diète riche en gras, elle ont développé plus de tumeurs invasives 

(Kobayashi et al, 2008). La phosphorylation et l’activité d’Akt, ainsi que l’activation de 

protéines cibles d’Akt, ont été plus élevées dans les tumeurs des souris soumises à une diète 

riche en gras. 

Les études concernant les effets spécifiques de divers types d’acides gras sur la 

croissance de tumeurs prostatiques portent principalement sur l’antagonisme des acides 

gras polyinsaturés n-6 et n-3. Une diète riche en acides gras polyinsaturés n-6 augmente le 

nombre et la croissance des tumeurs induites par xénogreffes chez des souris immonu-

déficientes alors qu’une diète riche en acides gras polyinsaturés n-3 a un effet inhibiteur 

(Cesano et al, 1998; Connolly et al, 1997; Karmali et al, 1987; Kelavkar et al, 2006).  

2.2 Études in vitro  

2.2.1 Le cancer du sein  

De façon générale, les acides gras polyinsaturés n-6 ont été associés à une 

augmentation du développement d’un carcinome mammaire in vivo, mais également à 

l’induction d’un phénotype invasif et métastatique in vitro. Une étude dans des cellules de 

cancer du sein T47D a montré que le linoléate est en mesure d’induire la prolifération de 

ces cellules in vitro (Reyes et al, 2004). Le linoléate stimule également la prolifération des 

cellules tumorales mammaires humaines MCF-7 in vitro, ainsi que celle de la lignée 

cellulaire immortalisée mais non-transformée MCF-10A (Grammatikos et al, 1994). Au 

contraire, l’ajout de linoléate dans le milieu n’induit pas de stimulation de la croissance des 

cellules épithéliales mammaires humaines isolées de tumeurs bénignes non-cancéreuses 

cultivées in vitro (Balakrishnan et al, 1989). Un groupe a, par ailleurs, étudié l’effet de 

différents types d’acides gras sur la prolifération in vitro de cellules d’une lignée dérivée 

d’un carcinome mammaire de rat induit par le DMBA. L’ajout de linoléate dans le milieu 

de culture a conduit à une stimulation de la croissance qui fut encore plus marquée lorsque 
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le linoléate fut remplacé par de l’oléate. Par contre, l’ajout de stéarate, un acide gras saturé, 

a causé une inhibition de la prolifération de façon dose-dépendante (Wicha et al, 1979). Un 

traitement à l’oléate semble promouvoir la migration des cellules MDA-MB-231 (Navarro-

Tito et al, 2009). La plupart de ces études ayant été effectuées en absence d’albumine et 

donc dans des conditions non-physiologiques, elles sont à examiner avec précaution. Des 

travaux complémentaires viennent cependant confirmer l’effet prolifératif du linoléate, et 

d’autres acides gras insaturés comme l’oléate, liés à l’albumine, sur les cellules de cancer 

du sein en culture (Park et al, 2000; Rose & Connolly, 1990).  

Plusieurs études dans divers types cellulaires ont montré que la lipotoxicité 

engendrée par l’accumulation d’acides gras à longues chaînes serait spécifique aux acides 

gras saturés (Cnop et al, 2001; Hardy et al, 2000; Listenberger et al, 2001; Maedler et al, 

2001; Wickramasinghe et al, 1996). Hardy et al. (2003) ont montré que le palmitate induit 

une diminution du potentiel membranaire des mitochondries, ce qui entraîne le relâchement 

du cytochrome c dans le cytoplasme. Ces effets ne sont pas observés lorsqu’un analogue 

non-métabolisable du palmitate est utilisé, prouvant l’implication du métabolisme des 

acides gras dans leurs effets sur la survie des cellules cancéreuses. Le palmitate induirait 

l’apoptose en causant une diminution des niveaux de cardiolipine, un phospholipide présent 

dans les mitochondries qui est nécessaire à la rétention du cytochrome c (Hardy et al, 

2003).  

De leur côté, les acides gras insaturés ont un effet prolifératif et protecteur contre 

l’apoptose dans les lignées cellulaires en culture (Hardy et al, 2000; Vinciguerra et al, 

2009). Le linoléate induit la survie sur plusieurs jours de cellules Caco-2 de carcinome 

colorectal en culture (Dommels et al, 2003). Des acides gras insaturés, dont l’oléate et le 

linoléate, induisent la prolifération d’hépatocytes in vitro (Vinciguerra et al, 2009). Ces 

études montrent que l’effet des acides gras insaturés sur le développement des cellules 

cancéreuses n’est pas observé uniquement dans des cellules cancéreuses du sein. Cette 

disparité au niveau de la toxicité entre les acides gras saturés et insaturés est directement 

liée à la capacité différentielle des acides gras à promouvoir l’accumulation de triglycérides 
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dans la cellule : les acides gras insaturés induisent une forte accumulation de triglycérides 

dans les gouttelettes lipidiques des cellules traitées contrairement aux acides gras saturés. 

Un co-traitement d’acides gras saturés et insaturés prévient la lipotoxicité induite par les 

acides gras saturés dans des cellules cancéreuses du sein in vitro (Hardy et al, 2000). 

L’ajout d’oléate stimule l’incorporation du palmitate dans les triglycérides tout en 

restaurant les niveaux de cardiolipine dans les mitochondries, empêchant ainsi le palmitate 

d’induire son effet cytotoxique (Hardy et al, 2003). Cet effet protecteur contre l’apoptose 

apporté par l’oléate a été observé dans plusieurs lignées cancéreuses du sein 

(Przybytkowski et al, 2007). Un traitement de 24 h à l’oléate protège également, durant 

plusieurs jours, les cellules cancéreuses de la mort cellulaire induite par l’absence de sérum. 

Cette capacité anti-apoptotique n’est observée que dans les cellules tumorales ayant un haut 

potentiel d’accumulation de triglycérides (Przybytkowski et al, 2007). En outre, l’oléate 

serait toxique dans des cellules dont la capacité de synthèse des triglycérides serait inhibée 

(Listenberger et al, 2003).  

2.2.2 Le cancer de la prostate 

Très peu de groupes de recherche ont examiné l’effet des divers types d’acides gras 

sur la prolifération de cellules tumorales de prostate in vitro et les résultats obtenus sont très 

divergents. Rose & Connolly (1991) ont observé une augmentation de la prolifération des 

cellules cancéreuses PC-3 suite à un traitement au linoléate et une diminution en réponse à 

un traitement par des acides gras polyinsaturés n-3. Aucun des acides gras testés n’a eu 

d’effet sur la prolifération des cellules de la lignée DU145. De leur côté, du Toit et al. 

(1996) ont obtenu une augmentation de la prolifération des cellules DU145 en réponse à un 

traitement à l’oléate et à l’acide eicosapenténoique (un acide gras polyinsaturé n-3) tandis 

qu’une fois encore le linoléate n’avait aucun effet sur la croissance cellulaire. Un troisième 

groupe n’a pas observé d’effet de l’oléate ou du linoléate sur les cellules tumorales de 

prostate DU145 (Motaung et al, 1999). Le faible nombre des études in vitro effectuées et 

l’hétérogénéité des résultats ne permettent donc pas de tirer de conclusions concernant un 
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principe général sur l’effet potentiel des divers types d’acides gras sur la prolifération des 

cellules tumorales de la prostate.  
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Chapitre 3. Le métabolisme des acides gras 

Les acides gras à longues chaînes sont, pour les cellules, une importante source 

d’énergie (sous forme de triglycérides) et de substrats pour la biogenèse des membranes 

(phospholipides). Les acides gras à longues chaînes, et leur dérivés estérifiés (CoA), 

régulent l’activité, de façon directe ou indirecte, de nombreux processus cellulaires : la 

signalisation via des récepteurs membranaires ou des canaux ioniques, la différentiation 

cellulaire, le développement et l’expression génique (Glatz et al, 1995; Hertz et al, 1998). 

Plusieurs de leurs métabolites servent d’intermédiaires dans la signalisation intracellulaire. 

3.1 L’utilisation des acides gras à longues chaînes de source 

exogène 

Les acides gras sont des molécules amphiphiles possédant une chaîne apolaire 

(queue) et un groupement polaire (tête), ce dernier pouvant ou non être chargé. En solution 

aqueuse à pH physiologique de 7,4, les acides gras à longues chaînes se retrouvent 

principalement sous forme anionique (99,6 %). En dépit du fait que ce soient des molécules 

possédant une tendance à l’agglomération, peu d’agrégats lipidiques sont retrouvés dans le 

sérum. L’albumine, à laquelle la majorité des acides gras circulants sont associés, joue un 

rôle essentiel dans le transport des acides gras dans le sérum. Elle possède plusieurs sites de 

liaison aux acides gras et sa concentration dans le sérum est proche de celle de ces derniers 

(albumine 625-800 µM, acides gras à longues chaînes 200-600 µM ) (revu dans Hamilton, 

1998). 

Pour entrer dans la cellule, les acides gras doivent se dissocier de l’albumine. La 

constante de dissociation de cette réaction est de 0,04 - 0,14 s-1 (Daniels et al, 1985; 

Weisiger, 1985; Weisiger & Ma, 1987). Les acides gras sont alors libres d’entrer en contact 

avec la membrane cellulaire qu’ils traverseraient soit par diffusion passive soit avec l’aide 

de protéines de la famille des translocases. Des études effectuées sur des modèles de 
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membranes sans protéines in vitro tendent à montrer que la diffusion passive à travers la 

membrane plasmique serait la principale voie d’entrée des acides gras dans la cellule, par 

un mouvement transmembranaire rapide appelé « flip-flop » (t1/2 < 1 sec) (Hamilton et al, 

2002). Ce terme défini le mouvement des acides gras intégrés dans la couche externe de 

phospholipides de la bicouche lipidique de la membrane plasmique vers la couche interne, 

avec réorientation de leur tête polaire vers l’intérieur de la cellule. Ce processus serait 

également utilisé par les acides gras pour sortir de la cellule. L’existence de protéines 

translocases et leur utilité dans le transport transmembranaire des acides gras sont de plus 

en plus contestées. La plupart de ces protéines dites translocases (Fatty Acid Transport 

Protein, CD36, Caveolin-1) seraient impliquées dans le métabolisme des acides gras plutôt 

que dans leur transport à travers la membrane (revu dans Hamilton, 2007).  

Tout comme l’albumine dans le sérum, il existe des protéines spécialisées dans le 

transport des acides gras dans le cytosol (Fatty Acid Binding Proteins (FABP)). Les FABPs 

sont de petites protéines formant des complexes 1 : 1 avec les acides gras une fois la 

membrane cellulaire franchie. La fonction première de ces protéines est de confiner les 

acides gras dans le cytosol, protégeant ainsi la cellule de leurs effets néfastes, et de faciliter 

le trafic lipidique intracellulaire (Bernlohr et al, 1997). Ces protéines interagissent aussi 

avec d’autres protéines comme l’enzyme Hormone-Sensitive Lipase (HSL) afin de favoriser 

leur translocation du cytosol vers les gouttelettes lipidiques (voir la section 3.2) (Shen et al, 

1999). 

Une fois dans la couche interne de la membrane de la cellule, les acides gras à 

longues chaînes subissent une estérification (AG-CoA) par des enzymes CoA synthétases. 

Cette étape se produit rapidement et les acides gras sont délogés de la membrane cellulaire 

par les FABPs. En fonction des besoins en énergie de la cellule, une partie des AG-CoA est 

orientée par certaines FABPs vers les mitochondries et les peroxysomes afin qu’ils soient 

convertis en énergie métabolique par oxydation. Les autres AG-CoA sont acétylés par 

l’enzyme Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase (GPAT) en acide lysophosphatidique puis 

par l’enzyme Lysophosphatidylphosphate Acyltransferase (LAT) en acide phosphatidique 
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(voir Figure 1). Ils seront ensuite convertis en différents types de phospholipides pour 

servir à la synthèse des membranes cellulaires ou encore en diglycérides puis en 

triglycérides qui seront entreposés dans des gouttelettes lipidiques (revu dans McArthur et 

al, 1999). Au besoin, ces triglycérides pourront être retransformés en acides gras à longues 

chaînes puis en AG-CoA afin d’être utilisés comme source d’énergie métabolique. 

3.2 La synthèse de novo des acides gras à longues chaînes 

L’ATP Citrate Lyase (ACL) catalyse la synthèse d’une molécule d’acétyl-CoA, le 

principal substrat requis pour la synthèse de novo des acides gras, à partir d’une molécule 

de citrate (Figure 1). L’Acetyl-CoA Carboxylase-α (ACC-α) catalyse ensuite la 

transformation de l’acétyl-CoA en malonyl-CoA (revu dans Swinnen et al, 2006). 

L’utilisation par ACL du citrate relâché dans le cytosol par le cycle de Krebs couple la 

synthèse des acides gras au métabolisme du glucose. Cette réaction permet de transformer 

en gras l’excédant de glucides apporté par la diète et d’entreposer cette énergie sous forme 

de triglycérides (Figure 1).  
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Figure 1 : Le métabolisme des acides gras.  

ACC, Acetyl-CoA Carboxylase-α; Ac-CoA, acétyl-CoA; ACL, ATP Citrate Lyase; AG, 

acide gras; ATGL, Adipose Triglyceride Lipase; BSA, Bovine Serum Albumin; CPT-1, 

carnitine palmitoyltransferase-1; DG, diglycéride; DGAT, Diacylglycerol Acyltransferase; 

FABP, Fatty Acid Binding Proteins; FAS, Fatty Acid Synthase; G6P, glucose-6-phosphate; 

GPAT, Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase; GPCR, G Protein Coupled Receptor; HSL, 

Hormone-Sensitive Lipase; LAT, Lysophosphatidylphosphate Acyltransferase; LCFACS, 

Long Chain Fatty Acid-CoA Synthetase; LPA, Lysophosphatidic Acid; Mal-CoA, malonyl-

CoA; MG, monoglycéride; MGL, Monoacylglycerol Lipase; PA, Phosphatidic Acid; PAP, 

Phosphatidic Acid Phosphohydrolase; PI3K, Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase; RTK, 

récepteur tyrosine kinase; SREBP-1, Sterol Regulatory Element Binding Protein-1; TG, 

triglycéride. 

 

La Fatty Acid Synthase (FAS), exprimée principalement dans le foie et les tissus 

adipeux, catalyse la synthèse d’une molécule de palmitate (acide gras saturé possédant une 

longue chaîne de 16 carbones) à partir d’une molécule d’acétyl-CoA et de sept molécules 

de malonyl-CoA. Dans les tissus normaux, FAS est faiblement exprimé en raison de 

l’apport en gras de notre diète. L’endomètre et les glandes mammaires durant la lactation 

font exception, FAS y étant fortement exprimé. Plusieurs types de cancers humains 

présentent un taux élevé de synthèse de novo des acides gras dont le cancer du sein et le 

cancer de la prostate. L’augmentation de la lipogenèse reflète une augmentation de 

l’activité et/ou de l’expression de certaines enzymes impliquées dans la synthèse des acides 

gras telles que FAS (revu dans Kuhajda, 2000) et ACC-α (Swinnen et al, 2000). 

L’inhibition de FAS par des inhibiteurs ou des ARNs interférents entraîne une diminution 

de la prolifération cellulaire et induit l’apoptose dans les cellules de cancers de la prostate 

et du sein (De Schrijver et al, 2003; Pizer et al, 1996). L’utilisation d’inhibiteurs ou 

d’ARNs interférents ciblant ACC-α ou ACL entraînent également une inhibition de la 

prolifération cellulaire et/ou l’induction de l’apoptose, ce qui suggère que ce ne serait pas 
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directement l’inhibition de FAS qui aurait un effet sur la prolifération des cellules 

cancéreuses, mais plutôt l’inhibition de la lipogenèse dans son ensemble (Brusselmans et 

al, 2005; Hatzivassiliou et al, 2005). Cette conclusion ne fait cependant pas l’unanimité. 

Certains groupes n’ont pas été en mesure d’observer une induction de l’apoptose des 

cellules suite à l’inhibition d’ACC-α ou d’ACL (Knowles et al, 2008; Zhou et al, 2003). Ils 

suggèrent donc que l’inhibition de ces enzymes diminuerait la prolifération cellulaire par un 

autre mécanisme que celui impliquant l’inhibition de FAS et que l’inhibition de la 

lipogénèse ne serait pas suffisante à elle seule pour engendrer l’apoptose des cellules 

cancéreuses.  

La cascade signalétique d’Akt (voir le chapitre 4, section 4.1 pour plus de détails sur 

cette protéine) est constitutivement active dans plusieurs lignées cancéreuses et cette 

activation chronique corrèle souvent avec la surexpression de FAS (Bandyopadhyay et al, 

2005; Van de Sande et al, 2005; Wang et al, 2005). Le lien entre ces deux protéines a été 

étudié de façon plus approfondie : Akt, via l’activation du complexe  Mammalian Target of 

Rapamycin 1 (mTORC1), stimule la synthèse et l’accumulation nucléaire des Sterol 

Regulatory Element Binding Proteins (SREBPs), des facteurs de transcription impliqués 

dans la régulation de l’expression de gènes intervenant dans la lipogenèse, dont FAS et 

GPAT (Bengoechea-Alonso & Ericsson, 2007; Porstmann et al, 2005; Porstmann et al, 

2008). Akt peut aussi activer directement ACL par phosphorylation et stimuler la 

transcription du transporteur du glucose GLUT1, augmentant la lipogenèse et la couplant 

au métabolisme du glucose (Barthel et al, 1999; Bauer et al, 2005; Berwick et al, 2002). 

L’inhibition de FAS diminue en retour l’activation d’Akt, suggérant un mécanisme 

d’activation en boucle de ces deux protéines (Wang et al, 2005). Des ARNs interférents 

dirigés contre FAS et des inhibiteurs pharmacologiques de la Phosphatidyl-Inositol-3 

Kinase (PI3K), un des principaux activateurs d’Akt, affectent de façon synergique la 

prolifération de cellules cancéreuses. 
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3.3 L’entreposage des acides gras : les gouttelettes lipidiques 

Les gouttelettes lipidiques (appelées aussi corps lipidiques) sont formées d’un 

noyau de lipides neutres (principalement des triglycérides) entouré d’une monocouche de 

lipides amphiphiles, tels que des phospholipides et du cholestérol, ainsi que de protéines 

(revu dans Olofsson et al, 2008). Chez les mammifères, les gouttelettes lipidiques sont 

présentes non seulement dans les cellules adipeuses et stéroïdogéniques, mais dans 

pratiquement tous les types de cellules bien que leur nombre et leur taille soient variables. 

Pendant longtemps, les gouttelettes lipidiques ont été considérées comme des sites 

d’entreposage inertes de lipides neutres. Avec l’avancement des connaissances sur leur 

structure et leur biologie, elles sont maintenant reconnues comme des organelles 

dynamiques. Les protéines présentes à leur surface sont impliquées dans leur transport et 

leur métabolisme en interagissant avec les autres organelles présentes dans le cytoplasme 

des cellules (Binns et al, 2006; Liu et al, 2007; Ozeki et al, 2005; Shaw et al, 2008). 

L’entreposage de lipides dans les gouttelettes lipidiques permet à la cellule de 

constituer une réserve d’énergie dans laquelle elle peut puiser de façon régulée selon ses 

besoins métaboliques. Cette énergie est libérée par un processus d’hydrolyse catalysé par 

des enzymes hydrolases lipidiques appelées lipases. Les produits de la lipolyse des 

triglycérides, un diglycéride et un acide gras, peuvent influencer la signalisation cellulaire 

de façon directe ou suite à une modification subséquente (revu dans Ducharme & Bickel, 

2008). Les acides gras peuvent entre autres agir sur l’expression génique en tant que 

ligands des Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR), des facteurs de 

transcription appartenant à la famille des récepteurs nucléaires (revu dans Ferre, 2004). 

3.3.1 Les protéines des gouttelettes lipidiques 

Les protéines de la famille des périlipines (aussi appelée famille PAT en référence 

aux trois premiers membres identifiés de cette famille : périlipine, adipophiline (aussi 

appelée ADRP) et TIP47) sont les principales protéines localisées à la membrane des 
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gouttelettes lipidiques (revu dans Londos et al, 2005; Miura et al, 2002). Elles possèdent de 

grandes similarités de séquence et proviennent vraisemblablement d’un gène ancestral 

commun (revu dans Londos et al, 2005). La périlipine n’est présente que dans les cellules 

adipeuses et stéroïdogéniques. Son rôle à la surface des gouttelettes lipidiques semble être 

de protéger les triglycérides de la lipolyse dans des conditions basales, c’est-à-dire ne 

demandant pas un accroissement de l’apport en énergie (Brasaemle et al, 2000b). En cas de 

besoin en énergie, la périlipine, une fois activée, sert de point d’ancrage sur les gouttelettes 

lipidiques à HSL qui effectue la lipolyse (Tansey et al, 2003). L’adipophiline et TIP47, 

quant à elles, sont exprimées de façon ubiquitaire. L’adipophiline est présente à la surface 

de la majorité des gouttelettes lipidiques, mais ne semble pas protéger les triglycérides de la 

lipolyse dans des conditions basales (Tansey et al, 2001). Le rôle principal de 

l’adipophiline semble être le partitionnement des triglycérides entre les gouttelettes 

lipidiques et la membrane cellulaire (Chang et al, 2006). De son côté, TIP47 n’est présente 

qu’occasionnellement à la surface des gouttelettes lipidiques, mais semble être recrutée 

rapidement aux gouttelettes préexistantes suite à un traitement des cellules avec certains 

acides gras tel que l’oléate (Ohsaki et al, 2006). Les autres membres de la famille des 

périlipines sont OXPAT, jouant également un rôle protecteur contre la lipolyse, et S3-12, 

exprimé seulement dans les adipocytes (Dalen et al, 2007; Wolins et al, 2003). 

En plus des protéines de la famille des périlipines, un grand nombre de protéines 

sont présentes à la surface les gouttelettes lipidiques. Certaines sont impliquées dans la 

biosynthèse des triglycérides comme GPAT, Diacylglycerol Acyltransferase (DGAT), 

Phosphatidic Acid Phosphohydrolase (PAP), Adipose Triglyceride Lipase (ATGL) et son 

co-activateur CGI-58 (aussi appelé Abhd5). D’autres telles que des protéines de la famille 

de Rab, des petites GTPases de la famille de Ras, mais aussi les Extracellular Signal-

Regulated Kinases 1 and 2 (ERK1/2) et PI3K sont impliquées dans diverses voies de 

signalisation incluant l’endocytose, la prolifération cellulaire, mais aussi dans l’oncogenèse 

(revu dans Fujimoto & Ohsaki, 2006; Yu et al, 1998; Yu et al, 2000). 
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Le rôle principal des protéines de la famille des périlipines est de réguler le 

recrutement et l’activité des lipases en fonction des besoins en énergie de la cellule, ce qui 

contrôle la lipolyse des triglycérides contenus dans les gouttelettes lipidiques. Cependant, 

comme suggéré par leur expression et localisation différentielles, chacun des membres de 

cette famille pourrait avoir un rôle spécifique à remplir, rôles encore peu étudiés à l’heure 

actuelle. De façon intéressante, lorsque des cellules sont cultivées in vitro en présence 

d’acides gras à longues chaînes, un sous-groupe de gouttelettes lipidiques se forme. Ces 

gouttelettes, plus petites et rassemblées à la périphérie des cellules, présentent à leur surface 

les protéines S3-12 et TIP47, mais non la périlipine (Wolins et al, 2005; Wolins et al, 

2003). Au fur et à mesure que ces nouvelles gouttelettes lipidiques grossissent par fusion et 

se rapprochent du centre de la cellule, leur composition en protéines change, incluant 

progressivement l’adipophiline puis la périlipine pour les gouttelettes lipidiques localisées 

les plus proches du noyau. Cette hétérogénéité de composition protéique suggère un 

processus coordonné de maturation et de transport des gouttelettes lipidiques dans la 

cellule, de leur site de biosynthèse à leur site d’entreposage (Wolins et al, 2006).  

3.3.2 Le métabolisme des gouttelettes lipidiques  

Il semblerait que les gouttelettes lipidiques soient formées dans une région 

spécialisée à la surface du réticulum endoplasmique (RE) puisqu’un marqueur du RE, le 

GRP-78, a été identifié à la surface des gouttelettes lipidiques (Marchesan et al, 2003; 

Robenek et al, 2006). Des observations effectuées dans des souris adipophiline-nulles 

suggèrent que cette protéine aurait un rôle à jouer dans la formation des gouttelettes 

lipidiques (Chang et al, 2006). Elle entraînerait la condensation des triglycérides dans la 

membrane du RE, formant ainsi une sorte de lentille en les empêchant de s’étaler entre les 

deux parois de la double couche de phospholipides. Les gouttelettes lipidiques pourraient 

alors se former en bourgeonnant à partir de la membrane du RE. Cependant, des études sont 

encore nécessaires afin de déterminer si les gouttelettes lipidiques se détachent 

complètement du RE ou si elles y restent liées. Des observations au microscope 
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électronique montrent parfois une continuité entre ces deux organelles, bien qu’une telle 

connexion ne semble pas fréquente (Blanchette-Mackie et al, 1995). 

Les gouttelettes lipidiques sont transportées dans la cellule par les microtubules. La 

protéine motrice dynéine a été mise en évidence à la surface des gouttelettes en réponse à 

son activation par la protéine kinase ERK2 (Bostrom et al, 2005; Targett-Adams et al, 

2003; Welte et al, 1998). L’association des gouttelettes lipidiques avec le réseau de 

microtubules est essentiel à l’accroissement de leur taille par fusion, un processus catalysé 

par le système α-Soluble N-Ethylmaleimide-Sensitive Factor Adaptor Protein Receptors 

(SNAREs) (Bostrom et al, 2007). L’entreposage de triglycérides dans les gouttelettes 

lipidiques facilite d’une part leur transport vers certaines destinations cellulaires et d’autre 

part l’interaction des lipides neutres et de leurs métabolites avec des cascades signalétiques 

spécifiques. Il permet aussi aux gouttelettes lipidiques d’entrer en contact avec diverses 

organelles nécessaires à leurs fonctions. Les triglycérides doivent être hydrolysés pour être 

utilisés et certaines des protéines indispensables à ce processus, comme l’hydrolase des 

triglycérides et la Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTP), se trouvent dans le 

lumen du RE (Hussain et al, 2003; Lehner et al, 1999). Ces deux organelles forment 

probablement des contacts rapprochés à certains moments. À ce titre, la protéine Rab18 

semble jouer un rôle important en éradiquant l’adipophiline de la surface des gouttelettes 

lipidiques ce qui facilite l’interaction des gouttelettes avec le RE (Ozeki et al, 2005). Les 

gouttelettes lipidiques assurent aussi le transport des lipides du RE vers d’autres organelles 

comme les mitochondries, l’appareil de Golgi ou la membrane plasmique (Levine, 2004; 

Voelker, 2003).  

3.4 La lipolyse des acides gras 

Au cours du processus de lipolyse, une molécule de glycérol et trois molécules 

d’acide gras sont produites par l’hydrolyse d’une molécule de triglycéride. Les acides gras 

sont relâchés dans la circulation afin d’être utilisés par des tissus présentant un besoin en 

énergie où ils seront estérifiés et dirigés vers les mitochondries pour produire de l’énergie 
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par oxydation. La lipolyse est sous le contrôle d’hormones telles que les catécholamines et 

l’insuline dont la sécrétion est régulée par la nutrition. En temps de besoin en énergie, 

comme lors d’exercice ou de jeûne, la lipolyse est activée par les catécholamines. Celles-ci 

se lient à des récepteurs couplés à des protéines Gαs ce qui stimule l’activation de 

l’adénylate cyclase et induit l’accumulation d’AMP cyclique (cAMP; Cyclic AMP) (voir le 

chapitre 5 pour plus de détails sur les récepteurs couplés aux protéines G). La cAMP active 

la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle HSL, ce qui augmente son activité lipolytique. 

L’activation de HSL par PKA in vitro est bien trop modeste (activation d’environ deux 

fois) pour expliquer à elle seule le niveau de lipolyse engendré par la stimulation de cette 

enzyme dans des cellules (entre 50 et 100 fois) (revu dans Londos et al, 1999). L’étude de 

la localisation cellulaire de HSL a montré qu’elle est normalement située dans le cytosol 

des adipocytes mais, suite à l’initiation de la lipolyse, elle s’associe aux gouttelettes 

lipidiques (Brasaemle et al, 2000a; Egan et al, 1992). La stimulation de PKA entraîne 

l’activation de la périlipine qui aide au recrutement de HSL aux gouttelettes lipidiques et 

facilite son activation par PKA. Cependant, même en absence de HSL, la stimulation de la 

périlipine par PKA cause une augmentation de la lipolyse ce qui suggère la présence 

d’autres lipases également sous le contrôle de la voie PKA (Souza et al, 2002; Tansey et al, 

2003). Les protéines kinases GSK et ERK1/2 (voir le chapitre 4, section 4.2 pour plus de 

détails sur cette dernière) assurent aussi la phosphorylation de HSL, entraînant une activité 

lipolytique similaire à celle observée suite à la phosphorylation de HSL par PKA 

(Greenberg et al, 2001). La kinase AMP-Dependent Protein Kinase (AMPK), une protéine 

servant de senseur d’énergie cellulaire, peut également phosphoryler HSL. La 

phosphorylation de HSL par AMPK empêcherait néanmoins sa phosphorylation 

subséquente par PKA, ce qui suggère qu’AMPK aurait un rôle anti-lipolytique (Garton & 

Yeaman, 1990). ATGL, également présente à la surface des gouttelettes lipidiques, est une 

autre lipase identifiée plus récemment. Contrairement à HSL, elle semble se lier aux 

gouttelettes de façon PKA-indépendante (Zimmermann et al, 2004). Son activation ne 

nécessite ni phosphorylation ni translocation, mais plutôt la liaison avec son co-activateur 

CGI-58 (Lass et al, 2006). Chez la souris, un modèle a été proposé selon lequel ATGL 
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serait la lipase principalement responsable de la lipolyse du premier acide gras des 

triglycérides alors que HSL s’occuperait essentiellement de la lipolyse des diglycérides 

(Zechner et al, 2005). Cependant, il n’a pas été montré que ce modèle pouvait être 

transposé à l’humain. Finalement, la lipolyse des monoglycérides s’effectue par la 

Monoacylglycerol Lipase (MGL).  

La lipolyse est régulée de bien des façons, non seulement par phosphorylation des 

différentes enzymes impliquées, mais aussi par la régulation de leur expression. Le Tumor 

Necrosis Factor-α (TNF-α) réduit l’expression de la périlipine. La forme inactive de cette 

protéine ayant comme principal rôle de protéger les triglycérides de la lipolyse dans des 

conditions ne demandant pas un apport en énergie, la diminution de son expression favorise 

l’accès des lipases aux gouttelettes lipidiques et entraine une augmentation de la lipolyse. À 

l’opposé, l’activation de PPARγ stimule l’expression de la périlipine qui, en diminuant 

l’accès des lipases aux gouttelettes lipidiques, produit une accumulation de triglycérides 

(revu dans Carmen & Victor, 2006; Ryden et al, 2004; Souza et al, 2003). 
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Chapitre 4. Voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération et la survie cellulaire 

Deux des voies les plus importantes pour la prolifération et la survie cellulaire sont 

les voies Akt et ERK1/2. Les premières études sur la voie Akt se sont concentrées sur son 

rôle en tant qu’oncogène inhibant l’apoptose (Downward, 1998). À la même époque, les 

études sur la voie ERK1/2 définissaient son importance dans la progression G1/S du cycle 

cellulaire, menant à une conception générale que la voie Akt contrôlerait la survie de la 

cellule alors que la voie ERK1/2 gérerait la progression du cycle cellulaire et la 

prolifération (Lavoie et al, 1996). Cependant, l’émergence de plusieurs preuves de 

l’implication de ERK1/2 dans des voies signalétiques de survie cellulaire ont brisé cette 

démarcation et il est accepté que ces deux voies contribuent toutes deux à la prolifération et 

à la survie des cellules (Erhardt et al, 1999; Kinoshita et al, 1997; Le Gall et al, 2000). 

4.1 La voie Akt 

Avec plus de 100 substrats répertoriés à ce jour, la sérine/thréonine kinase Akt est 

un noyau central dans la réponse aux facteurs de croissance, cytokines et autres stimuli 

cellulaires. Akt est impliquée dans le métabolisme du glucose, stimulant son entrée dans la 

cellule en réponse à l’insuline (Kohn et al, 1996).  Elle joue également un rôle dans 

plusieurs pathologies humaines, dont le cancer, favorisant entre autres la prolifération 

cellulaire, l’angiogénèse et la migration cellulaire (revu dans Altomare & Testa, 2005).  

4.1.1 Rôle d’Akt dans la survie cellulaire 

Le mécanisme principalement utilisé par Akt pour permettre la survie cellulaire est 

l’inhibition de processus ou de protéines pro-apoptotiques. Akt régule de façon négative la 

fonction ou l’expression de plusieurs protéines de la famille des Bcl-2 Homology Domain 3 

(BH3)-only qui exercent leur fonction pro-apoptotique en se liant et en inactivant les 
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membres « pro-survie » de la famille des Bcl-2. Ainsi, Akt entraîne l’inhibition de la 

protéine pro-apoptotique BAD par phosphorylation, créant un site de liaison aux protéines 

14-3-3 lesquelles catalysent la dissociation de BAD de ses cibles telle que BLC-xL (Figure 

2) (Datta et al, 1997; Datta et al, 2000). Akt inhibe aussi des facteurs de transcription tels 

que FOXO1, FOXO3a et FOXO4. Une fois phosphorylés par Akt, ces facteurs de 

transcription sont reconnus par les protéines 14-3-3 qui les délogent des promoteurs de 

leurs gènes cibles codant pour des protéines impliquées, entre autres, dans l’apoptose tels 

que la protéine BH3-only BIM ou le ligand de Fas, une cytokine pro-apoptotique (revu dans 

Tran et al, 2003). Akt phosphoryle également la kinase GSK3 entraînant son inactivation et 

l’empêchant d’inhiber la protéine pro-survie MCL-1 de la famille des Bcl-2 (Maurer et al, 

2006). Finalement, Akt peut inhiber la caspase-9 par phosphorylation, mais l’importance de 

cette action dans la survie cellulaire induite par Akt reste à approfondir (Cardone et al, 

1998). 
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Figure 2 : Signalisation des voies Akt et ERK1/2.  

4EBP, Eucaryotic Initiation Factor 4E Binding Protein; eIF4E, Eucaryotic Initiation 

Factor 4E; ERK1/2, Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2; FAK, Focal 

Adhesion Kinase; FOXO, Forkhead Box O; GPCR, G Protein Coupled Receptor; GSK3, 

Glycogen Synthase Kinase 3; MCL-1, Myeloid Cell Leukemia Sequence 1; MEK1/2, MAP 

Kinase / ERK Kinase 1 and 2; mTORC, Mammalian Target of Rapamycin Complex; PI3K, 

Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase; PIP2, Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate; PIP3, 

Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate; PDK, Phosphoinositide-Dependent Kinase; Pol 

I, ARN polymérase I; RSK, Ribosomal S6 Kinase; RTK, récepteur tyrosine kinase; S6K, S6 

Kinase; STAT1/3, Signal Transducer and Activator of Transcription 1 and 3; TSC, 

Tuberous Sclerosis Complex; UBF, Upstream Binding Factor. 

 

4.1.2 Rôle d’Akt dans la croissance cellulaire 

Une des fonctions les plus étudiées d’Akt est son rôle dans la croissance cellulaire, 

un processus par lequel les cellules augmentent leur masse en accentuant la biosynthèse des 

macromolécules, des membranes et des organelles. Akt phosphoryle et inhibe le Tuberous 

Sclerosis Complex 2 (TSC2) qui est lui-même un régulateur négatif de mTORC1, un 

complexe ayant une activité kinase composé entre autres des protéines mTOR et raptor 

(Goncharova et al, 2002; Inoki et al, 2002; Manning et al, 2002). TSC1, le partenaire de 

TSC2, est une protéine activant les GTPases (GTPase-Activating Protein (GAP)) qui agit 

sur Rheb, une petite GTPase de la famille de Ras. Rheb active fortement mTORC1 lorsque 

liée à la GTP (revu dans Manning & Cantley, 2003). Ainsi, Akt stimule de façon indirecte 

l’activité de mTORC1 en inhibant le complexe TSC2/TSC1 ce qui garde Rheb sous sa 

forme active et lui permet d’activer mTORC1. Le complexe mTORC1 est un régulateur 

important de l’initiation de la transcription et de la biogénèse des ribosomes, qui active 

entre autres la S6 Kinase 1 (S6K1) et le facteur d’initiation eucaryotique 4E (eIF4E; 

Eucaryotic Initiation Factor 4E), l’élément limitant de la transcription eucaryotique (Figure 
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2) (revu dans Wullschleger et al, 2006). Les cellules cancéreuses ayant une forte activité 

Akt présentent une augmentation de leur sensibilité aux inhibiteurs de mTORC1, comme la 

rapamycine, ce qui illustre l’importance de l’activation de ce complexe dans la signalisation 

de cette kinase (revu dans Sabatini, 2006). Il existe un deuxième complexe, mTORC2, 

formé entre autres des protéines mTOR et rictor, dont l’activité est insensible à la 

rapamycine. mTORC2 stimule l’activation de Rac et Rho, deux protéines impliquées dans 

l’organisation de l’actine, agissant ainsi sur le contrôle spatial de la croissance cellulaire 

(Jacinto et al, 2004).  

En plus d’augmenter sa production de protéines, une cellule en pleine croissance 

doit aussi augmenter sa synthèse de membranes afin d’accroître sa taille. Certaines cibles 

d’Akt, telles que ACL et FAS, ont un rôle dans le métabolisme des lipides et pourraient 

donc avoir un impact sur la synthèse des membranes (Berwick et al, 2002; Sundqvist et al, 

2005). 

4.1.3 Rôle d’Akt dans la prolifération et la régulation du cycle cellulaire 

Malgré le fait que la voie Akt soit plutôt connue pour sa fonction dans la survie 

cellulaire, elle joue également un rôle dans la prolifération des cellules. En effet, des 

inhibiteurs du cycle cellulaire, comme p21 et p27, comptent parmi les cibles d’Akt. Leur 

phosphorylation entraîne leur interaction avec les protéines 14-3-3 et leur séquestration au 

cytoplasme (Sekimoto et al, 2004; Zhou et al, 2001). Les cyclines D et E ainsi que les 

facteurs de transcription c-Jun et c-Myc sont importants dans la transition G1/S du cycle 

cellulaire. La kinase GSK3 induit la phosphorylation de ces protéines, entraînant leur 

dégradation par le protéasome. L’activation d’Akt augmente la stabilité de ces protéines, et 

donc favorise la division cellulaire, en inactivant GSK3 par phosphorylation (Diehl et al, 

1998; Wei et al, 2005; Welcker et al, 2003; Yeh et al, 2004). 
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4.2 La voie ERK1/2 

ERK1/2 sont des sérine/thréonine kinases multifonctionnelles, exprimées de façon 

ubiquitaire dans les cellules. Elles activent ou désactivent par phosphorylation une vaste 

panoplie de protéines localisées dans tous les compartiments cellulaires. Elles font partie de 

la grande famille des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) qui inclut également, 

entre autres, c-Jun NH2-terminal Kinase (JNK) et p38. Les substrats d’ERK1/2 incluent des 

protéines kinases, des protéines signalétiques, des récepteurs, des protéines du cytosquelette 

et des régulateurs de la transcription (Lewis et al, 1998; Pearson et al, 2001; Widmann et 

al, 1999). Cette voie de signalisation montre une grande conservation au cours de 

l’évolution, ce qui tend à prouver son importance pour la survie des cellules. Cette voie est 

activée préférentiellement par des facteurs extracellulaires mitogéniques, des stimuli de 

différentiation et des cytokines. L’association de ces ligands à leurs récepteurs 

membranaires respectifs induit l’activation de la petite GTPase Ras, laquelle recrute la 

MAP kinase kinase kinase Raf à la membrane cellulaire et la phosphoryle. Raf activée 

phosphoryle à son tour les MAP kinase kinases MEK1/2 (MAP Kinase / ERK Kinase 1 and 

2) qui activent les effecteurs MAP kinases ERK1/2 par phosphorylation (Figure 2). 

L’activation de la voie ERK1/2 par des mitogènes se fait en deux phases, une première 

phase rapide et aigüe entre 5 et 10 minutes après stimulation, puis une phase moins intense 

mais soutenue qui persiste jusqu’en phase G1 du cycle cellulaire (Kahan et al, 1992; 

Meloche et al, 1992).  

4.2.1 Rôle d’ERK1/2 dans la survie cellulaire 

L’effet d’ERK1/2 sur la survie cellulaire implique souvent l’activation ou 

l’inhibition des protéines de la famille des Bcl-2. Cette famille comporte des membres pro-

apoptotiques (comme BIM, BAD, BAX et BAK) ainsi que des membres pro-survie (Bcl-2, 

BCL-xL et MCL-1). Ces protéines contrôlent le relâchement du cytochrome c des 

mitochondries, un mécanisme assurant l’activation des caspases et la mort cellulaire 

(Brunelle & Letai, 2009). 
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L’absence de facteurs de croissance dans le milieu mène à l’inactivation d’ERK1/2, 

à la déphosphorylation et à l’entrée de FOXO3A au noyau, ce qui entraîne l’augmentation 

de l’expression de BIM (Yang et al, 2008). L’activation d’ERK1/2, tout comme celle 

d’Akt, induit la phosphorylation de FOXO3A, ce qui cause sa dégradation par le 

protéasome et engendre une baisse du niveau d’expression de BIM (Figure 2) (Fu & 

Tindall, 2008). ERK1/2 activées peuvent aussi bloquer la liaison entre BIM et des protéines 

anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2, comme BCL-xL et MCL-1 (Ewings et al, 2007).  

L’activation d’ERK1/2 induit l’ubiquitination et la dégradation de BAD en activant 

RSK (Ribosomal S6 Kinase) (Fueller et al, 2008). L’inhibition de BAD par 

phosphorylation par RSK ou Akt facilite son interaction avec les protéines 14-3-3, 

entraînant sa dégradation. À l’opposé, la phosphorylation de BAD induite par PKA bloque 

son interaction avec des protéines pro-survie et conduit à sa dissociation des mitochondries 

(Datta et al, 2000; Lizcano et al, 2000; Virdee et al, 2000).  

L’expression de MCL-1 est souvent élevée dans les tumeurs ou les lignées 

cancéreuses et son expression est associée à un mauvais pronostic et à la résistance aux 

traitements. La phosphorylation de MCL-1 par ERK1/2 conduit à sa stabilisation (Domina 

et al, 2004). MCL-1 peut également être phosphorylé par GSK3β, ce qui a pour effet de la 

rendre instable et d’induire sa dégradation. L’activation d’ERK1/2 ou d’Akt inhibe GSK3β 

par phosphorylation (Figure 2) (Kobayashi et al, 2005; Sutherland et al, 1993). ERK1/2 

possèdent donc un double mécanisme afin d’assurer la stabilité de la protéine MCL-1 et 

l’inhibition de la voie ERK1/2 est souvent accompagnée d’une réduction de l’expression de 

MCL-1. 

4.2.2 Rôle d’ERK1/2 dans la croissance cellulaire 

L’Activation d’ERK1/2 induit la phosphorylation du facteur d’initiation de la 

transcription eIF4E par l’intermédiaire des protéines kinases Mnk1/2 (Ueda et al, 2004; 

Waskiewicz et al, 1999). ERK1/2 agit aussi sur la transcription ribosomale en 
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phosphorylant Upstream Binding Factor (UBF), un activateur de l’ARN polymérase I 

(Stefanovsky et al, 2001). L’impact principal d’ERK1/2 sur la croissance se trouve au 

niveau de son activation de la voie mTOR par l’inactivation du complexe TSC1/TSC2 (Ma 

et al, 2005; Roux et al, 2004). Ainsi, les voies de signalisation d’ERK1/2 et d’Akt 

coopèrent dans l’activation des complexes kinases mTOR afin de promouvoir la croissance 

cellulaire. 

4.2.3 Rôle d’ERK1/2 dans la prolifération et la régulation du cycle 

cellulaire 

L’activation de la voie ERK1/2 est nécessaire à l’initiation de la transcription de la 

cycline D1 et à la stabilisation du facteur de transcription c-Myc, deux acteurs majeurs du 

cycle cellulaire (Balmanno & Cook, 1999; Sears et al, 2000). L’activation continue 

d’ERK1/2 durant la phase G1 est requise pour permettre une entrée en phase S, mais 

insuffisante à elle seule pour faire entrer les cellules en phase S (Yamamoto et al, 2006), 

l’activité de la PI3K étant aussi requise (Jones & Kazlauskas, 2001; Treinies et al, 1999). 

ERK1/2 sont ensuite rapidement inactivées durant la transition G1/S, leur activité ne 

semblant pas requise lors de la phase S (Meloche, 1995).  
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Chapitre 5. Les récepteurs couplés aux protéines G  

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR; G Protein Coupled Receptor) 

forment la plus grande famille de protéines membranaires et sont responsables de la 

majorité des réponses cellulaires aux hormones, aux neurotransmetteurs, ainsi qu’aux 

stimuli olfactifs et gustatifs. Il existerait environ 865 gènes codant pour des GPCRs chez 

l’humain, dont approximativement 500 récepteurs olfactifs, ce qui correspondrait à ~ 5 % 

du génome (Heilker et al, 2009). Une centaine de GPCRs seraient toujours dits 

« orphelins », c’est-à-dire sans ligands connus.  

Les GPCRs sont formés de sept domaines transmembranaires reliés par des boucles 

intracellulaires et extracellulaires en alternance. Leur queue N-terminale, à l’extérieur de la 

cellule, sert de point d’ancrage à leurs ligands tandis que leur queue C-terminale, du côté 

cytosolique, lie les protéines effectrices appelées petites protéines G. Ces dernières sont 

responsables de la transmission des signaux cellulaires induits par l’activation des GPCRs.  

5.1 Activation des GPCRs via l’association avec leurs ligands 

Les protéines liant la guanine, ou « protéines G », alternent entre un état actif lié à la 

GTP et un état inactif lié à la GDP. Elles forment un hétéro-trimère composé des sous-

unités Gα, Gβ et Gγ qui sont liées à la fois à la queue N-terminale des GPCRs et à la 

membrane plasmique. La sous-unité Gα est responsable de la liaison avec le GTP/GDP. 

Gα-GDP se lie fermement au dimère Gβγ, favorisant leur localisation à la membrane et 

renforcissant leur association aux GPCRs (Robillard et al, 2000). Le dimère Gβγ agit 

comme inhibiteur de la dissociation de la guanine (Guanine-nucleotide Dissociation 

Inhibitor (GDI)), ralentissant le relâchement du GDP par la sous-unité Gα et donc 

empêchant son activation (Brandt & Ross, 1985; Higashijima et al, 1987). Une fois associé 

à son ligand, le GPCR agit en tant que facteur d’échange de la guanine (Guanine-nucleotide 

Exchange Factor (GEF)), libérant le GDP lié à la sous-unité Gα. Cette dernière est alors 
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libre de se lier au GTP, qui se trouve en excès par rapport au GDP dans les cellules, ce qui 

entraîne son activation. Gα-GTP se dissocie de Gβγ (Wall et al, 1998) et ces deux 

complexes interagissent avec diverses protéines effectrices pour initier une signalisation 

intracellulaire. L’activité intrinsèque GTPase de la sous-unité Gα cause l’hydrolyse du GTP 

en GDP, ramenant Gα à son état inactif et entraînant sa réassociation au dimère Gβγ (Ford 

et al, 1998; Li et al, 1998). 

5.2 La sous-unité Gα  

5.2.1 Caractérisation 

Il existe 16 gènes chez l’humain codant pour des sous-unités Gα, ces protéines étant 

regroupées en quatre classes selon leur similarité de séquence : Gαs, Gαi/o, Gαq et Gα12/13 

(revu dans Simon et al, 1991). La sous-unité Gα est composée de deux domaines. Le 

premier comporte une structure similaire à la famille des GTPases Ras et le deuxième est 

constitué d’hélices alpha. Les deux domaines forment ensemble une pochette servant à lier 

la guanine. La sous-unité Gα contient également trois régions flexibles qui changent de 

conformation lors de la liaison avec le GTP, ce qui diminue l’affinité pour le dimère Gβγ et 

augmente celle pour les protéines effectrices de Gα (revu dans Sprang, 1997).  

5.2.2 Signalisation induite par l’activation des sous-unités Gα 

Chacune des classes de sous-unités Gα possède des effecteurs particuliers. Gαs fût la 

première protéine G identifiée, nommée ainsi pour son rôle de stimulateur de l’adénylate 

cyclase (Ross & Gilman, 1977). L’activation de l’adénylate cyclase catalyse la formation 

de cAMP, un second messager impliqué dans plusieurs mécanismes cellulaires. Le cAMP 

active entre autres la PKA et la voie ERK1/2 via la GTPase Rap-1 (Schmitt & Stork, 2002).  

Gαi a été le premier membre de sa classe identifié et fût nommé ainsi en raison de 

son rôle d’inhibiteur de l’adénylate cyclase (Hildebrandt et al, 1983; Smith & Limbird, 
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1982). En plus d’inhiber les effets engendrés par la production de cAMP, les protéines Gαi 

et Gαo entrainent la signalisation de c-Src qui active STAT3 et ERK1/2. La voie Gαi/o est 

inhibée de façon spécifique par la toxine de pertussis qui ajoute un ribose-ADP à la queue 

C-terminale des sous-unités Gαi/o ce qui les empêche de se lier à leur récepteur et donc les 

maintient dans leur forme inactive (Murayama & Ui, 1983).  

La sous-unité Gαq active la phospholipase C-β qui hydrolyse l’inositol 4,5-

bisphosphate (IP2) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)  et en diglycéride, deux seconds 

messagers (revu dans Rhee, 2001). Le diglycéride recrute la protéine kinase C à la 

membrane et l’active alors que l’IP3 entraîne un relâchement du calcium dans le cytosol. Ce 

relâchement stimule les canaux calciques à la surface des cellules qui initient le recrutement 

du calcium extracellulaire.  

Gα12 et Gα13 ont été découvertes plus tardivement grâce à leur similarité de 

séquence avec les autres protéines Gα. Elles peuvent stimuler l’activité de PDZ-RhoGEF, 

un facteur d’échange de la guanine et donc activateur de la famille Rho (Fukuhara et al, 

1999). Gα12 a été identifiée comme oncogène et il semblerait que ses effets sur l’expression 

génique passeraient par l’activation de membres de la famille des MAPKs tels que ERK5 

ou JNK (Chan et al, 1993).  

5.3 Le dimère Gβγ 

5.3.1 Caractérisation 

Il existe 5 gènes codant pour des sous-unités Gβ (revu dans Clapham & Neer, 1997; 

Fletcher et al, 1998) et 12 gènes codant pour des sous-unités Gγ chez l’humain (Huang et 

al, 1999; Ray et al, 1995) (revu dans Simon et al, 1991). La plupart des combinaisons Gβγ 

sont fonctionnelles, bien qu’il y ait quelques exceptions comme par exemple Gβ2γ1. Des 

évidences montrent que des combinaisons spécifiques de dimères Gβγ seraient nécessaires 

pour l’activation de certains récepteurs et l’induction subséquente de voies de signalisation 
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précises. Contrairement à la sous-unité Gα, le dimère Gβγ forme une structure stable qui ne 

change pas de conformation lors de la dissociation induite par la fixation de GTP à Gα 

(Sondek et al, 1996). L’association avec la sous-unité Gα empêche le dimère Gβγ de se lier 

à ses effecteurs, ce qui suggère que le site de liaison de Gβγ pour ses effecteurs et pour Gα 

est au moins partiellement partagé.  

5.3.2 Signalisation induite par l’activation du dimère Gβγ 

Le complexe Gβγ régule au moins quatre effecteurs de façon directe : la 

phospholipase Cβ, l’adénylate cyclase, les canaux potassiques et la PI3K (Boyer et al, 

1992; Logothetis et al, 1987; Stephens et al, 1994; Tang & Gilman, 1991). Le dimère Gβγ 

active aussi de façon indirecte la petite GTPase Ras, entrainant l’activation de voies de 

signalisation des MAPKs dont ERK1/2, JNK et p38 (Coso et al, 1996; Crespo et al, 1994; 

Yamauchi et al, 1997).  
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Chapitre 6. Les récepteurs aux acides gras 

Les acides gras jouent des rôles importants dans divers processus physiologiques, 

mais jusqu’à récemment, le dogme accepté était que ces processus ne pouvaient être activés 

que suite à l’entrée des acides gras dans les cellules et à leur métabolisme. L’identification 

de récepteurs membranaires spécifiques aux acides gras a ouvert d’autres hypothèses quant 

à l’influence de ces métabolites sur la signalisation intracellulaire. 

6.1 Les récepteurs de la famille GPR40-43 

Les gènes encodant les protéines GPR40, GPR41 et GPR43 (également nommées 

FFA1, FFA3 et FFA2 ou FFAR1, FFAR3 et FFAR2, respectivement) sont regroupés sur le 

chromosome 19q13.1 chez l’humain (Sawzdargo et al, 1997). Un quatrième gène identifié 

dans cette famille, GPR42, posséde 98 % d’homologie de séquence avec GPR41 ; il serait 

vraisemblablement une duplication non-fonctionnelle de GPR41 (Brown et al, 2003). 

6.1.1 GPR40 

6.1.1.1 Caractérisation du récepteur GPR40 

En 2003, trois groupes ont identifié, indépendamment les uns des autres, les acides 

gras à moyennes et à longues chaînes comme étant les ligands de GPR40 (Briscoe et al, 

2003; Itoh et al, 2003; Kotarsky et al, 2003). Une quarantaine d’acides gras saturés et 

insaturés sont en mesure d’activer GPR40 à des concentrations de l’ordre du micromolaire. 

Ce récepteur peut également être activé par des membres de la famille des 

thiazolidinédiones, des drogues synthétiques agonistes du récepteur PPARγ utilisées dans le 

traitement du diabètes (Kotarsky et al, 2003). Des essais d’influx de calcium ont déterminé 

que GPR40 est couplé à la petite protéine Gαq alors qu’un traitement à la toxine de 
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pertussis, qui bloque les effets de l’activation de ce récepteur, a révélé que GPR40 serait 

aussi couplé à Gαi/o (Fujiwara et al, 2005; Hardy et al, 2005; Yonezawa et al, 2004). 

6.1.1.2 Expression du récepteur GPR40 

Les trois études initiales portant sur GPR40 ont montré qu’il était exprimé dans le 

pancréas, plus spécifiquement dans les cellules β des îlots de Langerhans (Briscoe et al, 

2003; Itoh et al, 2003; Kotarsky et al, 2003). Son expression dans le cerveau a été 

longtemps controversée, mais des études récentes semblent la confirmer (Ma et al, 2008a; 

Ma et al, 2007). GPR40 a aussi été détecté dans des lignées de cellules cancéreuses 

mammaires humaines (Hardy et al, 2005; Yonezawa et al, 2004), dans des cellules 

épithéliales mammaires bovines (Yonezawa et al, 2008), dans l’appareil gastro-intestinal de 

souris (Edfalk et al, 2008) ainsi que dans les cellules normales épithéliales bronchiales 

humaines (Gras et al, 2009). 

6.1.1.3 Fonctions du récepteur GPR40 

Les acides gras jouent un rôle important dans les cellules β du pancréas. Une hausse 

de la concentration en acides gras circulant dans le sang augmente la sécrétion d’insuline en 

réponse à une stimulation par le glucose (Seyffert & Madison, 1967; Stein et al, 1997). 

L’absence d’acides gras circulants entrave la sécrétion d’insuline induite par le glucose ce 

qui tend à montrer que les acides gras seraient essentiels à la sécrétion basale d’insuline 

(Stein et al, 1996). Étant donné la forte expression de GPR40 dans les cellules β du 

pancréas, plusieurs études se sont penchées sur sa fonction dans ce tissu. L’inhibition de 

l’expression de GPR40 par siRNA dans les lignées cellulaires murines pancréatiques MIN6 

et INS-1E cause une diminution importante de la sécrétion d’insuline induite par les acides 

gras en présence d’une concentration de glucose élevée (Itoh et al, 2003; Salehi et al, 2005; 

Schnell et al, 2007; Shapiro et al, 2005). Ceci a été confirmé par des études sur des îlots 

pancréatiques isolés de souris n’exprimant pas GPR40 à la suite d’une délétion génique 

(Latour et al, 2007; Steneberg et al, 2005; Tan et al, 2008). De façon inverse, la 
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surexpression transgénique du récepteur GPR40 ou l’administration d’agonistes de GPR40 

augmente la sécrétion d’insuline chez les souris (Doshi et al, 2009; Nagasumi et al, 2009; 

Tan et al, 2008).  

À plus long terme, une concentration élevée d’acides gras inhibe les fonctions des 

cellules β du pancréas. Une élévation chronique des niveaux d’acides gras dans le sang 

bloque la sécrétion d’insuline (Prentki et al, 2002) et entraîne l’apoptose des cellules β (El-

Assaad et al, 2003; Lee et al, 1994). Un groupe a montré que des souris n’exprimant pas 

GPR40, suite à une délétion génique, et soumises à une diète riche en acides gras 

devenaient obèses tout comme les souris sauvages soumises à la même diète. Par contre, 

ces souris semblaient protégées contre le développement de l’intolérance au glucose et de la 

résistance à l’insuline observées chez les souris sauvages (Steneberg et al, 2005). Plusieurs 

études subséquentes sur des souris n’exprimant pas GPR40 n’ont pu reproduire cette 

protection vis-à-vis des effets de l’exposition à long terme aux acides gras (Kebede et al, 

2008; Lan et al, 2008; Latour et al, 2007; Tan et al, 2008). Les souris transgéniques 

semblaient même développer de l’hyperglycémie plus rapidement que les souris sauvages 

et la sécrétion d’insuline induite par le glucose était limitée par l’absence de GPR40 

(Kebede et al, 2008). Ces études ont mené à l’élaboration de l’hypothèse selon laquelle 

l’hyperinsulinémie induite par les acides gras représenterait un mécanisme par lequel les 

cellules β tenteraient de compenser la résistance à l’insuline et cette capacité serait 

compromise par la délétion de GPR40 (Kebede et al, 2009). Le récepteur GPR40 jouerait 

donc un rôle essentiel dans la compensation de la résistance à l’insuline et le 

développement du diabètes de type 2.  

Des lignées cancéreuses du sein étant sensibles aux effets de divers acides gras à 

longues chaînes, l’expression du récepteur GPR40 dans ces cellules a été caractérisée et son 

rôle potentiel a été étudié. L’oléate et le linoléate induisent un influx rapide de calcium dans 

les cellules MCF-7, influx sensible à un traitement à la toxine de pertussis, un inhibiteur des 

petites protéines G (Yonezawa et al, 2004). Dans les cellules MDA-MB-231, l’oléate induit 

également la prolifération cellulaire ainsi qu’un influx rapide de calcium (Hardy et al, 
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2000; Hardy et al, 2005; Soto-Guzman et al, 2008). De plus, l’utilisation d’un shRNA 

contre GPR40 diminue légèrement l’effet prolifératif de l’oléate sur ces cellules (Hardy et 

al, 2005). Une étude dans des cellules épithéliales bronchiales humaines a suggéré que la 

rosiglitazone et la troglitazone, deux drogues de la famille des thiazolidinédiones, des 

agonistes du récepteur PPARγ, induiraient la prolifération de ces cellules in vitro par un 

mécanisme impliquant GPR40, indépendamment de PPARγ (Gras et al, 2009).  

6.1.2 GPR41 et GPR43 

6.1.2.1 Caractérisation des récepteurs GPR41 et GPR43 

En 2003, trois études indépendantes ont montré que les récepteurs GPR41 et GPR43 

ont comme ligands des acides gras à courtes chaînes, ceux ne dépassant pas cinq carbones 

ayant le plus haut potentiel en tant qu’agonistes (Brown et al, 2003; Le Poul et al, 2003; 

Nilsson et al, 2003). GPR41 et GPR43 partagent 43 % d’homologie de séquence et ont des 

potentiels de liaison très similaires avec les mêmes acides gras. Cependant, alors que 

GPR43 peut se coupler aux petites protéines Gαi/o et Gαq, GPR41 ne semble capable de se 

coupler qu’aux protéines Gαi/o.  

6.1.2.2 Expression des récepteurs GPR41 et GPR43 

GPR43 est principalement exprimé dans les cellules immunitaires ainsi que dans la 

moelle épinière et la rate (Brown et al, 2003; Le Poul et al, 2003; Nilsson et al, 2003). 

GPR41 semble avoir un plus large éventail d’expression, ayant été retrouvé principalement 

dans les tissus adipeux, mais également dans le pancréas, la rate, la moëlle épinière, les 

ganglions et des cellules mononucléées du sang périphérique (Brown et al, 2003; Le Poul et 

al, 2003). 
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6.1.2.3 Fonctions des récepteurs GPR41 et GPR43 

Le rôle des récepteurs GPR41 et GPR43 est encore vague. Une augmentation locale 

de la concentration en acides gras à courtes chaînes a été observé lors d’infections par des 

bactéries anaérobiques (Ladas et al, 1979). Ces acides gras induisent, par chimiotaxie, le 

recrutement des leucocytes vers le site d’infection par un mécanisme impliquant un influx 

de calcium (Cavaglieri et al, 2003; Le Poul et al, 2003; Nakao et al, 1992). L’expression de 

GPR43 étant élevée dans les leucocytes, il pourrait intervenir dans ce processus. 

Cependant, les études d’inhibition de ces récepteurs par siRNA se sont concentrées 

uniquement sur leur rôle potentiel dans les adipocytes. L’expression de GPR43 semble 

augmenter dans les adipocytes différenciés (Hong et al, 2005). L’inhibition de GPR43 par 

siRNA bloquerait la différentiation des adipocytes. La présence d’acides gras à courtes 

chaînes entraîne une augmentation de l’expression de la leptine dans ces cellules (Xiong et 

al, 2004). L’inhibition de GPR41 par siRNA abolit presque totalement la capacité du 

propionate à induire l’expression de la leptine.  

6.2 GPR120 

6.2.1 Caractérisation du récepteur GPR120 

GPR120 est activé par des acides gras saturés et insaturés à moyennes et à longues 

chaînes (Hirasawa et al, 2005). Identifié plus récemment, moins de choses sont connues sur 

ce récepteur. Il ne présente pas de similarité significative au niveau de sa séquence avec les 

membres de la famille GPR40-43. L’activation de GPR120 par des acides gras causant une 

élévation transitoire du calcium, ce récepteur serait probablement couplé à des petites 

protéines Gαq.  
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6.2.2 Expression du récepteur GPR120 

GPR120 est exprimé au niveau des tissus adipeux, des poumons et du système 

digestif, principalement dans le colon, ainsi que dans la lignée de cellules endocrines 

intestinales STC-1 (Gotoh et al, 2007; Hirasawa et al, 2005; Katsuma et al, 2005). Malgré 

un premier rapport négatif concernant l’expression de ce récepteur dans les MIN6 

(Hirasawa et al, 2005), une lignée de cellules β pancréatiques murines, deux groupes ont 

récemment détecté son expression dans les îlots pancréatiques murins et humains (Kebede 

et al, 2009; Morgan & Dhayal, 2009).  

6.2.3 Fonctions du récepteur GPR120 

Les acides gras saturés et insaturés à moyennes et à longues chaînes induisent un 

influx de calcium dans les cellules STC-1 via l’activation de GPR120 (Hirasawa et al, 

2005). Cependant, seuls les acides gras insaturés semblent aptes à entraîner la sécrétion de 

GLP-1 en réponse à la stimulation de ce récepteur. L’activation de GPR120 par le linoléate 

entraîne la protection des cellules STC-1 contre l’apoptose induite par la privation en 

sérum. Cette protection impliquerait les voies de signalisation ERK1/2 et Akt (Katsuma et 

al, 2005). De plus, l’expression de GPR120 augmentant durant la différenciation des 

adipocytes, ce récepteur semble jouer un rôle important lors du développement des cellules 

adipeuses (Gotoh et al, 2007; Miyauchi et al, 2009). 

6.3 Récepteurs activés par des dérivés des acides gras 

Plusieurs GPCRs sont des récepteurs pour des dérivés des acides gras, comme les 

récepteurs aux leukotriènes (revu dans Duroudier et al, 2009), aux prostaglandines (revu 

dans Sugimoto & Narumiya, 2007) et aux lysophospholipides comme l’acide 

lysophatidique (LPA) et la sphingosine 1-phosphate (S1P) (revu dans Meyer zu Heringdorf 

& Jakobs, 2007). Diverses études ont montré que ces dérivés pouvaient réguler la 

prolifération et la survie cellulaires. D’autres travaux ont montré leur importance dans le 
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développement du cancer (Bergelin et al, 2009; Gibbs et al, 2009; Hurst & Hooks, 2009; 

revu dans Wymann & Schneiter, 2008).  

6.3.1 Récepteurs au LPA 

Les récepteurs au LPA sont divisés en deux familles. Les trois premiers récepteurs à 

avoir été identifiés font partie de la famille des Endothelial Cell Differentiation Gene (Edg) 

(An et al, 1998; Bandoh et al, 1999; Hecht et al, 1996). Les trois récepteurs au LPA 

membres de cette famille (LPA1/Edg2, LPA2/Edg4 et LPA3/Edg7) sont exprimés de façon 

ubiquitaire. Ils sont généralement couplés aux petites protéines Gαi/o, Gαq ou Gα12/13 et leur 

activation peut entraîner l’inhibition de l’adénylate cyclase, un influx de calcium 

cytosolique, le remodelage du cytosquelette, la migration, l’invasion et l’activation de voies 

de signalisation impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire comme ERK1/2 ou 

Akt (revu dans Mills & Moolenaar, 2003).  

Le deuxième groupe de récepteurs au LPA, membres de la famille des récepteurs 

purinergiques P2Y, incluent LPA4/P2Y9, LPA5/GPR92, LPA6/P2Y5 et possiblement 

LPA7/GPR87 et LPA8/P2Y10 (Murakami et al, 2008; Tabata et al, 2007).  Les récepteurs 

LPA4-6 sont exprimés faiblement dans la majorité des tissus (revu dans Ishii et al, 2009). 

LPA4 est fortement exprimé dans les ovaires et un haut niveau d’expression de LPA5 a été 

observé dans les intestins. Plusieurs études seront encore nécessaires afin de déterminer 

avec précision leur couplage avec les petites protéines G et leurs fonctions. Le LPA est 

également en mesure de se lier au récepteur nucléaire PPARγ et de stimuler l’expression de 

gènes contrôlés par ce récepteur, mais les implications physiologiques de cette liaison ne 

sont pas encore connues (McIntyre et al, 2003).  

Depuis longtemps, le LPA est connu pour jouer un rôle dans l’initiation et la 

progression de plusieurs types de cancers dont le cancer de l’ovaire, du sein et de la 

prostate (Xie et al, 2002; Xu et al, 1995). Le LPA entraîne la prolifération et la migration 

de cellules du cancer du sein et de la prostate, ainsi que l’activation de mécanismes 
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d’invasion. Ces effets ont aussi été observés suite à un traitement au lysophospholipide S1P 

(Boucharaba et al, 2009; Gibbs et al, 2009).  

6.3.2 Récepteurs au S1P 

Il existe cinq récepteurs au S1P connus, tous membres de la famille des Edg : 

S1P1/Edg1, S1P2/Edg5, S1P3/Edg3, S1P4/Edg6 et S1P5/Edg8 (revu dans Sanchez & Hla, 

2004). S1P1-3 sont exprimés de façon ubiquitaire alors que S1P4 est retrouvé principalement 

dans les tissus hématopoïétiques et lymphoïdes et S1P5 dans le cerveau. Le récepteur S1P1 

est particulier puisqu’il est couplé uniquement à Gαi/o. Son activation peut entraîner, entre 

autres, une augmentation de la prolifération, de la survie cellulaire, de la migration et de 

l’angiogénèse en activant les voies ERK1/2, Akt et Rac (Li et al, 2009; Okamoto et al, 

1998; Van Brocklyn et al, 2002). S1P2 et S1P3, couplés à Gαi/o, Gαq et Gα12/13, activant la 

phospholipase C, ERK1/2 et Rho, induisent un influx de calcium cytosolique et contribuent 

au développement vasculaire (An et al, 2000). Contrairement à S1P1 et S1P3 qui 

augmentent la migration par l’activation de la voie Rac, S1P2 inhibe la migration de 

plusieurs types cellulaires (Arikawa et al, 2003; Sanchez et al, 2005). S1P4 et S1P5 quant à 

eux ne sont couplés qu’à Gαi/o et Gα12/13. S1P5 est unique parmi des récepteurs au S1P 

puisqu’il est le seul à induire une inhibition de la voie ERK1/2, entraînant une diminution 

de la prolifération (Malek et al, 2001).  

 



 

 

 

51 

Objectifs de la thèse 
 

Les études épidémiologiques concernant une diète riche en gras ou l’obésité et le 

développement du cancer du sein et de la prostate présentent des résultats incohérents; il est 

difficile d’en tirer des renseignements utiles permettant d’établir un lien entre le gras et le 

cancer. Afin d’être en mesure de concevoir de nouvelles études plus appropriées desquelles 

nous pourrions tirer de meilleures conclusions sur le rôle des acides gras dans le 

développement et la croissance des cancers, il serait important, dans un premier temps, de 

mieux connaître l’implication des acides gras et de leur métabolisme dans la carcinogenèse 

puisque peu de choses sont connues à ce sujet.  

 

Les acides gras insaturés causent une augmentation de la prolifération des cellules 

cancéreuses du sein in vitro. L’oléate est l’acide gras insaturé le plus abondant dans la diète 

et le sérum humains. L’oléate étant également l’acide gras insaturé qui causait le meilleur 

effet prolifératif dans les cellules de cancer du sein, l’objectif principal de ce projet sera 

d’identifier les étapes moléculaires de cet effet prolifératif afin de connaître le rôle potentiel 

de l’oléate dans la tumorigenèse. Le métabolisme des acides gras ainsi que certains 

récepteurs membranaires aux acides gras semblent jouer un rôle dans l’effet prolifératif de 

l’oléate, mais leur implication respective précise dans ce phénomène n’est pas clairement 

définie. Ces connaissances pourraient être très utiles pour l’élaboration de nouvelles 

stratégies thérapeutiques ainsi que pour définir des recommandations diététiques pour la 

prévention des cancers chez les humains. GPR40 étant un récepteur des acides gras, l’étude 

de son mécanisme d’action pourrait également avoir des implications dans l’obésité et le 

diabète. 

 

 



 

 

Matériels et Méthodes 

Matériels 

Les sels sodiques d’acides gras ont été achetés chez Nu-Check Prep (Elysian, MN). 

L’albumine de sérum bovin (BSA; Bovine Serum Albumin) sans acides gras (fraction V) a 

été obtenue de Sigma (St-Louis, MO). La [3H]-thymidine (activité spécifique, 71 Ci/mmol) 

a été obtenue de PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). La lipofectamine 2000, le 

réactif TRIzol et la transcriptase inverse M-MLV ont été achetés chez Invitrogen (Paisley, 

UK). La toxine de pertussis provient de Calbiochem (La Jolla, CA). Les inhibiteurs 

pharmacologiques PD98059 et LY294002 ont été achetés chez Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA). Le substrat pour les essais d’activité de la caspase-3 Ac-DEVD-7-amino-4-

trifluoromethyl coumarin et l’inhibiteur wortmannin proviennent de Biomol International 

L.P. (Plymouth Meeting, PA). 

Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231, T47D et ZR-75, les lignées 

de cancer de la prostate DU145, PC-3, LNCaP et 22Rv1 et la lignée de cancer du colon 

HRT-18 ont été obtenues de l’American Type Culture Collection (Manassas, VA). Les 

cellules cancéreuses ont été cultivées à 37°C avec 5 % de CO2 dans un milieu minimum 

essentiel sans rouge phénol comprenant des acides aminés essentiels (Sigma) supplémenté 

de glutamine à 2 mM, d’HEPES à 10 mM (pH 7,4) et de 5 % de sérum de veau fœtal 

(Wisent Inc., St-Bruno, Québec). Ce milieu est subséquemment appelé milieu standard. Les 

cellules épithéliales mammaires humaines (HMECs; Human Mammary Epithelial Cells) 

obtenues chez Cambrex Bio Science (Walkersville, MD) ont été cultivées à 37°C avec 5 % 

de CO2 soit dans un milieu basal minimum essentiel, sans rouge phénol, comprenant de 

l’hydrocortisone, de l’insuline et du GA-1000 (MBME) soit dans du MBME supplémenté 

d’extrait de glande pituitaire bovine et de facteur de croissance épidermique recombinant 

humain (milieu de croissance minimum essentiel; MCME).  
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Les acides gras couplés à la BSA ont été préparés en mélangeant les sels sodiques 

d’acides gras dans un tampon Krebs-Ringer comprenant 5 % de BSA (pH 7,4) pendant une 

nuit à 37°C. Après filtration sur un filtre de 0,22 µm, la concentration en acide gras de la 

solution a été calculée en utilisant le kit NEFA C (Wako Chemicals, Richmond, VA). La 

concentration finale en acide gras de la solution mère a été ajustée à 4 mM. Lorsque les 

acides gras étaient ajoutés au milieu de culture, la concentration finale de BSA dans le 

milieu était ajustée à 0,5 %. L’agoniste GW9508 de GPR40 et GPR120, caractérisé par 

Briscoe et al. (Briscoe et al, 2006), a été synthétisé par le Dr Pierre Lavallée, département 

de chimie, Université de Montréal. Il se solubilise complètement dans du 

diméthylsulfoxyde (DMSO), mais précipite une fois dilué à sa concentration finale dans le 

milieu de culture. Il a également été dissout dans de l’eau à laquelle furent ajoutées 

quelques gouttes de NaOH afin d’obtenir un pH de 9,5 ce qui lui permet de se solubiliser 

complètement dans un milieu aqueux.  

Prolifération cellulaire 

Dans une plaque de 96 puits, 4500 cellules par puit ont été ensemencées et cultivées 

dans du milieu standard pendant 24 h. Après 24 h additionnelles dans du milieu sans sérum, 

les cellules ont été cultivées pendant 24 h dans du milieu supplémenté de 0,5 % de BSA, de 

200 µM d’acides gras liés à la BSA (0,5 % de BSA finale) ou 10 % de sérum de veau fœtal. 

Durant les dernières 4 h, les cellules ont été marquées avec de la [3H]-thymidine à 1 µCi 

par puit. Les cellules ont été récoltées avec à un PHD Cell Harvester de Cambridge 

Technology (Watertown, MA). La radioactivité retenue sur les filtres en fibre de verre a été 

mesurée avec à un compteur à scintillation liquide. 

Comptes cellulaires  

Pour l’analyse de la croissance cellulaire des HMECs, 25 000 cellules par puit ont 

été ensemmencées dans des plaques de 6 puits dans du milieu MCME. Au jour 1 de culture, 
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le milieu des puits a été remplacé par les milieux contenant les différents traitements : 

MCME ou MBME supplémenté de 0,5 % BSA en absence ou en présence de 200 µM 

d’oléate. Les milieux de traitements ont été changés tous les deux jours. À partir du jour 2 

de culture, les cellules vivantes adhérentes de deux puits par traitement ont été récoltées et 

comptées sur un microscope en utilisant un hématocytomètre.  

Analyses d’immunobuvardage de type western 

Pour les analyses de la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt, les cellules 

ont été ensemencées dans des boîtes de Petri de 60 mm de diamètre à 2,5 × 105 cellules par 

boîte et cultivées dans du milieu standard pendant 24 h. Après 24 h additionnelles dans du 

milieu sans sérum, les cellules ont été cultivées dans du tampon salin au phosphate 

(Phosphate-Buffered Saline (PBS)) Dulbecco supplémenté de glucose à 5 mM et de 0,5 % 

de BSA pendant 2 h. L’incubation dans le PBS a été utilisée afin de diminuer le niveau 

d’activation basal des protéines ERK1/2 et Akt. Les cellules ont ensuite été stimulées avec 

de l’oléate ou le facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor (EGF)) 

comme contrôle positif pendant les temps indiqués, de 10 minutes à 10 h. Pour les analyses 

utilisant des inhibiteurs pharmacologiques, ceux-ci ont été ajoutés au milieu pendant la 

phase d’incubation dans le PBS supplémenté. Après quelques lavages au PBS, les cellules 

ont été récoltées et des extraits cellulaires totaux ont été préparés. Le tampon de lyse utilisé 

contient 20 mM de Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM de NaCl, 1 mM d’EDTA, 1 % de Triton X-

100, 2,5 mM de NaPi, 1 mM de Na3VO4, 10 mg/ml d’aprotinine, 10 mg/ml de leupeptine, 

10 mg/ml de pepstatine et 1 mM de PMSF. Les lysats ont été centrifugés à 12 000 g 

pendant 10 minutes à 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires et la concentration protéique 

des échantillons a été déterminée en utilisant l’essai colorimétrique DC de Bio-Rad 

(Hercules, CA). Pour la séparation sur gel d’acrylamide, 30 µg de protéines ont été utilisées 

par puit et les buvardages ont été effectuées sur des membranes de PVDF. Les membranes 

ont ensuite été incubées dans une solution de blocage constituée de PBS additionné de 5 % 

de lait en poudre sans gras et de 0,1 % de Tween. Les réactions de détection ont été 
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effectuées dans la solution de blocage contenant un des anticorps suivants : phospho(Thr-

202/Tyr-204)-ERK1/2 # 9101, ERK1/2 totaux # 9102, phospho(Ser-473)-Akt # 9271, Akt 

totaux # 9272, PABP1 # 4992 (Cell Signalling Technology), GPR40 # sc-32905, GPR40 # 

sc-28416 (Santa Cruz Biotechnology), GPR40 # EB06761 (Everest Biotech), GPR40 # LS-

A1595, GPR40 # LS-A1599 (MBL International Corporation), GPR120 # OPA1-15199 et 

GPR120 # OPA1-15201 (ABR Afinity BioReagents). Les anticorps secondaires utilisés 

sont les suivants : stabilized goat anti-mouse HRP-conjugated # 32430, stabilized goat anti-

rabbit HRP-conjugated # 32460 (Thermo scientific (Pierce)) et donkey anti-goat HRP-

conjugated # sc-2020 (Santa Cruz Biotechnology). La révélation est effectuée avec la 

solution SuperSignal WestDura Extended Duration # 34075 (Thermo Scientific (Pierce), 

Rockford, IL) diluée entre 5 et 10 fois et incubée sur les membranes pendant 5 min.  

Analyse des films par densitométrie 

Les films ont été numérisés à l’aide d’un numériseur équipé d’un rabat lumineux 

permettant d’effectuer la prise d’image par trans-illumination. L’analyse de densitométrie 

des bandes a été effectuée à l’aide du programme Quantity One 1-D Analysis de Bio-Rad. 

Pour chaque film analysé, le bruit de fond général a été retiré, puis les valeurs de 

densitométrie des bandes ont été exprimées par rapport à la bande contrôle afin de 

rassembler les données provenant des différents films des répétitions d’expérience. Les 

valeurs de densitométrie obtenues pour les analyses utilisant un anticorps dirigé contre une 

protéine phosphorylée ont été rapportées sur les valeurs obtenues lors des analyses utilisant 

un anticorps total de la protéine effectuées sur les mêmes buvardages.  

Influx de calcium cytosolique 

Des cellules DU145 ont été cultivées dans des boîtes de Petri de 150 mm jusqu’à 

une confluence d’environ 70 %. Elles ont été décollées avec de la trypsine diluée dix fois, 

centrifugées et resuspendues à 2 × 106 cellules/ml dans du PBS Dulbecco contenant 5 mM 
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de glucose, 20 mM d’HEPES (pH 7,4), 2,5 mM de probénécide (inhibiteur des pompes 

anioniques) et 3 mM de fura-2/AM couplé 1:1 avec de l’acide pluronique F-127 (augmente 

la solubilité et l’absorption du Fura-2/AM). Après 30 minutes d’incubation avec le fura-

2/AM à 25°C à l’abris de la lumière, les cellules ont été lavées et resuspendues dans la 

même solution, mais sans fura-2/AM. Les cellules ont ensuite été distribuées dans une 

plaque de 96 puits noire opaque à 2 × 105 cellules/puit. La concentration de calcium 

intracellulaire a été mesurée à 37°C par la méthode de ratio (longueurs d’onde d’excitation 

à 340 et 380 nm et fluorescence d’émission à 500 nm) sur un lecteur de microplaques 

FLUOstar OPTIMA (BMG Labtechnologies Inc., Durham, NC). Les cellules ont été lysées 

par l’ajout de 0,5 % Triton X-100 et la plaque a été lue afin de déterminer la concentration 

maximale de calcium dans les cellules. De l’EGTA à 100 mM, un chélateur du calcium, a 

été ajouté et la plaque lue afin de déterminer le niveau basal de fluorescence.  

Transfections cellulaires 

Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Petri de 100 mm de diamètre à 

3 × 106 cellules par boîte et cultivées dans du milieu standard pendant 24 h. Elles ont été 

transfectées avec 10 µg du plasmide pIRESpuro-GPR40 exprimant la protéine GPR40 

humaine (fourni par le Dr Bjorn Olde) ou du plasmide contrôle CMV-Rluc exprimant la 

luciférase du Renilla en utilisant 20 µl de Lipofectamine 2000. Cinq heures après le début 

de la transfection, les cellules ont été décollées à l’aide de trypsine et ensemencées dans des 

boîtes de Petri de 60 mm de diamètre à 2,5 × 105 cellules par boîte. Les analyses de la 

phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt ont été effectuées comme décrites plus haut. 

Réaction de polymérisation en chaîne en temps réel 

L’ARN total des cellules a été extrait à l’aide de TRIzol en utilisant le protocole 

fourni avec le réactif et 2 µg d’ARN ont été utilisés pour effectuer la transcription inverse 

en utilisant la transcriptase inverse M-MLV. Les réactions de polymérisation en chaîne 
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(PCR; Polymerase Chain Reaction) en temps réel ont été effectuées sur un appareil Rotor-

Gene (Corbett Research, Kirkland, Québec) en utilisant la trousse pour PCR QuantiTect 

SYBR Green de Qiagen Inc. (Valencia, CA) selon les instructions du manufacturier. Les 

amorces utilisées sont les suivantes : GPR40 5’-CTGCTGCTCTGCGTAGGAC-3’ (sens) 

et 5’-CACTGTCTTCAGGCCAGGAC-3’ (anti-sens), GPR120 5’-

TGGTCATTGTGATCAGTTAC-3’ (sens) et 5’-CATTCCTGCACAGTGTCATG-3’ (anti-

sens) et glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (GAPDH) 5’-

GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ (sens) et 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 

(anti-sens). Les résultats sont exprimés en nombre de copies par ng d’ARN total utilisé et 

ont été calculés à l’aide d’une courbe standard du nombre de copies des récepteurs. Pour 

l’élaboration des courbes standard, des PCR classiques ont été effectuées pour GPR40 et 

GPR120 en utilisant les mêmes amorces que celles utilisées pour les PCR en temps réel. Le 

produit de ces PCR a été séparé sur gel d’agarose, puis les bandes correspondant aux 

fragments de GPR40 et GPR120 amplifiés ont été extraites. L’ADN contenu dans ces 

bandes a été purifié, dosé, puis dilué de façon sériée afin de constituer une courbe.  

ARN interférents 

Un contrôle négatif non-spécifique et deux siRNAs ciblant spécifiquement GPR40 

humain ont été obtenus de la compagnie Qiagen Inc. Les séquences sont les suivantes :  

siGPR40 #1 5’-TAGCCTGGTCTACGCCCTGAA-3’  

siGPR40 #2 5’-TGCCTGGAGTGTGGTGCTTAA-3’.  

Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Petri de 100 mm de diamètre à 3 × 106 

cellules par Pétri et cultivées dans du milieu standard pendant 24 h. Les cellules ont été 

transfectées avec 25 µl de siRNAs à 20 µM en utilisant 25 µl de Lipofectamine 2000. Cinq 

heures après la transfection, les cellules ont été décollées en utilisant de la trypsine et 

ensemencées dans des boîtes de 60 mm de diamètre à 2,5 × 105 cellules par boîte ou dans 
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des plaques de 96 puits à 4500 cellules par puit. Les analyses de la prolifération cellulaire 

ont été effectuées comme décrites plus haut. Les cellules dans les boîtes de 60 mm ont été 

cultivées pendant 24 h additionnelles dans du milieu standard puis les analyses de la 

phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt ont été effectuées comme décrites plus haut afin 

qu’elles corrèlent avec un temps de 72 h de transfection des siRNAs.  

Activité de la caspase-3 

Les cellules ont été transfectées avec les siRNAs comme décrit précédemment, 

ensemencées dans des boîtes de Petri de 60 mm de diamètre à 2,5 × 105 cellules par boîte et 

cultivées dans du milieu standard pendant 24 h. Après 24 h dans du milieu sans sérum, les 

cellules ont été cultivées dans du milieu sans sérum contenant 0,5 % de BSA, supplémenté 

ou non en oléate lié à la BSA à différentes concentrations pour 24 h additionnelles. Les 

cellules ont été lysées en utilisant le tampon suivant : 10 mM de Tris-HCl (pH 7,5), 130 

mM de NaCl, 10 mM de NaH2PO4, 10 mM de Na2HPO4•7H2O, 10 mM de 

Na4P2O7•10H2O, 1 % de Triton X-100. 45 µg de lysats ont été incubés en présence du 

substrat peptidique fluorogénique Ac-DEVD-AFC. Le taux initial du relâchement de l’AFC 

a été mesuré en utilisant un lecteur de plaque Wallac 1420 (PerkinElmer, Woodbridge, 

Ontario) à une longueur d’onde d’excitation de 380 nm et une longueur d’onde d’émission 

de 505 nm. 

 

 



 

 

Résultats 

L’oléate induit la prolifération des cellules DU145 et PC-3 tandis que le 

palmitate semble tuer les cellules par apoptose. 

Dans le laboratoire, nous avons montré que les acides gras insaturés induisent la 

prolifération de cellules de lignées de cancer du sein alors que les acides gras saturés 

provoquent l’apoptose (Hardy et al, 2003; Hardy et al, 2000; Hardy et al, 2005). Nous 

avons voulu vérifier si cet effet pouvait aussi être observé avec des lignées dérivées 

d’autres types de cancers afin d’établir si un principe général pouvait en être déduit. 

Plusieurs études épidémiologiques ayant montré un lien entre l’obésité et l’incidence du 

cancer de la prostate, ce cancer a donc été choisi comme deuxième modèle pour notre 

étude. L’oléate et le palmitate, les acides gras insaturé et saturé les plus abondants dans la 

diète, ont été choisis comme modèles dans l’étude de l’effet des acides gras sur la 

prolifération de cellules cancéreuses de la prostate. Deux différentes lignées de cellules 

cancéreuses de la prostate hormono-indépendantes ont été utilisées, les lignées DU145 et 

PC-3. Après 24 h dans du milieu sans sérum, les cellules ont été cultivées dans du milieu 

sans sérum supplémenté en oléate ou en palmitate liés à la BSA pendant 24 h additionnelles 

et des observations morphologiques ont été effectuées. Une accumulation de gouttelettes 

lipidiques a été observée dans le cytoplasme des cellules traitées avec de l’oléate alors que 

les cellules traitées au palmitate montraient des signes morphologiques caractéristiques de 

l’apoptose, c’est-à-dire une compaction de la cellule, une condensation de la chromatine 

ainsi que des convolutions de la membrane plasmique (Fig. 3A). De la [3H]-thymidine a été 

ajoutée au milieu durant les quatre dernières heures de culture avec les acides gras afin 

d’évaluer l’effet de ceux-ci sur la prolifération cellulaire. L’oléate induisait une 

augmentation de trois à quatre fois de l’incorporation de [3H]-thymidine dans l’ADN des 

cellules DU145 et de deux fois dans les cellules PC-3 (Fig. 3B). Le palmitate quant à lui 

diminuait drastiquement cette incorporation dans les cellules des deux lignées. Ces résultats 

dans les lignées cellulaires du cancer de la prostate étaient similaires à ceux observés dans 

les lignées de cellules du cancer du sein (Hardy et al, 2000). 
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Figure 3 : L’oléate induit la prolifération et la formation de gouttelettes lipidiques 

dans le cytoplasme des cellules de cancer de la prostate DU145 et PC-3 tandis que le 

palmitate semble tuer les cellules par apoptose.  

A, Morphologie des cellules DU145 et PC-3 cultivées dans un milieu supplémenté en 

oléate ou en palmitate liés à la BSA aux concentrations indiquées ou 10 % de sérum de 

veau fœtal (FBS) pendant 24 h. B, Mesure de la prolifération cellulaire par incorporation de 

[3H]-thymidine dans les DU145 et PC-3 cultivées dans du milieu supplémenté de 0,5 % 

BSA, de différentes concentrations d’oléate ou de palmitate liés à la BSA ou de 10 % FBS 

pendant 24 h. Durant les dernières 4 h, les cellules ont été marquées avec de la [3H]-

thymidine. Moyennes ± ES de trois expériences réalisées en triplicatas.  
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L’oléate induit la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt dans les 

cellules de cancer de la prostate DU145 et la phosphorylation d’Akt dans 

les cellules de cancer du sein MDA-MB-231. 

Pour la suite de ces travaux portant sur les effets prolifératifs de l’oléate sur les 

cellules cancéreuses, nous avons choisi deux modèles que nous étudierons en parallèle: les 

cellules DU-145 comme modèle pour le cancer de la prostate et les cellules MDA-MB-231 

qui avaient déjà été utilisées dans le laboratoire comme modèle pour le cancer du sein.  

Les protéines ERK1/2 et Akt sont des régulateurs importants, faisant partie de deux 

voies de signalisation majeures impliquées dans la prolifération cellulaire et la survie. 

Puisque ces voies semblaient impliquées dans la prolifération induite par l’oléate, nous 

avons examiné la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt suite à un traitement à 

l’oléate sur des lignées cellulaires de cancer du sein et de la prostate. Deux heures avant le 

début du traitement à l’oléate, le milieu des cellules fut changé pour du PBS Dulbecco 

supplémenté de glucose à 5 mM et de 0,5 % de BSA dans lequel l’oléate fut directement 

ajouté lors du traitement. Cette incubation avait pour effet de diminuer la phosphorylation  

basale d’ERK1/2 et d’Akt afin de mettre en valeur l’effet de l’oléate sur la phosphorylation 

de ces protéines. Dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231, l’effet maximal de 

l’oléate sur la phosphorylation d’Akt était observé à 30 minutes de traitement (Fig. 4A). La 

phosphorylation d’ERK1/2 basale étant très élevée dans cette lignée (Price et al, 1999), 

nous n’avons pu observer d’augmentation de sa phosphorylation suite à un traitement à 

l’oléate ou à l’EGF, utilisé comme contrôle positif (Price et al, 1999). Dans les cellules de 

cancer de la prostate DU145, un traitement à l’oléate de 10 minutes fut suffisant pour 

induire un effet transitoire maximal sur la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt 

(Fig. 4B). La phosphorylation d’Akt diminuait à partir de 60 minutes tandis que la 

phosphorylation d’ERK1/2 revenait à son niveau basal 30 minutes après le traitement à 

l’oléate (Fig. 4B).  
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Figure 4 : L’oléate induit la phosphorylation des protéines Akt et ERK1/2 dans les 

cellules de cancer de la prostate DU145 et la phosphorylation d’Akt dans les cellules 

de cancer du sein MDA-MB-231.  

Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 (A) et DU145 (B) stimulées avec 

200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant les temps indiqués. Les 

anticorps utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) 

et ERK1/2 totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La 

figure montre une expérience représentative de trois expériences réalisées en duplicatas. 

 

La durée de l’activation d’ERK1/2 et d’Akt dans le temps peut avoir un impact 

important sur les effets de ces voies sur la cellule. La phosphorylation d’ERK1/2 doit être 

soutenue sur plusieurs heures afin d’induire la survie des macrophages soumis à 

l’hyperoxémie (Nyunoya et al, 2005) ainsi que pour entraîner la prolifération de 

fibroblastes suite à un traitement à la thrombine (Balmanno & Cook, 1999). Une activation 

prolongée d’Akt corrèle avec l’activité anti-apoptotique de l’Insulin-like Growth Factor 

dans des cellules mammaires épithéliales de souris (Moorehead et al, 2001). Nous avons 

donc examiné la durée de la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt suite à un traitement à 

l’oléate sur une période allant jusqu’à 10 heures de traitement. Afin de garder les mêmes 

conditions d’expérience, le traitement à l’oléate a été effectué directement dans le milieu de 

pré-incubation, c’est-à-dire dans du PBS supplémenté en BSA à 0,5 %. Puisque cette 
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incubation dans une solution de PBS sur une longue période pouvait entrainer une réaction 

de survie chez les cellules et donc l’activation de voies de signalisation, des mesures de la 

phosphorylation sans traitement d’ERK1/2 et d’Akt dans ce milieu ont été faites en 

parallèle au traitement à l’oléate afin de servir de contrôle de niveau de base. Dans les 

cellules MDA-MB-231, l’oléate induisait un pic de phosphorylation d’Akt entre 10 et 30 

minutes de traitement, suivi d’une baisse à 60 minutes et d’une deuxième vague de 

phosphorylation à partir de 4 heures qui restait constante au minimum pendant 6 heures 

additionnelles (Fig. 5A). La phosphorylation d’Akt dans le milieu contrôle augmentait 

légèrement, mais le niveau de cette augmentation par rapport au temps 0 restait toutefois 

bien en deçà du niveau de phosphorylation induit par l’oléate. Aucune augmentation de la 

phosphorylation d’ERK1/2 n’a été observée tout au long de l’expérience pour les deux 

conditions. Dans les cellules DU145, la phosphorylation d’Akt atteignait son maximum à 

10 minutes de traitement à l’oléate, ne diminuant que légèrement après 1 heure et 

remontant progressivement pendant le reste du traitement (Fig. 5B). La phosphorylation 

d’Akt dans le milieu contrôle variait légèrement, mais aucune réelle augmentation n’a été 

observée. Dans ces cellules, les deux vagues d’activation engendrées par le traitement à 

l’oléate étaient également visibles sur la phosphorylation d’ERK1/2. Le premier pic de 

phosphorylation d’ERK1/2 apparaissait à 10 minutes de traitement. Dès 30 minutes, la 

phosphorylation de ces protéines retournait à son niveau basal pour ensuite remonter 

progressivement jusqu’au deuxième pic vers 6 heures de traitement où la phosphorylation 

restait alors constante jusqu’à 10 heures. La phosphorylation d’ERK1/2 dans le milieu 

contrôle suivait la même tendance, mais les niveaux de phosphorylation ne dépassaient pas 

ceux observés au temps 0. Ces résultats montrent que l’oléate entraîne deux vagues 

d’activation des protéines Akt et ERK1/2, une première vague rapide et transitoire entre 10 

et 30 minutes puis une seconde vague, soutenue dans le temps, débutant vers 4 heures après 

le début du traitement.  
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Figure 5 : L’oléate induit deux vagues d’activation des protéines Akt et ERK1/2 dans 

les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la prostate DU145.  

Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 (A) et DU145 (B) stimulées avec 

200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant les temps indiqués. Les 

anticorps utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) 

et ERK1/2 totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La 

figure montre une expérience représentative de trois expériences réalisées en duplicatas. 
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La prolifération cellulaire induite par l’oléate dans les cellules 

cancéreuses de la prostate implique la PI3K, MEK1/2 et des petites 

protéines Gαi/o. 

Nous avons observé que les voies de signalisation Akt et ERK1/2 sont activées par 

un traitement à l’oléate dans les cellules de cancer de la prostate DU145. L’activation 

rapide de ces voies par un traitement à l’oléate pourrait signifier l’implication d’un 

récepteur membranaire dans la première vague d’activation des voies Akt et ERK1/2 par 

l’oléate. L’effet de différents inhibiteurs pharmacologiques spécifiques aux voies de 

signalisation des GPCRs, d’ERK1/2 et d’Akt a été étudié afin de déterminer l’implication 

de ces voies dans l’induction de l’incorporation de [3H]-thymidine par l’oléate. L’effet des 

inhibiteurs n’a pas été testé en présence de palmitate puisque celui-ci diminue la 

prolifération cellulaire. Le PD98059, le LY294002 et la toxine de pertussis, des inhibiteurs 

de MEK1/2, PI3K et des protéines Gαi/o respectivement, inhibaient partiellement l’effet de 

l’oléate sur l’incorporation de [3H]-thymidine dans les cellules DU145 (Fig. 6A) et PC-3 

(Fig. 6B). Les inhibiteurs pharmacologiques de MEK1/2 et Akt diminuaient l’incorporation 

basale (contrôle sans traitement) de [3H]-thymidine des cellules puisque ces voies sont 

particulièrement importantes pour la prolifération cellulaire, mais la baisse spécifique 

entraînée par ces inhibiteurs sur l’augmentation de la prolifération induite par l’oléate 

étaient notables. Dans les cellules de la lignée cancéreuse du sein MDA-MB-231, ces 

inhibiteurs avaient montré des effets similaires sur l’augmentation de l’incorporation de 

[3H]-thymidine induite par l’oléate (Hardy et al, 2005). Ces résultats suggèrent que l’effet 

prolifératif de l’oléate sur les lignées cancéreuses de la prostate DU145 et PC-3 implique, 

au moins partiellement, un ou des GPCRs couplés aux protéines Gαi/o ainsi que les voies de 

signalisation ERK1/2 et Akt.  
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Figure 6 : L’induction de la prolifération par l’oléate dans les cellules DU145 et PC-3 

implique les protéines MEK1/2, la PI3K ainsi que des petites protéines Gαi/o.  

A-B, Mesure de la prolifération cellulaire par incorporation de [3H]-thymidine dans les 

DU145 (A) et PC-3 (B) cultivées en absence ou en présence de 50 µM de l’inhibiteur de 

MEK1/2 (PD98059), de 50 µM de l’inhibiteur de la PI3K (LY294002) ou de 100 ng/ml 

d’un inhibiteur des protéines Gαi/o (toxine de pertussis) dans du milieu supplémenté en 

BSA à 0,5 % ou de 200 µM d’oléate lié à la BSA pendant 24 h. Durant les dernières 4 h, les 

cellules ont été marquées avec de la [3H]-thymidine. Moyennes ± ES de trois expériences 

réalisées en triplicatas. 
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La phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt induite par l’oléate est 

diminuée pas des inhibiteurs de MEK1/2, PI3K et des protéines Gαi/o.  

Afin de vérifier si l’activation d’ERK1/2 et d’Akt par l’oléate se faisait par les voies 

de signalisation classiques, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques des 

protéines se trouvant en amont de ces protéines dans leur cascade signalétique. Le 

PD98059, un inhibiteur de MEK1/2 qui est l’activateur direct d’ERK1/2, a réduit de façon 

prononcée la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’oléate dans les cellules DU145. Le 

LY294002 et la wortmannine, deux inhibiteurs de PI3K qui est un des activateurs 

principaux d’Akt, ont diminué la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate dans les deux 

lignées (Fig. 7A-D). La phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt par l’oléate est donc engendrée 

par l’activation des voies de signalisation classiques pour ces protéines. Ces inhibiteurs 

diminuaient la phosphorylation basale des protéines ERK1/2 pour le PD98059 et Akt pour 

le LY294002 et la wortmannine, ce qui pourrait expliquer leur effet inhibiteur sur la 

prolifération basale dans ces lignées (Fig. 6A) (Hardy et al, 2005). De plus, le PD98059 a 

inhibé la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate dans les cellules MDA-MB-231 sans 

avoir d’effet sur la phosphorylation induite par l’EGF (Fig. 7A-B). Le LY294002 et la 

wortmannine ont respectivement réduit et inhibé la phosphorylation d’ERK1/2 induite par 

l’oléate dans les cellules DU145 sans affecter la phosphorylation d’ERK1/2 induite par 

l’EGF (Fig. 7C-D). L’effet de ces inhibiteurs sur la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt 

indique que l’activation de ces voies semble être interreliée par un phénomène d’excitation 

croisée. Ces deux voies peuvent interagir de multiples façons : Akt peut phosphoryler Raf 

sur la Ser259 ce qui a un effet négatif sur l’activation de la voie Raf/MEK/ERK (Rommel 

et al, 1999; Zimmermann & Moelling, 1999) alors que PI3K, par l’intermédiaire de la 

protéine Pak, peut entraîner la phosphorylation de Raf sur les Ser338 et Ser341, induisant 

l’activation de la voie Raf/MEK/ERK (Sebolt-Leopold & Herrera, 2004; Zang et al, 2002; 

Zang et al, 2001). L’inhibition de l’activation d’ERK1/2 par un inhibiteur de PI3K a déjà 

été observée dans un autre modèle (Bradley et al, 2008).  
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Figure 7 : Effets des différents inhibiteurs pharmacologiques sur la phosphorylation 

d’Akt et d’ERK1/2 induite par l’oléate dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-

231 et du cancer de la prostate DU145.  

A, C, E, Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 et DU145 stimulées avec 

200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant 30 minutes pour les MDA-MB-

231 ou 10 minutes pour les DU145 en absence ou en présence de 50 µM de l’inhibiteur de 

MEK1/2 PD98059, de 50 µM de l’inhibiteur de la PI3K LY294002, de 50 nM de 

l’inhibiteur de la PI3K wortmannine ou de 100 ng/ml d’un inhibiteur des protéines Gαi/o, la 

toxine de pertussis. Les anticorps utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée 

sur la Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la 

Tyr-204 (p-ERK1/2). La figure montre une expérience représentative de trois expériences 

réalisées en duplicatas. B, D, F, Analyse des immunobuvardages par densitométrie 

effectuée en utilisant le programme Quantity One 1-D Analysis de Bio-Rad. Moyennes ± 

ES de trois expériences réalisées en duplicatas. 
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Puisque la toxine de pertussis, un inhibiteur des petites protéines Gαi/o, inhibait la 

prolifération cellulaire induite par l’oléate dans les deux lignées étudiées (Fig. 6A) (Hardy 

et al, 2005), nous avons aussi examiné son effet sur la phosphorylation des protéines 

ERK1/2 et Akt. La toxine de pertussis a complètement inhibé la phosphorylation d’Akt 

induite par l’oléate dans les cellules MDA-MB-231. Une inhibition complète de la 

phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt induite par un traitement à l’oléate a aussi été observée 

dans les cellules DU-145 en présence de la toxine de pertussis (Fig. 7E-F). Ces résultats 

suggèrent un rôle pour un ou des GPCRs dans la phosphorylation induite par l’oléate des 

protéines ERK1/2 et Akt et dans l’activation de ces voies de signalisation. 

 

L’oléate entraine un influx de calcium dans les cellules DU145. 

Un influx rapide de calcium dans le cytoplasme des cellules est caractéristique 

d’une signalisation passant par un GPCR couplé Gαq. Un tel influx suite à un traitement à 

l’oléate a été observé dans les cellules MDA-MB-231 (Hardy et al, 2005). Afin d’amener 

une preuve supplémentaire de l’implication d’un GPCR dans l’effet de l’oléate sur les 

cellules DU145, nous avons effectué un essai d’influx de calcium. Les cellules DU145 ont 

été cultivées en présence de Fura-2/AM, une sonde fluorescente du calcium. L’ajout de 100 

µM d’oléate sur les cellules a causé une augmentation rapide du calcium intracellulaire 

alors que l’ajout de 100 µM de palmitate n’a entraîné qu’un très faible effet (Fig. 8). 100 

µM d’ATP, un ligand des récepteurs purinergiques qui induisent un influx rapide de 

calcium lorsqu’ils sont activés, a été utilisé comme contrôle positif (Fischer & Krugel, 

2007). Ce résultat confirme l’implication d’au moins un GPCR dans la signalisation de 

l’oléate dans les cellules DU145. Ce ou ces GPCRs par le(s)quel(s) l’oléate induirait ses 

effets serai(en)t couplé(s) aux petites protéines Gαi/o (sensibilité à la toxine de pertussis) 

et/ou Gαq (influx de calcium).  
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L’activation des petites protéines Gαq peut entraîner une signalisation induisant la 

prolifération, la différentiation et la migration cellulaires en agissant entre autres sur des 

effecteurs tels que p38 et la phospholipase C-β (Mizuno & Itoh, 2009). Il aurait été 

intéressant de définir l’implication de cette voie dans la prolifération induite par l’oléate 

dans les cellules du cancer de la prostate DU145 en utilisant entre autres des inhibiteurs 

pharmacologiques tels que le U73122 contre la phospholipase C-β et le YM-254890 contre 

les petites protéines Gαq (Smith et al, 1990; Takasaki et al, 2004).  

 

 

Figure 8 : L’oléate et le palmitate induisent un influx de calcium intracellulaire dans 

les cellules du cancer de la prostate DU145.  

Influx de calcium intracellulaire dans les cellules DU145 stimulées avec 100 µM d’acides 

gras liés à la BSA ou 100 µM d’ATP. La flèche indique le moment de la stimulation. Des 

mesures de la fluorescence intracellulaire ont été prises à toutes les 2 sec. Le graphique 

montre une expérience représentative de trois expériences réalisées en duplicatas.  
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Expression des récepteurs aux acides gras GPR40 et GPR120 dans des 

lignées cancéreuses du sein et de la prostate. 

GPR40 et GPR120 sont deux GPCRs activables, entre autres, par l’oléate. Comme 

première étape dans l’étude de leur implication potentielle dans l’effet prolifératif de 

l’oléate, nous avons d’abord tenté de quantifier leur expression dans différentes lignées 

cancéreuses du sein et de la prostate. Il existe encore peu d’outils pour étudier l’expression 

de ces récepteurs au niveau protéique. La synthèse d’anticorps spécifiquement dirigés 

contre un GPCR est très compliquée en raison du nombre élevé de ces récepteurs chez 

l’humain et de leur grande homologie de séquence. Nous avons testé par immunobuvardage 

de type Western cinq anticorps disponibles commercialement pour GPR40 humain sur des 

cellules MDA-MB-231 et DU145 surexprimant le récepteur GPR40. Comme contrôle 

positif de la présence de GPR40, nous avons utilisé une préparation d’îlots pancréatiques 

humains puisque les cellules β du pancréas expriment fortement ce récepteur (Briscoe et al, 

2003). Toutes les expériences effectuées avec ces anticorps montraient un large spectre de 

bandes dont aucune n’a pu être associée à GPR40 de façon assurée. Aucun des anticorps 

testés ne semble spécifique et n’a donné de résultats reproductibles. Certaines expériences 

ont révélé une bande d’environ 28 kDa, mais sa présence n’était pas corrélée avec la 

surexpression du récepteur GPR40. De plus, ce résultat n’était pas reproductible avec le 

même anticorps, il est donc possible qu’il soit artéfactuel. Deux anticorps dirigés contre 

GPR120 humain ont aussi été testés. Les cellules de la lignée de cancer du colon HRT-18 

ont été utilisées comme contrôle positif de l’expression de ce récepteur puisque GPR120 est 

fortement exprimé dans les tissus du système digestif (Hirasawa et al, 2005). Parmi un 

large spectre de bandes, l’expression d’une protéine d’environ 42 kDa a été détectée par un 

des anticorps dans les cellules HRT-18. Une bande au même poids moléculaire a été 

faiblement détectée dans les cellules MDA-MB-231 et DU145, mais il a été impossible 

d’identifier positivement cette bande comme étant GPR120. Étant donné le manque de 

spécificité des anticorps et de reproductibilité des résultats obtenus, un autre mode de 

quantification de leur expression s’avérait nécessaire.  
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Afin de quantifier l’expression des récepteurs GPR40 et GPR120 dans des lignées 

cellulaires de cancer du sein et de la prostate, nous avons utiliseé le PCR en temps réel. 

Nous avons décidé d’étendre notre étude de l’expression de ces récepteurs à quatre lignées 

de cancer de la prostate et trois lignées de cancer du sein afin de déterminer si l’expression 

de ces récepteurs pouvait être généralisée dans les cellules de ces deux types de cancer ou 

différait d’une lignée à l’autre. Les lignées de cancer de la prostate utilisées sont les lignées 

cellulaires hormono-indépendantes DU145 et PC-3 et les lignées hormono-sensibles 

LNCaP et 22Rv1. Les lignées de cancer du sein analysées sont les cellules hormono-

indépendantes MDA-MB-231 et les lignées cellulaires hormono-sensibles T47D et ZR-75. 

Comme contrôle positif de l’expression de GPR40, nous avons utilisé des îlots 

pancréatiques humains et pour GPR120, la lignée HRT-18. La figure 9A montre que les 

cellules HRT-18 exprimaient fortement GPR120 alors qu’il y avait un haut taux 

d’expression des deux récepteurs dans les îlots humains. Dans les cellules de cancer du sein 

et de la prostate, l’expression de GPR40 était similaire dans toutes les lignées testées et 

environ 10 fois moins élevée que dans les îlots humains, à l’exception d’une expression 

légèrement plus forte dans les cellules ZR-75. L’expression de GPR120 était pratiquement 

indétectable dans la plupart des cellules de lignées cancéreuses du sein et de la prostate 

testées, à l’exception des lignées DU145 et T47D dans lesquelles son expression est tout de 

même 40 à 100 fois moins élevée que dans les cellules HRT-18 (Fig. 9B). En raison de la 

faible expression du récepteur GPR120 dans la plupart des lignées cancéreuses du sein et de 

la prostate testées, nous avons décidé de concentrer nos efforts autour du récepteur GPR40 

en tant que potentiel acteur dans l’effet de l’oléate sur la survie et la prolifération des 

cellules cancéreuses, sans toutefois écarter la possibilité d’un rôle pour GPR120 dans les 

lignées l’exprimant.  
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Figure 9 : Expression des récepteurs GPR40 et GPR120 dans différentes cellules 

humaines.  

Expression de GPR40 (A) et GPR120 (B) analysée par PCR en temps réel dans quatre 

lignées du cancer de la prostate (DU145, PC-3, LNCaP et 22Rv1) et trois lignées du cancer 

du sein (MDA-MB-231, T47D et ZR-75). L’expression des récepteurs a aussi été analysée 

dans des HMECs, dans des îlots pancréatiques humains ainsi que dans la lignée du cancer 

du colon HRT-18. Les résultats sont exprimés en nombre de copies par ng d’ARN total et 

ont été normalisés par rapport à l’expression de GAPDH. Moyennes ± ES de trois 

expériences réalisées en duplicatas. 
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L’expression du récepteur GPR40 varie en fonction de la confluence des 

cellules.  

La confluence des cellules peut influencer l’expression ou l’activation de protéines, 

dont certaines sont impliquées dans la prolifération et la survie cellulaires (Huguet et al, 

1995; Lai & Pittelkow, 2004; Su et al, 2007). Yonezawa et al. ont montré que l’expression 

de GPR40 change dans les cellules de cancer du sein MCF-7 en fonction du temps en 

culture (Yonezawa et al, 2004). Nous avons voulu vérifier si tel était le cas dans les lignées 

MDA-MB-231 et DU145. Dans les cellules MDA-MB-231, l’expression de GPR40 

augmentait au cours du temps (Fig. 10A). Au jour 5, l’expression de GPR40 était 

augmentée d’environ 20 fois comparativement au jour 1. Dans les cellules DU145, le temps 

passé en culture ne semblait pas affecter l’expression du récepteur qui restait à un niveau 

faible comparativement au niveau d’expression observé dans les cellules MDA-MB-231 

(Fig. 10B).  

L’augmentation de l’expression de GPR40 dans les cellules MDA-MB-231 pourrait 

être attribuée à deux facteurs : 1) l’expression du récepteur pourrait augmenter dans les 

cellules en fonction du temps passé en culture; 2) la confluence des cellules pourrait 

influencer son expression. Afin de déterminer lequel de ces facteurs causerait 

l’augmentation de l’expression de GPR40, des cellules MDA-MB-231 ont été ensemencées 

en diverses quantités (entre 0,5 et 3 millions par boîte) au jour 0 et récoltées au jour 2. 

Ainsi, les cellules dans les différentes boîtes ont atteint des niveaux de confluence 

croissants tout en demeurant en culture durant la même période de temps. La figure 10C 

montre que l’expression de GPR40 augmentait en fonction du nombre de cellules au 

moment de la récolte (qui augmentait elle-même en fonction du nombre de cellules à 

l’ensemencement). Il semblerait donc que ce serait la confluence des cellules MDA-MB-

231 qui influencerait l’expression du récepteur GPR40.  
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Figure 10 : L’expression de GPR40 augmente en fonction de la confluence des cellules 

du cancer du sein MDA-MB-231.  

A-B, Expression de GPR40 dans des cellules MDA-MB-231 (A) et DU145 (B). Les 

cellules ont été ensemencées à 500 000 cellules par boîte de 100 mm au jour 0 dans du 

milieu standard. À partir du jour 1, deux boîtes par lignée ont été récoltées et comptées 

quotidiennement sur cinq jours. Moyennes ± ES de deux expériences réalisées en 

duplicatas. C, Expression de GPR40 au jour 2 de culture dans un milieu standard dans des 

cellules MDA-MB-231 ensemencées à différentes quantités. L’expression de GPR40 a été 

analysée par PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en nombre de copies par ng 

d’ARN total et ont été normalisés par rapport à l’expression de GAPDH. Moyennes ± ES 

de deux expériences réalisées en duplicatas. 
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Des cellules épithéliales mammaires humaines en culture primaire ne 

répondent pas à l’oléate. 

Afin de déterminer si des cellules en culture primaire réagiraient de la même façon à 

l’oléate que les cellules cancéreuses, nous avons étudié l’effet de l’oléate sur la 

prolifération et la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt dans des cultures primaires 

de cellules épithéliales mammaires humaines (Human Mammary Epithelial Cells; HMECs). 

Dans un premier temps, nous avons mesuré si l’oléate pouvait induire l’activation des voies 

de signalisation d’ERK1/2 et d’Akt dans ces cellules. Afin de se rapprocher le plus possible 

des conditions utilisées par Yonezawa et al. (2008) dans leur étude de l’effet prolifératif des 

acides gras insaturés sur des cellules épithéliales mammaires bovines, les HMECs ont été 

cultivées pendant 24 h dans du milieu de sevrage complet composé de MBME supplémenté 

en BSA à 0,5 % avant d’effectuer les traitements à l’oléate. L’EGF et le LPA ont été 

utilisés comme contrôles positifs (Fang et al, 2000; Price et al, 1999). L’oléate à 200 µM 

n’a pas induit une augmentation de la phosphorylation ni d’ERK1/2 ni d’Akt dans ces 

cellules suite à un traitement de 10 et 30 minutes (Fig. 11A-B).  

Puisque les HMECs ont un temps de doublement relativement long (environ trois 

jours), nous n’avons pas utilisé l’essai d’incorporation de la [3H]-thymidine pour étudier la 

prolifération cellulaire induite par l’oléate. Des comptes cellulaires ont plutôt été effectués 

sur une période de sept jours. Un jour après l’ensemencement, les cellules ont été placées 

soit dans un milieu contenant tous les facteurs de croissance (MCME), soit dans du MBME 

supplémenté de 0,5 % de BSA, soit dans du MBME supplémenté de 0,5 % de BSA et de 

200 µM d’oléate lié à la BSA. Les milieux ont été changés tous les deux jours. Les cellules 

vivantes adhérentes ont été comptées tous les jours à partir du jour 2 après ensemencement. 

Les HMECs cultivées dans du MBME ne présentaient pas de signes morphologiques 

caractéristiques de l’apoptose, mais leur taux de croissance était faible comparativement 

aux cellules cultivées dans du MCME qui ont vu leur nombre s’accroître d’environ cinq 

fois en sept jours (Fig. 11C). Les cellules cultivées dans du MBME supplémenté d’oléate 

lié à la BSA ont montré le même taux de croissance que les cellules cultivées dans du 
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MBME avec de la BSA seule. Il est intéressant de noter que nous n’avons pu détecter 

l’expression ni de GPR40 ni de GPR120 dans les HMECs par PCR en temps réel (Fig. 9). 

Ces résultats contrastent avec ceux de Yonezawa et al. (2008) montrant une expression de 

GPR40 dans des cellules épithéliales mammaires bovines en culture primaire.  

Ces résultats semblent suggérer que l’oléate ne pourrait induire la prolifération 

cellulaire ni activer les voies de signalisation Akt et ERK1/2 dans les cellules primaires 

HMECs. Cependant, il est possible que les HMECs soient plus sensibles au sevrage 

complet que les cellules épithéliales mammaires bovines et donc que celui-ci ait 

complètement éliminé des composantes essentielles à la prolifération cellulaire, nous 

empêchant de voir un effet de l’oléate. L’utilisation d’un milieu de sevrage partiel aurait 

peut-être été préférable. Les cellules en culture primaire ayant un métabolisme bien 

différent des lignées cellulaires établies, des temps de traitement à l’oléate plus courts et 

plus longs auraient également pu être effectués afin de s’assurer que nous ne rations pas la 

fenêtre d’activation des voies Akt et ERK1/2.  
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Figure 11 : L’oléate ne semble avoir aucun effet sur la phosphorylation d’Akt et 

d’ERK1/2 ni sur la prolifération des cellules épithéliales mammaires humaines.  

A, Immunobuvardage sur lysats de cellules HMECs stimulées avec 200 µM d’oléate lié à la 

BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant les temps indiqués. Les anticorps utilisés sont dirigés 

contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 

phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La figure montre une expérience 

représentative de trois expériences réalisées en duplicatas. B, Analyse des 

immunobuvardages par densitométrie effectuée en utilisant le programme Quantity One 1-

D Analysis de Bio-Rad. Moyennes ± ES de deux expériences réalisées en duplicats. C, 

Comptes cellulaires des cellules HMECs cultivées pendant 7 jours dans du MBME 

supplémenté de 0,5 % de BSA en absence ou en présence de 200 µM d’oléate lié à la BSA 

ou dans du MCME. Des cellules ont été comptées quotidiennement à partir du jour 2. 

Moyennes ± ES d’une expérience réalisée en duplicatas. 
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L’oléate augmente la phosphorylation d’ERK1/2 dans les cellules 

cancéreuses du colon HRT-18.  

Les cellules tumorales du colon HRT-18 expriment le récepteur GPR120 (Fig. 9) tel 

qu’attendu puisque ce récepteur est fortement exprimé dans les cellules du système digestif. 

Nous avons utilisé ces cellules afin de tester si l’oléate était en mesure d’induire la 

phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt en activant le récepteur GPR120 en absence 

du récepteur GPR40. Ce modèle d’étude exprimant GPR120 en l’absence de GPR40 a 

également été choisi parce que le cancer du colon est un autre cancer associé à l’obésité 

tout comme les cancers du sein et de la prostate.  

Après 24 h dans du milieu sans sérum, les cellules HRT-18 ont été pré-incubées 

pendant 2 h dans du PBS supplémenté de glucose à 5 mM et de 0,5 % BSA dans lequel 

l’oléate a été ajouté. Un traitement à l’oléate entre 10 et 30 minutes entraînait une 

augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 alors que la phosphorylation d’Akt ne 

semblait pas être affectée par ce traitement (Fig. 12). Étant donné que les cellules MDA-

MB-231 expriment le récepteur GPR40 mais non GPR120 et que l’oléate induit la 

phosphorylation d’Akt mais non d’ERK1/2 dans ces cellules, nous pouvons émettre 

l’hypothèse qu’une signalisation de l’oléate passant par le récepteur GPR40 activerait de 

façon préférentielle la voie Akt alors qu’une signalisation passant par GPR120 activerait la 

voie ERK1/2. Dans les cellules DU145, les deux récepteurs sont exprimés et les deux voies 

sont activées par un traitement à l’oléate. Cependant, il est aussi possible que l’activation 

du récepteur GPR40 soit en mesure d’entraîner la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2, 

puisqu’une augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 par l’oléate dans les cellules 

MDA-MB-231 n’a pu être observée en raison de leur activation constitutive dans ces 

cellules.  
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Figure 12 : L’oléate induit la phosphorylation d’ERK1/2 dans les cellules du cancer 

du colon HRT-18.  

Immunobuvardage de lysats de cellules HRT-18 stimulées avec 200 µM d’oléate lié à la 

BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant les temps indiqués. Les anticorps utilisés sont dirigés 

contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 

phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La figure montre une expérience 

représentative de deux expériences réalisées en duplicatas. 
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La surexpression de GPR40 entraîne une augmentation de la 

phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt induite par l’oléate à court terme.  

Afin de déterminer si GPR40 était directement impliqué dans la phosphorylation 

d’ERK1/2 et d’Akt induite par l’oléate, l’effet de la surexpression de GPR40 sur 

l’activation de ces voies a d’abord été étudié. Après 24 h de culture dans du milieu 

standard, les cellules transfectées ont été cultivées dans du milieu sans sérum pendant 24 h 

additionnelles. Des mesures effectuées par PCR en temps réel ont montré que les cellules 

MDA-MB-231 et DU145 transfectées avec un plasmide exprimant GPR40 avaient des taux 

respectifs d’expression de GPR40 de 7310 ± 550 et 5920 ± 950 fois plus élevés que les 

cellules ayant été transfectées avec un plasmide contrôle exprimant la luciférase de la 

Rénilla. Dans les cellules MDA-MB-231, la surexpression de GPR40 a causé un 

augmentation marquée de la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate d’environ quatre 

fois (Fig. 13A-B). Le haut taux de phosphorylation basal d’ERK1/2 n’a pas permis 

d’observer une augmentation de la phosphorylation de ces protéines par l’oléate dans les 

cellules MDA-MB-231 surexprimant GPR40. Dans les cellules DU145, la surexpression de 

GPR40 a causé une augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt induite par 

l’oléate (Fig. 13C-D). Ces résultats montrent qu’une activation du récepteur GPR40 par 

l’oléate est en mesure d’induire la phosphorylation des protéines ERK1/2 et Akt et suggère 

que la phosphorylation de ces protéines induite par l’oléate dans les cellules non-

transfectées pourrait impliquer GPR40. 
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Figure 13 : La surexpression de GPR40 augmente la phosphorylation d’Akt et 

d’ERK1/2 dans les cellules du cancer de la prostate DU145 et la phosphorylation 

d’Akt dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 induites par l’oléate à court 

terme.  

A, C, Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 (A) et DU145 (C) transfectées 

avec un plasmide codant pour le récepteur GPR40 ou pour la luciférase de la Rénilla (Rluc) 

et stimulées avec 200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant 30 minutes 

pour les MDA-MB-231 ou 10 minutes pour les DU145. Les anticorps utilisés sont dirigés 

contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 

phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La figure montre une expérience 

représentative de trois expériences réalisées en duplicatas. B, D, Analyse des 

immunobuvardages par densitométrie effectuée en utilisant le programme Quantity One 1-

D Analysis de Bio-Rad. Moyennes ± ES de trois expériences réalisées en duplicatas. 
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La diminution de l’expression de GPR40 inhibe la phosphorylation 

d’ERK1/2 et d’Akt dans les cellules DU145 et la phosphorylation d’Akt 

dans les cellules MDA-MB-231 induites par l’oléate à court terme, mais 

n’affecte pas la prolifération cellulaire.  

Afin de confirmer le rôle de GPR40 dans la prolifération cellulaire ainsi que dans 

l’activation des voies de signalisation impliquées dans la prolifération par l’oléate, 

l’expression de GPR40 a été diminuée dans les cellules MDA-MB-231 à l’aide d’ARN 

interférents (siRNAs). Deux siRNAs dirigés contre GPR40 ont été conçus, siGPR40 #1 et 

siGPR40 #2. L’efficacité des siRNAs a été déterminée par PCR en temps réel. 

Comparativement aux cellules ayant été mise en contact avec la lipofectamine seule, les 

cellules transfectées avec le siGPR40 #1 montrent une diminution de son expression de 

près de 50 % après 48 h de transfection, atteignant 70 % après 72 h de transfection (Fig. 

14A). La transfection du siGPR40 #2 ou du siRNA contrôle négatif (siCtl)  n’ont pas 

conduit à une diminution significative de l’expression de GPR40. Les cellules exprimant le 

siGPR40 #1 ont montré une inhibition presque complète de la phosphorylation d’Akt 

induite par l’oléate ainsi qu’une faible diminution de la phosphorylation basale d’ERK1/2 

(Fig. 14B-C). En accord avec leur absence d’effet sur l’expression de GPR40, la 

transfection du siGPR40 #2 ou du siCtl n’ont eu aucun effet sur la phosphorylation d’Akt 

induite par l’oléate ou la phosphorylation d’ERK1/2. Ces résultats montrent que le 

récepteur GPR40 serait impliqué dans l’effet de l’oléate sur la phosphorylation d’Akt dans 

les cellules MDA-MB-231.  

L’effet des siRNAs sur la prolifération induite par l’oléate a ensuite été étudié. 

L’augmentation de la prolifération induite par l’oléate dans les cellules traitées à la 

lipofectamine seule n’était pas significativement différente de celle observée dans les 

cellules transfectées avec le siCtl, le siGPR40 #1 ou #2 (Fig. 14D). L’inhibition de 

l’expression de GPR40 ne semblait donc pas affecter la capacité de l’oléate à induire la 

prolifération des cellules MDA-MB-231. L’hypothèse que la diminution de l’expression de 
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GPR40 pourrait avoir un effet sur la survie cellulaire induite par l’oléate plutôt que sur la 

prolifération a été émise. Un essai de clivage du DEVD comme mesure de l’apoptose a été 

effectué afin de mesurer l’effet de la diminution de l’expression de GPR40 engendrée par 

les siRNAs sur l’inhibition de la mort cellulaire amenée par l’oléate. Après 24 h dans du 

milieu sans sérum, les cellules ont été cultivées dans du milieu supplémenté de différentes 

concentrations d’oléate lié à la BSA pour 24 h additionnelles avant d’être récoltées pour 

l’essai. De façon dose-dépendante, le traitement à l’oléate diminuait l’induction de 

l’activité de la caspase-3 engendrée par la privation en sérum (Fig. 14E). Aucun des 

siRNAs contre GPR40 n’a été en mesure d’altérer cette protection contre la mort cellulaire 

apportée par l’oléate. Ces résultats suggèrent que la prolifération et la survie cellulaires 

induites par l’oléate n’impliqueraient pas GPR40. Celui-ci ne jouerait un rôle que dans 

l’activation rapide des voies de signalisation induites par l’oléate, dont les voies Akt et 

ERK1/2. La fonction de l’activation de ces voies par l’oléate et le récepteur GPR40 reste à 

déterminer.  
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Figure 14 : La diminution de l’expression de GPR40 dans les cellules du cancer du 

sein MDA-MB-231 inhibe la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate à court terme, 

mais n’affecte pas la prolifération cellulaire.  

A, Expression de GPR40 dans les cellules MDA-MB-231 transfectées avec les siRNAs 

contrôle (siCtl) ou dirigés contre GPR40 (siGPR40 #1 et #2) pendant 48 ou 72 h. 

L’expression de GPR40 a été analysée par PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés 

relativement au contrôle négatif de transfection (lipofectamine seule) et ont été normalisés 

par rapport à l’expression de GAPDH. Moyennes ± ES de trois expériences réalisées en 

duplicatas. B, Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 transfectées avec les 
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siRNAs et stimulées avec 200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant 30 

minutes. Les anticorps utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-

473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-

ERK1/2). La figure montre une expérience représentative de trois expériences réalisées en 

duplicatas. C, Analyse des immunobuvardages par densitométrie effectuée en utilisant le 

programme Quantity One 1-D Analysis de Bio-Rad. Moyennes ± ES de trois expériences 

réalisées en duplicatas. D, Mesure de la prolifération cellulaire par incorporation de [3H]-

thymidine dans les MDA-MB-231 transfectées avec les siRNAs et cultivées dans du milieu 

supplémenté de 0,5 % BSA, de 200 µM d’oléate lié à la BSA ou de 10 % FBS pendant 24 

h. Durant les dernières 4 h, les cellules ont été marquées avec de la [3H]-thymidine. 

Moyennes ± ES de trois expériences réalisées en triplicatas. E, Mesure de l’activité de la 

caspase-3 par un essai de clivage du DEVD dans les cellules MDA-MB-231 transfectées 

avec les siRNAs et cultivées dans du milieu supplémenté de 0,5 % BSA en absence ou en 

présence de différentes concentrations d’oléate lié à la BSA pendant 48 h. Moyennes ± ES 

de trois expériences réalisées en duplicatas. 

 

L’effet des siRNAs dirigés contre GPR40 a aussi été étudié dans les cellules DU145 

malgré le fait que l’expression de ce récepteur était plus faible que dans les cellules MDA-

MB-231 (Fig. 9A). Cependant, la diminution de l’expression de GPR40 mesurée par PCR 

en temps réel suite à la transfection du siGPR40 #1 dans les cellules DU145 était beaucoup 

moins importante que dans les cellules MDA-MB-231 (Fig. 15A). 72 h après la 

transfection, une diminution moyenne d’environ 30 % de l’expression de GPR40 a été 

observée. Le manque de reproductibilité entre les différentes expériences pourrait être 

expliqué en partie par une plus faible efficacité de transfection observée dans les cellules 

DU145 comparativement aux cellules MDA-MB-231. Le faible effet du siRNA pourrait 

aussi être expliqué par le bas niveau d’expression endogène du récepteur GPR40 dans les 

cellules DU145. La technique du PCR en temps réel est très sensible, mais à des niveaux 

aussi bas d’expression, il est possible que nous soyons à la limite de la détection permise 
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par cette méthode et donc que nos mesures soient moins précises. Nous avons néanmoins 

examiné l’impact de ce siRNA dirigé contre GPR40 sur la phosphorylation d’Akt et 

d’ERK1/2 induite par l’oléate dans les DU145. Les résultats des immunobuvardages ont été 

aussi inconstants que ceux des PCR en temps réel. La figure 14B montre les résultats d’une 

expérience au cours de laquelle une diminution de l’expression de GPR40 d’environ 50 % a 

été obtenue suite à la transfection du siGPR40 #1. Une faible diminution de la 

phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 induite par l’oléate a été observée en présence du 

siGPR40 #1, corrélant avec la diminution de l’expression du récepteur dans cette 

expérience (Fig. 15B-C). Les résultats des expériences d’incorporation de [3H]-thymidine 

étaient plus stables. Aucun des siRNA ne semblait affecter la prolifération induite par 

l’oléate dans les DU145 (Fig. 15D). Ces résultats, bien que difficiles à interpréter vu leur 

faible reproductibilité, semblent vouloir confirmer les résultats obtenus avec les siRNA 

dirigés contre GPR40 dans les cellules MDA-MB-231.  
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Figure 15 : La diminution de l’expression de GPR40 dans les cellules du cancer de la 

prostate DU145 semble réduire la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 induite par 

l’oléate à court terme, mais n’affecte pas la prolifération cellulaire.  

A, Expression de GPR40 dans les cellules DU145 transfectées avec les siRNAs contrôle 

(siCtl) ou dirigés contre GPR40 (siGPR40 #1 et #2) pendant 48 ou 72 h. L’expression de 

GPR40 a été analysée par PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés relativement au 

contrôle négatif de transfection (lipofectamine seule) et ont été normalisés par rapport à 

l’expression de GAPDH. Moyennes ± ES de deux expériences réalisées en duplicatas. B, 
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Immunobuvardage de lysats de cellules DU145 transfectées avec les siRNAs et stimulées 

avec 200 µM d’oléate lié à la BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant 10 minutes. Les anticorps 

utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 

totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 (p-ERK1/2). La figure 

montre une expérience représentative de trois expériences réalisées en duplicatas. C, 

Analyse des immunobuvardages par densitométrie effectuée en utilisant le programme 

Quantity One 1-D Analysis de Bio-Rad. Moyennes ± ES de trois expériences réalisées en 

duplicatas. D, Mesure de la prolifération cellulaire par incorporation de [3H]-thymidine 

dans les DU145 transfectées avec les siRNAs et cultivées dans du milieu supplémenté de 

0,5 % BSA, de 200 µM d’oléate lié à la BSA ou de 10 % FBS pendant 24 h. Durant les 

dernières 4 h, les cellules ont été marquées avec de la [3H]-thymidine. Moyennes ± ES de 

trois expériences réalisées en triplicatas. 

 

Étude d’un agoniste de GPR40 et GPR120. 

Afin de déterminer l’apport réel d’une signalisation passant par GPR40 dans l’effet 

de l’oléate sur la prolifération et l’activation de voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération, il est important de séparer le rôle de l’oléate en tant que ligand pour GPR40 

de son rôle dans le métabolisme des acides gras. Pour ce faire, nous avons utilisé la 

molécule GW9508, un agoniste spécifique des récepteurs GPR40 et GPR120, caractérisée 

par Briscoe et al. (Fig. 16A) (Briscoe et al, 2006). Le potentiel du GW9508 en tant que 

ligand de GPR40 est 10 fois plus élevé que celui des acides gras à longues chaînes dans une 

expérience d’influx de calcium effectuée dans des cellules HEK-293 transfectées avec un 

plasmide exprimant GPR40 (Briscoe et al, 2006). Il est également un agoniste du récepteur 

GPR120, malré une efficacité inférieure à celle des acides gras à longues chaînes. 

L’avantage de l’utilisation d’un agoniste est qu’il activera les récepteurs aux acides gras 

GPR40 et GPR120, mais n’induira pas les effets métaboliques engendrés par l’oléate 

lorsque celui-ci pénètrera dans les cellules.  
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Briscoe et al. (2006) ayant dilué le GW9508 dans du DMSO en absence de BSA, 

nous avons tenté de reproduire ces conditions. Bien que le produit se solubilise 

parfaitement dans le DMSO, il précipitait lorsque mélangé au milieu de culture à une 

concentration finale de 10 µM ou plus. L’ajout de 0,5 % de BSA au milieu de culture 

n’empêchait pas la formation de précipités. Nous avons ensuite dilué l’agoniste dans de 

l’eau à laquelle nous avons ajouté quelques gouttes de NaOH jusqu’à l’obtention d’un pH 

de 9,5. Dans ce solvant basique, le carboxylate est ionisé, ce qui permet à la molécule de se 

solubiliser plus facilement. Une fois le GW9508 dilué à sa concentration finale, cela 

n’affectait pas le pH du milieu de culture des cellules. Cependant, lorsque le GW9508 était 

dilué à une concentration finale de l’ordre de 100 µM ou plus dans du milieu de culture, il 

formait de petits précipités qui se déposaient au fond des puits. La formation de ces 

précipités était inhibée par l’ajout de 0,5 % de BSA dans le milieu, même à une 

concentration finale de 200 µM de GW9508. Nous avons donc utilisé le GW9508 dilué 

dans un solvant basique, ajouté à du milieu de culture supplémenté en 0,5 % de BSA pour 

nos expériences.   

Des courbes de dose-réponse d’incorporation de [3H]-thymidine ont été effectuées 

avec le GW9508. Le GW9508 semblait avoir un léger effet inhibiteur dose-dépendant sur la 

prolifération dans les cellules MDA-MB-231 et DU145 (Fig. 16B-C). Ces dernières ne 

proliféraient pas en présence de GW9508, mais elles ne semblaient pas entrer en apoptose 

comme c’est le cas lors d’un traitement au palmitate par exemple. Nous avons effectué un 

essai de clivage du DEVD pour quantifier l’activité de la caspase-3 afin de mesurer la mort 

cellulaire potentiellement induite par un traitement au GW9508 dans les cellules MDA-

MB-231 (Fig. 16D). Après 24 h dans du milieu sans sérum, les cellules ont été cultivées 

dans du milieu supplémenté de différentes concentrations de l’agoniste, en présence de 

BSA, d’oléate ou de palmitate liés à la BSA pour 24 h additionnelles avant d’être récoltées 

pour l’essai. Le GW9508 n’induisait pas d’augmentation de l’activité de la caspase-3 dans 

les cellules MDA-MB-231 (Fig. 16D). L’agoniste ne semble donc pas toxique pour les 

cellules malgré qu’il induise un léger ralentissement de leur prolifération.  
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Figure 16 : L’agoniste GW9508 de GPR40 et GPR120 n’induit pas la prolifération des 

cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la prostate DU145.  

A, Structure biochimique de l’agoniste GW9508. B-C, Mesure de la prolifération cellulaire 

par incorporation de [3H]-thymidine dans les MDA-MB-231 (B) et DU145 (C) cultivées 

dans du milieu en présence de 0,5 % BSA supplémenté de différentes concentrations de 

GW9508, de 200 µM d’oléate ou de palmitate liés à la BSA ou de 10 % FBS pendant 24 h. 

Durant les dernières 4 h, les cellules ont été marquées avec de la [3H]-thymidine. Moyennes 

± ES de trois expériences réalisées en triplicatas. D, Mesure de l’activité de la caspase-3 par 

un essai de clivage du DEVD dans les cellules MDA-MB-231 cultivées dans du milieu en 

présence de 0,5 % BSA supplémenté de différentes concentrations de GW9508, d’oléate ou 
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de palmitate liés à la BSA ou de 10 % FBS pendant 48 h. Moyennes ± ES de deux 

expériences réalisées en duplicatas. 

 

Nous nous sommes ensuite penchés sur l’effet de l’agoniste sur l’activation des 

voies de signalisation Akt et ERK1/2. Nous avons effectué une courbe de dose-réponse 

avec le GW9508 dilué à pH basique en présence de BSA sur les cellules MDA-MB-231 et 

DU145 afin de déterminer son effet sur la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2. Dans les 

cellules MDA-MB-231, le GW9508 augmentait la phosphorylation d’Akt de façon dose-

dépendante à partir de 10 µM et n’affectait pas la phosphorylation d’ERK1/2 (Fig. 17A). 

Dans les cellules DU145, le GW9508 augmentait aussi la phosphorylation d’Akt et 

d’ERK1/2 à partir de 100 µM (Fig. 17B). Cette différence au niveau de la dose de GW9508 

nécessaire pour induire la phosphorylation de ces protéines dans les cellules MDA-MB-231 

et DU145 corrèle avec leurs niveaux respectifs d’expression du récepteur GPR40. Ces 

résultats montrent que l’agoniste GW9508 serait en mesure d’induire une augmentation de 

la phosphorylation des protéines Akt et ERK1/2, mais n’induirait pas la prolifération 

cellulaire.  
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Figure 17 : L’agoniste GW9508 de GPR40 et GPR120 induit la phosphorylation d’Akt 

et d’ERK1/2 dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la 

prostate DU145.  

A-B, Immunobuvardage de lysats de cellules MDA-MB-231 (A) et DU145 (B) stimulées 

par différentes concentrations de GW9508 en présence de BSA, 200 µM d’oléate lié à la 

BSA ou 100 ng/ml d’EGF pendant 30 minutes pour les MDA-MB-231 ou 10 minutes pour 

les DU145. Les anticorps utilisés sont dirigés contre Akt total ou Akt phosphorylée sur la 

Ser-473 (p-Akt) et ERK1/2 totales ou ERK1/2 phosphorylées sur la Thr-202 et la Tyr-204 

(p-ERK1/2). La figure montre une expérience représentative de trois expériences réalisées 

en duplicatas. 

 

 



 

 

Discussion 

Des études épidémiologiques et sur des modèles animaux ont suggéré une 

corrélation entre une diète riche en gras et une augmentation de l’incidence, du 

développement ou du taux de métastases des cancers du sein et de la prostate. Cependant, 

une corrélation n’a pu être montrée avec certitude en raison du grand nombre d’études 

contradictoires et seule une tendance positive entre une diète riche en gras et le taux de 

développement des cancers du sein et de la prostate se dessine. Les études concernant 

l’impact de types précis d’acides gras dans la diète sur l’incidence des cancers sont encore 

moins concluantes, ceci étant principalement dû à l’imprécision des données ou la trop 

grande similitude des diètes entre les patients. C’est pourquoi des études approfondies au 

niveau moléculaire pour comprendre le mécanisme d’action des différents types d’acides 

gras sur le métabolisme des cellules cancéreuses pourraient mieux orienter de futures 

études épidémiologiques.  

 

L’effet prolifératif de l’oléate est observé dans plus d’un type de cancer. 

Dans le laboratoire, il a été montré que les acides gras insaturés (oléate, linoléate, 

arachidonate) induisent la prolifération tandis que les acides gras saturés (palmitate, 

myristate, stéarate) induisent l’apoptose de cellules du cancer du sein in vitro (Hardy et al, 

2003). Plusieurs études in vitro ont montré ce double effet des acides gras sur le devenir des 

cellules du cancer du sein, mais très peu d’études ont été effectuées sur des lignées 

cellulaires d’autres types de cancers. Afin de déterminer si l’effet prolifératif de l’oléate 

pouvait s’appliquer à d’autres types de cancers, nous avons effectué un traitement à l’oléate 

sur des cellules du cancer de la prostate. Ce cancer a été choisi comme deuxième modèle 

d’étude en raison de la tendance corrélationnelle entre l’obésité et son incidence. Nous 

avons montré que l’oléate induit la prolifération des cellules du cancer de la prostate 

DU145 et PC-3 tandis que le palmitate entraîne leur mort cellulaire. L’effet prolifératif de 

l’oléate serait donc un phénomène répandu affectant plusieurs types de cancers. Les 
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cellules du sein et de la prostate étant stéroïdogéniques, il est possible qu’une 

caractéristique propre à ce type de cellules les rendent sensibles à la prolifération induite 

par l’oléate, comme par exemple leur capacité élevée à entreposer des acides gras. L’effet 

de l’oléate sur la prolifération devrait donc être examiné sur des cellules de cancers non-

stéroïdogéniques, mais affectés par l’obésité, afin de vérifier si l’oléate serait également en 

mesure d’induire la prolifération de ces cellules. Nos expériences préliminaires dans les 

cellules de cancer du colon HRT-18, un autre cancer associé à l’obésité, montrent que ces 

cellules exprimant le récepteur GPR120 répondent à l’oléate par une augmentation de la 

phosphorylation des protéines ERK1/2. D’autres lignées de cancer du colon devraient être 

testées ainsi que l’effet prolifératif de l’oléate par des expérience d’incorporation de [3H]-

thymidine. L’étude devrait également être étendue à des cellules de cancers semblant moins 

affectés par l’obésité tels que les cancers de la vessie, du cerveau ou les mélanomes (Calle 

et al, 2003). Ces types de cellules ne présentant possiblement pas les caractéristiques 

physiologiques nécessaires pour répondre à l’effet prolifératif engendré par les acides gras 

insaturés, cela pourrait expliquer que leur développement ne soit pas affecté par un taux 

circulant élevé d’acides gras. De plus, les cellules en culture primaire HMECs n’expriment 

pas les récepteurs GPR40 et GPR120 et ne semblent pas être en mesure de répondre à 

l’effet de l’oléate sur la prolifération. Il est à noter qu’un groupe a observé l’expression de 

GPR40 dans des cellules épithéliales mammaires bovines lesquelles montraient une 

augmentation de leur prolifération en présence d’oléate (Yonezawa et al, 2008). Cette 

différence pourrait provenir de l’origine bovine des cellules comparativement aux cellules 

humaines. Cependant, nos résultats dans les HMECs rejoignent les observations dans les 

cellules de la lignée épithéliale mammaire humaine non-transformée MCF-10A qui ne 

répondent pas à l’effet prolifératif de l’oléate (Przybytkowski et al, 2007). Ces résultats 

nous porteraient à croire que l’oléate induirait la prolifération des cellules humaines 

cancéreuses, mais non des cellules humaines « normales ». L’établissement d’un tel 

principe général nécessiterait évidemment des études dans plusieurs autres types de cellules 

primaires et de lignées cellulaires cancéreuses.  
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L’oléate induit l’activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2.  

Il existe plusieurs voies de signalisation impliquées dans l’induction de la 

prolifération et la survie cellulaires. Les voies Akt et ERK1/2 sont parmi les plus étudiées et 

les plus importantes pour la survie, la croissance et la prolifération cellulaires. Nous avions 

précédemment obtenu des évidences en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de 

MEK1/2 et PI3K que ces deux voies pourraient être impliquées dans la prolifération induite 

par l’oléate sur les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 (Hardy et al, 2005). Dans la 

présente étude, nous avons déterminé, toujours à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques, 

que ces voies étaient également impliquées dans la prolifération induite par l’oléate dans les 

cellules du cancer de la prostate DU145. Ces observations de l’implication des voies Akt et 

ERK1/2 dans l’effet prolifératif de l’oléate restent indirectes puisque ces deux voies sont 

très importantes pour la survie des cellules et leur inhibition pourrait certainement entraîner 

une perte de la prolifération cellulaire indépendamment de leur implication dans l’effet de 

l’oléate.  

Nous avons également montré qu’un court traitement à l’oléate induit la 

phosphorylation d’Akt dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 ainsi que la 

phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 dans les cellules du cancer de la prostate DU145. 

L’oléate est donc en mesure d’induire l’activation de ces voies de signalisation dans ces 

deux lignées cellulaires. Afin d’agir sur la prolifération cellulaire, l’activation des voies de 

signalisation Akt et ERK1/2 doit se maintenir jusqu’à l’entrée des cellules en phase S du 

cycle cellulaire (Jones & Kazlauskas, 2001; Yamamoto et al, 2006). L’activation de ces 

voies sur une période plus étendue est donc nécessaire. Un traitement à l’oléate sur les 

cellules du cancer du sein MDA-MB-231 induit une double vague d’activation de la 

protéine Akt. Cette double vague d’activation d’Akt est aussi présente dans les cellules du 

cancer de la prostate DU145 et affecte également ERK1/2 de façon encore plus marquée. 

La première vague rapide de phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2, environ 10-30 minutes 

après le début du traitement à l’oléate, est caractéristique d’une signalisation passant par un 
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récepteur membranaire (revu dans Rozengurt, 2007). L’activation d’un récepteur par son 

ligand et l’induction de la signalisation en aval de celui-ci s’effectue en effet sur des temps 

très courts. La deuxième vague de phosphorylation, plus lente et soutenue, pourrait 

nécessiter l’entrée de l’oléate dans la cellule puis sa métabolisation d’où un temps de 

réponse beaucoup plus long. Le maintien de l’activation de ces deux voies de signalisation 

pendant au moins 10 h suite à un traitement à l’oléate pourrait être suffisant pour 

déclencher la prolifération cellulaire.  

 

L’oléate induit l’activation des voies Akt et ERK1/2 via GPR40.  

L’oléate semble induire l’activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2, au 

moins sur des temps courts, via un ou des récepteurs membranaires. Entre 2003 et 2005, 

deux GPCRs jusqu’alors orphelins, GPR40 et GPR120, ont été identifiés comme récepteurs 

des acides gras à moyennes et longues chaînes dont l’oléate. Il existe plusieurs méthodes 

pour confirmer l’implication d’un GPCR dans l’activation de la cellule. La toxine de 

pertussis est un inhibiteur pharmacologique bloquant spécifiquement la signalisation 

passant par un des partenaires possibles des GPCRs, les protéines Gαi/o. Nous avons montré 

que cette toxine inhibe la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 induite dans les cellules du 

cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la prostate DU145. De plus, un influx rapide 

de calcium dans le cytosol suite à une stimulation des cellules peut être engendré par 

certains types de récepteurs membranaires, dont des GPCRs couplés Gαq (revu dans 

Clapham, 1995). Nous avons montré que l’oléate induit un influx rapide de calcium dans le 

cytosol des cellules MDA-MB-231 (Hardy et al, 2005) et DU145 après seulement quelques 

secondes de traitement. Ces résultats suggèrent que l’oléate induit l’activation d’un ou de 

GPCR(s) couplé(s) Gαi/o et/ou Gαq. GPR40 et GPR120, deux GPCRs activés par des acides 

gras à moyennes et longues chaînes pouvant être couplés à la fois Gαi/o et Gαq, sont donc 

deux candidats possibles. La liaison de l’oléate à ce ou ces récepteur(s) serait essentielle à 

son activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2.  
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La détection de l’expression de GPCRs dans des cellules n’est pas aisée vu leur 

nombre et leur grande homologie de séquence. La synthèse d’anticorps dirigés 

spécifiquement contre un GPCR n’est pas toujours possible, ceux-ci reconnaissant souvent 

plusieurs membres de la famille des GPCRs de façon non-spécifique. Le manque de 

spécificité des anticorps dirigés contre GPR40 et GPR120 testés et de reproductibilité des 

résultats nous ont obligés à trouver un moyen alternatif pour quantifier l’expression de ces 

récepteurs. De plus, leur expression endogène dans les cellules MDA-MB-231 et DU145 

semblant relativement faible, un moyen de détection plus sensible était nécessaire afin de 

quantifier d’éventuelles diminutions de leur expression lors des expériences impliquant des 

siRNAs dirigés contre ces récepteurs. L’expression d’un gène au niveau de l’ARN ne 

reflète pas toujours son expression au niveau de la protéine. Tenter de quantifier 

l’expression d’une protéine en utilisant le PCR en temps réel n’est donc pas idéal. 

Cependant, il s’agit d’une méthode très sensible et reproductible dont les résultats peuvent 

être aisément comparés entre les différents échantillons. Nous avons analysé l’expression 

de GPR40 et GPR120 par PCR en temps réel dans les lignées du cancer de la prostate 

DU145 et du cancer du sein MDA-MB-231. GPR40 est exprimé de façon semblable dans 

toutes les lignées du cancer de la prostate et du sein analysées. Par contre, l’expression de 

GPR120 est quasi-inexistante dans la plupart de ces lignées à l’exception des cellules 

DU145 et T47D. À noter l’expression importante de GPR120 dans des îlots de pancréas 

humains, qui a été récemment décrite par deux autres groupes (Kebede et al, 2009; Morgan 

& Dhayal, 2009). Le taux d’expression faible dans la lignée DU145 et non-détectable dans 

la lignée MDA-MB-231 de GPR120 nous a incité à concentrer nos travaux sur GPR40 en 

tant que candidat potentiellement responsable de la signalisation de l’oléate dans ces 

cellules.  

Nous avons étudié l’implication de GPR40 dans la phosphorylation d’Akt et 

d’ERK1/2 induite par l’oléate dans des cellules MDA-MB-231 et DU145 en surexprimant 

ce récepteur. L’augmentation substantielle de l’expression du gène détectée par PCR en 

temps réel ne reflète peut-être pas directement son expression au niveau de la protéine, 
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mais un tel niveau de transcription de l’ARN devrait être en mesure d’augmenter la 

concentration intracellulaire de la protéine. Comparativement aux cellules non-transfectées 

ou transfectées avec le plasmide contrôle, la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate est 

environ trois fois plus élevée dans les cellules MDA-MB-231 et DU145 surexprimant 

GPR40. La transfection de GPR40 dans les DU145 entraîne également une augmentation 

d’environ deux fois de la phosphorylation d’ERK1/2 induite par l’oléate. Ces résultats 

sugèrent que le récepteur GPR40 pourrait être impliqué dans la phosphorylation rapide des 

protéines Akt et ERK1/2.  

Nous avons également inhibé l’expression du récepteur GPR40 à l’aide de siRNAs 

spécifiques dans les lignées cellulaires du cancer du sein et du cancer de la prostate. La 

diminution plus accentuée de l’expression de GPR40 dans les MDA-MB-231 peut 

s’expliquer par un taux d’efficacité de transfection plus élevé dans ces cellules que dans les 

DU145. De plus, puisque le récepteur GPR40 est plus exprimé dans les MDA-MB-231, il 

est possible qu’il soit plus aisé d’observer une inhibition significative de son expression 

comparativement aux cellules DU145. Dans les cellules MDA-MB-231, la transfection du 

siGPR40 #1 inhibe presque totalement la phosphorylation d’Akt induite par l’oléate. Dans 

les cellules DU145, la diminution de l’expression de GPR40 par siRNA inhibe 

partiellement la phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 induite par l’oléate. L’effet moindre 

sur les cellules DU145 pourrait s’expliquer par la plus faible diminution de l’expression du 

récepteur GPR40 par le siRNA ou encore par la présence du récepteur GPR120 dans ces 

cellules, lequel pourrait suppléer au moins partiellement à la perte de GPR40.  

L’oléate étant un acide gras, il est en mesure d’entrer librement dans la cellule par 

diffusion ou transport assisté. Une fois à l’intérieur de la cellule, il peut activer directement 

des voies de signalisation ou encore être métabolisé. Toutes ces actions engendrent des 

signaux qui sont indépendants de l’activation des récepteurs aux acides gras. Afin de 

dissocier les effets liés à l’activation de GPR40 de ceux liés au métabolisme de l’oléate, 

nous avons utilisé un agoniste des récepteurs GPR40 et GPR120 caractérisé par Briscoe et 

al. (Briscoe et al, 2006). Cet agoniste, le GW9508, se lie aux récepteurs et entraîne leur 



 

 

 

100 

activation, mais n’est pas en mesure d’entrer dans la cellule. Dans les cellules MDA-MB-

231, le GW9508 induit la phosphorylation d’Akt. Il induit également l’activation d’Akt et 

d’ERK1/2 dans les DU145. Dans des cellules HEK-293 exprimant GPR40 de façon 

inductible, le GW9508 induit également la phosphorylation d’ERK1/2 (Smith et al, 2009). 

Ces résultats, qui montrent que la liaison du récepteur GPR40 par son ligand, que ce soit 

l’oléate ou l’agoniste GW9508, entraîne l’activation rapide des voies de signalisation Akt et 

ERK1/2 dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la prostate 

DU145, suggèrent que l’activation par l’oléate ne requière pas sa métabolisation.  

 

L’oléate induit la prolifération cellulaire par un mécanisme indépendant 

de GPR40.  

Dans un premier temps, nous avons pensé que l’activation de GPR40 serait 

impliquée dans l’augmentation de la prolifération induite par l’oléate puisque celle-ci était 

sensible à un traitement à la toxine de pertussis, un inhibiteur des petites protéines Gαi/o. 

Cependant, la transfection d’un siRNA qui diminuait l’expression de GPR40 dans les 

cellules et l’activation des protéines Akt et ERK1/2 n’affecta pas la prolifération induite par 

l’oléate. N’observant pas d’effet du siGPR40 #1 sur la prolifération cellulaire malgré la 

diminution de l’expression du récepteur dans les cellules, nous avons alors pensé que 

GPR40 pourrait être impliqué dans l’effet protecteur de l’oléate sur l’apoptose induite par 

l’absence de sérum. Nous avons donc mesuré l’activité de la caspase-3 en fonction de la 

concentration en oléate dans des cellules MDA-MB-231 transfectées avec le siGPR40 #1. 

Tout comme pour la prolifération, la diminution de l’expression de GPR40 par siRNA 

n’affecta pas l’effet anti-apoptotique de l’oléate. De plus, l’agoniste GW9508 de GPR40 et 

GPR120, lorsqu’il est utilisé dans un essai d’incorporation de [3H]-thymidine, n’entraîne 

pas la prolifération des cellules MDA-MB-231 et DU145. Ces deux résultats suggèrent que 

la prolifération induite par l’oléate dans les cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du 

cancer de la prostate DU145 n’impliquerait pas l’activation de GPR40. Le léger effet 
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négatif sur la prolifération induite par l’oléate dans les cellules MDA-MB-231 observé 

préalablement dans notre laboratoire suite à un traitement des cellules avec un shRNA 

(short hairpin RNA) dirigé contre GPR40 pourrait être un effet non-spécifique occasionné 

par la métabolisation du shRNA ou encore par le tri des cellules par FACS (Hardy et al, 

2005). Nous ne pouvons évidemment pas exclure l’implication d’un effet non-spécifique 

dans l’incapacité du siGPR40 #1 à affecter la prolifération induite par l’oléate. Il est 

important aussi de se rappeler que l’efficacité des deux moyens utilisés pour diminuer 

l’expression du récepteur a été mesurée à l’aide du PCR en temps réel et il nous est 

impossible pour l’instant de déterminer leur efficacité réelle au niveau de l’expression 

protéique de GPR40. Une troisième méthode d’inhibition de l’expression ainsi qu’un 

anticorps spécifique pour GPR40 seront nécessaires pour définir avec plus de certitude son 

implication dans la prolifération cellulaire induite par l’oléate. 

Une étude dans des cellules épithéliales bronchiales humaines a suggéré que la 

rosiglitazone et la troglitazone, des agonistes du récepteur PPARγ, induiraient la 

prolifération de ces cellules par un mécanisme impliquant GPR40 (Gras et al, 2009). Le 

contraste entre cette étude et nos résultats pourrait s’expliquer de diverses façons. D’abord, 

le type cellulaire utilisé est différent. Certains GPCRs pouvant se lier à plusieurs types de 

petites protéines G, des variations au niveau du couplage récepteur/protéine G entre les 

types cellulaires pourrait entraîner des différences dans l’activation des voies de 

signalisation en aval des récepteurs. Ensuite, des mutations dans le gène GPR40 ou des 

polymorphismes (Ogawa et al, 2005) spécifiques à certains types cellulaires pourraient 

entraîner une modification du couplage et donc potentiellement l’activation de différentes 

voies de signalisation (revu dans Hermans, 2003; revu dans Perez & Karnik, 2005). Enfin, 

l’utilisation de la rosiglitazone et de la troglitazone comme agonistes de GPR40 pourrait 

également entraîner des différences au niveau de l’activation du récepteur comparativement 

à l’oléate. L’activation d’un GPCR par divers ligands peut entraîner un changement de 

conformation du récepteur propre à chaque ligand et ainsi favoriser la liaison de protéines 
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signalétiques distinctes, entraînant l’activation de différentes voies de signalisation (revu 

dans Hermans, 2003; revu dans Perez & Karnik, 2005).  

Puisque GPR40 ne semble pas essentiel à l’induction de la prolifération induite par 

l’oléate, la sensibilité de cet effet prolifératif à la toxine de pertussis devient alors un 

résultat à expliquer. La toxine de pertussis étant un inhibiteur très spécifique, la possibilité 

d’un effet secondaire associé à l’utilisation de cet inhibiteur est pratiquement à exclure 

(Murayama & Ui, 1983). Nous pourrions penser à l’implication d’un autre GPCR que 

GPR40. Malgré sa faible expression dans les DU145 et les MDA-MB-231, GPR120 

pourrait être un GPCR candidat. Cependant, le fait que l’agoniste GW9508 de GPR40 et 

GPR120 ne soit pas en mesure d’induire la prolifération semble éliminer ce récepteur 

également. Nous ne pouvons écarter la possibilité d’un autre GPCR non-identifié qui aurait 

comme ligands des acides gras à longues chaînes dont l’oléate. Avec l’avancée des 

méthodes d’identification de ligands à haut débit, il existe de moins en moins de récepteurs 

orphelins et donc de candidats pour cette hypothèse. Néanmoins, GPR84, un récepteur aux 

acides gras à moyennes chaînes exprimé dans plusieurs tissus dont le cerveau, le colon et 

les intestins, a été identifié récemment (Wang et al, 2006). GPR119, exprimé 

principalement dans le pancréas et les intestins, a été identifié comme ayant pour ligand un 

dérivé de l’oléate, l’oléoyléthanolamide (Overton et al, 2006). Il n’est donc pas impossible 

que d’autres récepteurs aux acides gras, à un de leurs dérivés ou métabolites, soient 

identifiés dans le futur puisque plus d’une centaine de GPCRs seraient toujours orphelins 

(Heilker et al, 2009).  

Puisque GPR40 ne semble pas impliqué dans la prolifération induite par l’oléate, 

quel rôle pourrait-il jouer dans les cellules de cancer du sein et de la prostate ? 

L’augmentation de l’expression de GPR40 avec la confluence des cellules pourrait nous 

donner un indice sur un rôle potentiel de ce récepteur. Lorsque des cellules en culture 

arrivent à confluence, elles ont tendance à ralentir leur prolifération et à entamer leur 

différentiation. La hausse du taux d’expression de GPR40 à ce moment pourrait suggérer 

l’implication de ce récepteur dans la différentiation des cellules. Un groupe a d’ailleurs 
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montré dans des cellules mammaires bovines que l’expression de GPR40 était maximale 

lors du pic de lactation (Yonezawa et al, 2008). Des expériences plus poussées dans ce 

domaine seront nécessaires pour tirer des conclusions.  

 

Les effets prolifératif et anti-apoptotique de l’oléate pourraient être 

engendrés par le métabolisme de l’oléate.  

Les voies de signalisation Akt et ERK1/2 sont importantes pour la prolifération et la 

survie des cellules. Elles sont impliquées dans l’effet de l’oléate sur la prolifération puisque 

leur inhibition diminue l’incorporation de [3H]-thymidine induite par l’oléate dans les 

cellules du cancer du sein MDA-MB-231 et du cancer de la prostate DU145. La voie Akt 

est également impliquée dans le métabolisme des lipides. L’activation d’Akt augmente la 

transcription de FAS, l’enzyme centrale de la lipogenèse (revu dans Bengoechea-Alonso & 

Ericsson, 2007). L’inhibition de FAS par siRNA inhibe en retour l’activation d’Akt par un 

mécanisme inconnu (Wang et al, 2005). Akt serait donc activée directement ou 

indirectement par FAS ou un des métabolites de la lipogenèse en aval de cette enzyme. 

FAS est fréquemment surexprimée dans les cellules cancéreuses dont celles des cancers du 

sein et de la prostate (revu dans Kuhajda, 2000) et l’inhibition de son expression par siRNA 

ou à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques induit la mort des cellules par apoptose (De 

Schrijver et al, 2003; Pizer et al, 1996). Des siRNAs dirigés contre ACC-α ou ACL 

induisent également la mort cellulaire (Bauer et al, 2005; Brusselmans et al, 2005). Ceci 

montre qu’une dérégulation de la lipogenèse dans les cellules cancéreuses entraîne une 

réaction pro-apoptotique. D’ailleurs, la lipogenèse est augmentée dans les lignées 

cellulaires de plusieurs types de cancers incluant les cancers du sein et de la prostate (revu 

dans Swinnen et al, 2006). 

L’augmentation de la lipogenèse par les cellules cancéreuses leur permet d’accroître 

la synthèse d’acides gras à longues chaînes qui sont ensuite transformés, entre autres, en 
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phospholipides pour la synthèse des membranes et en triglycérides afin de servir de réserve 

d’énergie. L’incubation de cellules du cancer du sein dans un milieu supplémenté en oléate 

entraîne une augmentation de la synthèse des triglycérides et la formation de gouttelettes 

lipidiques dans le cytoplasme in vitro (Hardy et al, 2003). L’entrée massive d’oléate dans 

les cellules imite donc une stimulation de la lipogenèse en favorisant le métabolisme des 

lipides. Przybytkowski et al. (2007) ont montré que, dans les cellules de cander du sein 

MDA-MB-231, un traitement de 24 h à l’oléate induit une forte accumulation de 

triglycérides dans le cytoplasme des cellules sous forme de gouttlettes lipidiques et entraîne 

la survie des cellules sur 10 jours dans un milieu de sevrage complet. La faculté de diverses 

lignées cellulaires du sein à accumuler des triglycérides sous forme de gouttelettes 

lipidiques est en corrélation directe avec la capacité de l’oléate à inhiber l’apoptose induite 

par un retrait du sérum dans ces cellules (Przybytkowski et al, 2007). L’accumulation de 

gouttelettes lipidiques joue donc un rôle primordial dans l’effet anti-apoptotique de l’oléate 

et possiblement dans son effet prolifératif indépendant des récepteurs aux acides gras. Des 

études ont examiné la fonction des gouttelettes dans les cellules et leur composition 

(Brasaemle et al, 2004; Fujimoto & Ohsaki, 2006; Fujimoto et al, 2004). La majorité des 

protéines associées aux gouttelettes lipidiques sont impliquées dans le métabolisme des 

acides gras, mais elles incluent également des protéines signalétiques. Yu et al. (1998; 

2000) ont montré qu’ERK1/2 et la PI3K co-localisent avec les gouttelettes lipidiques dans 

les leucocytes et les macrophages. Leur niveau d’activation lors de cette co-localisation et 

leur fonction potentiellement associée à cet organelle restent à découvrir.  

Les résultats présentés dans cette thèse nous amènent à proposer un modèle de 

travail (Figure 18) selon lequel l’oléate agirait sur les cellules via deux voies 

complémentaires. D’un côté, en activant le récepteur aux acides gras GPR40, l’oléate 

induirait la phosphorylation rapide des voies de signalisation ERK1/2 et Akt. La protéine 

Akt, en activant le complexe mTORC1 et les SREBPs, augmenterait la transcription de 

gènes impliqués dans le métabolisme des lipides tels que ACL, ACC-α, FAS et GPAT, 

préparant les cellules à une hausse de la lipogenèse. De l’autre côté, l’oléate entrerait dans 
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les cellules, stimulant la production et l’entreposage de triglycérides dans les goutellettes 

lipidiques. Cette accumulation de triglycérides dans les cellules constituerait le noyau du 

mécanisme par lequel l’oléate entraînerait la prolifération et la survie cellulaires. Nous 

savons qu’un traitement de 3 h à l’oléate est suffisant pour induire l’inhibition complète de 

l’activité de la caspase-3 engendrée par le retrait du sérum dans les cellules MBA-MB-231 

(Przybytkowski et al, 2007). Une accumulation visible des gouttelettes lipidiques dans les 

cellules MDA-MB-231 incubées dans un milieu supplémenté en oléate débute environ 2 h 

après le début du traitement (observations non-montrées). Cette accumulation corrèle avec 

le début de la deuxième vague de phosphorylation des protéines Akt et ERK1/2 dans les 

cellules MDA-MB-231 et DU145 induite par l’oléate. L’entrée de l’oléate dans la cellule 

stimulerait l’accumulation de triglycérides dans les gouttelettes lipidiques, entraînant la 

deuxième vague d’activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2. Des études 

complémentaires seront nécessaires afin de mieux comprendre comment la métabolisation 

de l’oléate et son entreposage dans les gouttelettes lipidiques sous forme de triglycérides 

pourrait induire l’activation de ces voies de signalisation. Ce modèle attribuerait un rôle 

direct au métabolisme des lipides et à la formation des gouttelettes lipidiques dans 

l’activation d’une signalisation menant à la survie et à la prolifération cellulaires induites 

par l’oléate. 
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Figure 18 : Modèle de travail.  

 



 

 

Perspectives 

Rôle du métabolisme des acides gras dans les effets de l’oléate. 

Implication du métabolisme de l’oléate dans son effet prolifératif. 

L’oléate pouvant entrer directement dans les cellules par diffusion passive, sa 

métabolisation pourrait jouer un rôle dans l’activation des voies de signalisation Akt et 

ERK1/2 et dans la prolifération cellulaire. Nous savons qu’une accumulation importante de 

triglycérides dans le cytoplasme des cellules est un facteur essentiel pour l’induction de 

l’effet protecteur de l’oléate sur les cellules de cancer du sein (Przybytkowski et al, 2007). 

Afin de déterminer si l’accumulation de triglycérides dans les gouttelettes lipidiques 

jouerait également un rôle dans la prolifération induite par l’oléate, nous utiliserons des 

inhibiteurs des enzymes LCFACS et DGAT, lesquelles sont impliquées dans le 

métabolisme de l’oléate. Le triacsin C, un inhibiteur de LCFACS, empêche la conversion 

des acides gras en AG-CoA, la première étape dans la métabolisation de l’oléate (Tomoda 

et al, 1987). La DGAT, enzyme responsable de la conversion des diglycérides en 

triglycérides, pour laquelle divers inhibiteurs ont été récemment caractérisés, sera 

également inhibée (Lee et al, 2008; Zhao et al, 2008). Nous examinerons l’effet de ces 

inhibiteurs sur la formation des gouttelettes lipidiques, sur la deuxième vague de 

phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 et sur la prolifération cellulaire induites par un 

traitement à l’oléate. La deuxième vague d’activation des voies Akt et ERK1/2, observée 

entre 2 et 4 h après le début du traitement et soutenue dans le temps, corrèle avec 

l’apparition des gouttelettes lipidiques et pourrait être liée au métabolisme de l’oléate. 

L’inhibition du métabolisme de l’oléate par ces inhibiteurs pharmacologiques devrait 

réduire la synthèse des triglycérides et donc diminuer la formation des gouttelettes 

lipidiques, principalement constituées de triglycérides. Une diminution de la deuxième 

vague d’activation des voies Akt et ERK1/2 et de la prolifération en réponse à l’oléate et 

suite à l’utilisation des inhibiteurs de LCFACS et de DGAT signifierait l’implication du 

métabolisme de l’oléate dans ces effets.  
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Translocation des principales protéines des voies de signalisation Akt et ERK1/2 aux 

gouttelettes lipidiques. 

Une association positive entre la formation des gouttelettes lipidiques et l’induction 

de la deuxième vague de phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 par l’oléate nous amènerait à 

étudier la co-localisation de ces protéines avec les gouttelettes. Yu et al. (1998; 2000) ont 

montré que PI3K et ERK1/2 peuvent co-localiser avec ces organelles. L’oléate induit la 

formation d’un sous-groupe de gouttelettes lipidiques présentant un schéma d’expression 

protéique différent des gouttelettes préexistantes (Ohsaki et al, 2006; Wolins et al, 2005; 

Wolins et al, 2003); ERK1/2, PI3K et possiblement Akt pourraient être présentes à la 

surface de ces gouttelettes lipidiques. Nous effectuerons une courbe de suivi temps-réponse 

par immunofluorescence sur des cellules MDA-MB-231 et DU145 ayant reçu un traitement 

à l’oléate entre 10 minutes et 10 heures. Nous suivrons la localisation de PI3K, Akt, 

phospho-Akt, ERK1/2, phospho-ERK1/2, adipophiline et TIP47, une protéine de la famille 

des périlipines habituellement associée aux gouttelettes lipidiques formées suite à un 

traitement aux acides gras à longues chaînes (Ohsaki et al, 2006). Cet essai nous permettra 

de déterminer la localisation subcellulaire des protéines des voies de signalisation Akt et 

ERK1/2 par rapport aux gouttelettes lors d’un traitement à l’oléate et le moment de leur 

recrutement éventuel. L’utilisation d’anticorps dirigés contre les protéines phosphorylées et 

totales nous permettra de connaître leur statut d’activation au moment de ce recrutement 

afin de déterminer si leur phosphorylation pourrait être la cause ou encore la conséquence 

de leur co-localisation aux gouttelettes lipidiques.  
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Rôle de GPR40 dans les effets de l’oléate. 

Implication de GPR40 dans la deuxième vague de phosphorylation des protéines Akt 

et ERK1/2 induite par l’oléate. 

Un traitement à l’oléate entraîne deux vagues d’activation des voies Akt et ERK1/2. 

Afin de déterminer si GPR40 serait impliqué dans la deuxième vague d’activation d’Akt et 

d’ERK1/2, nous examinerons l’effet de la toxine de pertussis et du siGPR40 #1 sur la 

phosphorylation des protéines Akt et ERK1/2 induite par un traitement à l’oléate sur une 

durée de 10 heures. Nous utiliserons également l’agoniste GW9508 de GPR40 et GPR120 

pour un traitement prolongé, de 10 minutes à 10 heures, afin d’examiner son effet sur la 

phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 à plus long terme. L’incapacité de la toxine de 

pertussis et du siGPR40 #1 à inhiber et du GW9508 à induire la deuxième vague de 

phosphorylation d’Akt et d’ERK1/2 indiqueraient que GPR40 ne serait pas impliqué dans 

cet effet de l’oléate.  

Implication de GPR40 dans la promotion de la lipogenèse. 

L’activation rapide des voies de signalisation Akt et ERK1/2 par GPR40 ne semble 

pas nécessaire à l’induction de la prolifération par l’oléate. En effet, l’utilisation du 

siGPR40 #1 ne semble pas moduler l’effet de l’oléate sur la prolifération. La 

phosphorylation rapide d’Akt et d’ERK1/2 lors de l’activation de GPR40 pourrait 

néanmoins préparer les cellules à l’augmentation de la lipogénèse en activant certaines 

enzymes du métabolisme de l’oléate, comme proposé dans la discussion, et ainsi faciliter 

l’induction de la prolifération par l’oléate. L’expression des enzymes ACL, ACC-α, FAS et 

GPAT sera étudiée par PCR en temps réel ainsi que par immunobuvardage de type 

Western, suite à un traitement à l’oléate, sur une courbe de suivi temps-réponse allant de 10 

minutes à 4 heures, dans des cellules surexprimant GPR40 ou transfectées avec le siGPR40 

#1. Cet essai nous permettra de déterminer si l’activation de GPR40 par l’oléate induit une 

modification de l’expression de ces enzymes impliquées dans le métabolisme des acides 
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gras et à quel moment celle-ci survient. Le recrutement des protéines ERK1/2, PI3K et Akt 

aux gouttelettes lipidiques pourrait également être influencé par l’activation de GPR40, en 

particulier si nous montrons que la relocalisation d’ERK1/2 et de PI3K/Akt aux gouttelettes 

lipidiques nécessiterait leur activation. Nous étudierons la localisation de ces protéines suite 

à la surexpression ou à la diminution de l’expression de GPR40.  

L’activation de GPR40 par l’oléate pourrait également avoir d’autres rôles en 

rapport avec la lipogenèse. Un traitement de 24 h à l’oléate stimule la formation de 

gouttelettes lipidiques, principalement constituées de triglycérides (Przybytkowski et al, 

2007). Une grande capacité d’entreposage des triglycérides dans les cellules est un pré-

requis pour l’effet d’un traitement à l’oléate sur la survie pendant plusieurs jours en absence 

de sérum. GPR40, en modifiant l’expression de certaines enzymes du métabolisme de 

l’oléate, pourrait altérer le partitionnement des lipides dans la cellule, favorisant la synthèse 

de triglycérides au détriment d’autres types de lipides. Nous examinerons le 

partitionnement lipidique dans les cellules MDA-MB-231 et DU145 traitées à l’oléate suite 

à la surexpression de GPR40 et à sa diminution par siRNA afin de déterminer l’implication 

de GPR40 dans ce processus. Nous étudierons également la capacité de l’oléate à induire la 

survie à sept jours des cellules transfectées avec le siGPR40 #1 en absence de sérum. Ces 

expériences nous permettrons de déterminer si l’effet d’un traitement à l’oléate sur la survie 

à long terme des cellules dans un milieu sans sérum passe par l’activation de GPR40.  

Implication de GPR40 dans la migration, la différentiation et la progression tumorale. 

Le récepteur GPR40 pourrait être impliqué dans d’autres processus ou voies 

métaboliques. Un groupe a montré que l’oléate stimule la migration des cellules de cancer 

du sein MDA-MB-231 (Navarro-Tito et al, 2009). Cette étude ayant été réalisée en absence 

de BSA, il serait important de vérifier cette information dans des conditions plus 

physiologiques. L’utilisation du siGPR40 #1 et de l’agoniste GW9508 dans des essais de 

recouvrement de blessures (« Wound-Healing Assay »), ainsi que dans des essais de 
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migration chimiotactique en chambre de Boyden, nous permettraient de déterminer si 

GPR40 est impliqué dans la migration induite par l’oléate.  

L’augmentation du taux d’expression de GPR40 en fonction de la confluence des 

cellules pourrait indiquer un rôle pour ce récepteur dans la différentiation cellulaire ou 

encore dans la progression tumorale. Afin de déterminer si la surexpression de GPR40 

serait une conséquence ou une cause de la différentiation des cellules épithéliales 

mammaires comme le suggère l’étude de Yonezawa et al. (2008), nous produirons des 

clones stables exprimant GPR40 à divers degrés en utilisant le vecteur d’expression 

pIRESpuro-GPR40 et sélectionnés à l’aide de la puromicine. Ces clones seront mis en 

culture dans des boîtes de Pétri recouvertes de Matrigel. En se différentiant, les cellules 

épithéliales mammaires changent de morphologie. Les cellules différentiées cultivées dans 

le Matrigel forment des sphéroïdes ressemblant à la structure glandulaire de la glande 

mammaire tandis que les cellules non-différentiées conservent une morphologie hétérogène 

et étalée (Wang et al, 2000). Les cellules MDA-MB-231 possédant un phénotype de 

cellules non-différentiées losrqu’elles sont cultivées dans le Matrigel, nous pourrons 

observer l’effet de la surexpression de GPR40 sur la différentiation de ces cellules.  

Brièvement, afin d’étudier l’implication de GPR40 dans la promotion de la 

carcinogenèse in vivo, nous utiliserons des souris nues sur lesquelles nous implanterons des 

xénogreffes de cellules MDA-MB-231 ou DU145, non-transfectées ou surexprimant le 

récepteur GPR40. Nous comparerons la promotion de la charge tumorale de ces groupes 

ainsi que l’apparition de métastases (nombre, grosseur, localisation). Nous soumettrons 

également les différents groupes de souris à des diètes contenant une proportion croissante 

d‘acides gras insaturés afin de déterminer si un haut taux de ces acides gras dans la diète, et 

donc une forte activation du récepteur GPR40, serait nécessaire au rôle de GPR40 dans la 

promotion de la carcinogenèse.  



 

 

Conclusion 

 

Les travaux présentés dans cette thèse portent sur les effets des différents types 

d’acides gras sur la prolifération et la survie cellulaires. Dans le laboratoire, nous avons 

montré que les acides gras insaturés induisent la prolifération des cellules de cancer du sein 

et de la prostate tandis que les acides gras saturés provoquent la mort de ces cellules. 

L’oléate, l’acide gras insaturé le plus abondant dans la diète, entraîne l’activation rapide des 

voies de signalisation Akt et ERK1/2 par un mécanisme impliquant le récepteur aux acides 

gras GPR40. La prolifération cellulaire induite par l’oléate se ferait par un processus 

indépendant de GPR40 impliquant le métabolisme des acides gras et la formation de 

gouttelettes lipidiques.  

L’une des caractéristiques principales des cellules cancéreuses est une prolifération 

incontrôlée. Plusieurs voies de signalisation responsables de la prolifération ou de la survie 

sont suractivées dans les cellules cancéreuses et ce, par de nombreux moyens 

complémentaires afin d’assurer le développement rapide des cancers. La lipogenèse et le 

métabolisme des acides gras sont également suractivés dans certains cancers, dont les 

cancers du sein et de la prostate. Il n’est pas étonnant de découvrir un mécanisme reliant 

ces deux phénomènes dans les cancers : les acides gras sécrétés par les cellules cancéreuses 

possédant une lipogenèse surabondante servent à la stimulation de récepteurs membranaires 

ce qui entraine l’activation de voies de signalisation nécessaires à la prolifération. De telles 

interactions entre plusieurs voies métaboliques sont courantes dans les cancers, et parfois 

propre à un type particulier de cancer, ce qui rend la recherche complexe dans ce domaine. 

Chaque découverte nous rapproche d’une compréhension globale qui sera nécessaire à 

l’élaboration d’une stratégie visant à vaincre les différentes formes de cette terrible 

maladie.  
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