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CREB : protéine se fixant a I'élément de réponse de ’'adénosine monophosphate
cyclique

CSC : cellule souche cancéreuse

CTC : cellule tumorale circulante

C-ter : C-terminal

DBD : domaine de liaison a ’ADN

DHT: 5a-dihydrotestostérone

Dox : doxycycline

ECACC : European Collection of Authenticated Cell Cultures
EGF : facteur de croissance épidermique

EMT : transition épithélio-mésenchymateuse

EPCAM : molécule d’adhésion aux cellules épithéliales

ERK : kinase régulée par des signaux extracellulaires

FAP : protéine d’activation des fibroblastes

FGC : cellules a croissance rapide

FGF : facteur de croissance des fibroblastes

FISH : hybridation in situ en fluorescence

FSH : hormone folliculo-stimulante



FSP-1: protéine spécifique des fibroblastes-1

GFP : protéine verte fluorescente

GRIP1 : protéine interagissant avec le récepteur des glucocorticoides 1
GRP78 : protéine régulée par le glucose 78

HAT : histone acétyltransférase

HDAC : histones désacétylases

HGF : facteur de croissance hépatocytaire

HIF-1: facteur induit par ’hypoxie

hKz2 : kallikréine 2 humaine

HSP : protéine de choc thermique

HYNIC : succinimidyl-hydrazinonicotinamide
IGF-1 : facteur de croissance insulinomimétique-1
IL-6 : interleukine-6

IR3 : répétition inversée 3

IRM : imagerie par résonance magnétique

ISUP: International Society of Urological Pathology
KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LBD : domaine de liaison au ligand

LH : hormone lutéinisante

LHRH: gonadolibérine

LNCaP : lymph node carcinoma of the prostate
LSD1 : lysine déméthylase 1

MAOA : monoamine oxydase A

MAPK : protéine kinase activée par des mitogenes
MCT4 : transporteur monocarboxylate 4

MEC : matrice extracellulaire

miARN : micro-ARN

MMP : métalloprotéinase matricielle

MSC : cellule souche mésenchymateuse

mTOR : cible mécanistique de la rapamycine mammalienne
MZF1 : doigt de zinc myéloide 1

NCoR : co-répresseur de récepteur nucléaire

NF-kB : facteur nucléaire-kappa B

NFAT : facteur nucléaire de cellules T activées

NLS : signal de localisation nucléaire

NTD : domaine N-terminal

PAP : phosphatase acide prostatique

PCGEMa1 : transcrit prostatique spécifique



PCR : réaction de polymérase en chaine

PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes

PI3K : phosphatidylinositol kinase-3

PIN : néoplasie intra-prostatique

polyQ : polyglutamine

PRNCR1 : ARN non codant associé au cancer de la prostate
PSA : antigene prostatique spécifique

PTEN : homologue de la tensine et de la phosphatase

RA: récepteur des androgenes

RE : récepteur des estrogenes

RG : récepteur des glucocorticoides

RM : récepteur des minéralocorticoides

RP : récepteur de la progestérone

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

RT : transcription inverse

SDF-1 : facteur dérivé du stroma-1

shARN : petit ARN en épingle a cheveux

SMAD : Small/Mothers against decapentaplegic

SMRT: silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
SOCS1: suppresseur de signalisation cytokinique 1

SPECT : tomographie par émission monophotonique
SPOP : speckle-type POZ protein

SRC : co-activateur de récepteur stéroide

STATS3 : transducteur de signal et activateur de la transcription 3
SVF : sérum de veau feetal

TAU-1/5 : Unité d’activation de la transcription-1/5

TGF-f : facteur de croissance transformant-[3

TIF2 : facteur intermédiaire de transcription 2

TIMP : inhibiteur tissulaire de métalloprotéinases matricielles
TMPRSS2 : serine protéase transmembranaire de type 2
UBE2C : enzyme conjuguant l'ubiquitine E2

UCA-1 : facteur associé au carcinome urothélial-1

UICC : International Union against Cancer

VEGF : facteur de croissance de 'endothélium vasculaire
WT : sauvage

ZEB1 : zinc finger E-box binding homeobox 1
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I. Le cancer de la prostate
A. La prostate

La prostate est une glande exocrine ayant la forme d’une noix, d’environ 20
cms3. Cet organe pelvien entoure l'urétre et se situe en avant du rectum, entre la vessie

et son sphincter urinaire externe, et derriere le pubis (Fig. 1).

Uretére

Vessie
Vésicule séminale

Canal éjaculateur
Prostate

.. Pénis

Urétre

.— Corps cavermneux

Testicule

Figure 1: Localisation de la prostate au niveau de I'appareil urogénital masculin

Rectum

Anus

(https://eurekasante.vidal.fr/).

Le role de la prostate est de sécréter le liquide prostatique entrant dans la
composition du sperme en se mélangeant avec les spermatozoides en provenance des
testicules et avec le liquide séminal en provenance des vésicules séminales. Le liquide
prostatique favorise la fécondité du fait d’enzymes facilitant la traversée des
spermatozoides dans le col utérin. Le liquide prostatique contient notamment
d’autres enzymes protéolytiques comme I’antigene prostatique spécifique (PSA) dont
le role est de fluidifier le sperme. Enfin, il contient de 'acide citrique assurant la
survie des spermatozoides a travers la production d’adénosine triphosphate (ATP). Le
liquide prostatique ne représente que 20 % du liquide séminal, le reste étant produit
par les vésicules séminales. Ces dernieres permettent le ravitaillement des
spermatozoides en produisant le liquide séminal riche en fructose et vitamine C (1).

Ayant la forme d’'une pyramide inversée, sa base se situe en dessous du col de la

vessie et son apex au-dessus du sphincter urinaire externe. A la fin des années 1960,
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les travaux de John McNeal ont permis de délimiter la prostate en 3 zones

morphologiques distinctes selon des criteres histologiques (Fig. 2) (2) :

1)

3)

La zone périphérique, représentant la majeure partie de la glande
prostatique, jusqu’a 75 %. Elle est localisée postérieurement et recouvre
la partie distale de I'urétre. C’est dans cette zone que la majorité des
cancers se développent.

La zone centrale, constituant 25 % de la glande prostatique. Elle entoure
la partie proximale de l'uretre et est traversée par les canaux
éjaculateurs. Peu de cancers se développent dans cette zone qui est plus
propice au développement d’infections prostatiques.

La zone de transition, ne représentant que 5 % du tissu prostatique. Elle
est constituée de deux petits lobes entourant I'uretre. Les glandes de
cette zone sont celles subissant le plus fréquemment une hyperplasie

bénigne.

Ces 3 zones constituent le tissu glandulaire représentant les deux tiers la de prostate,

le derniers tiers étant constitué par du tissu fibro-musculaire tapissant la face

antérieure de la prostate (2,3).

Seminal
(@3, vesicles LT

Ejaculatory
ducts [ f

(c% 53

JNadder ) {
Bladder 3ase of

prostate

/\vmirml
: vesicle

Proximal
urethra

-

|_Prostate
gland

Apex of prostate

Anterior prostate ‘\
“Tl"””r’

e
Distal
urethra

Figure 2: La prostate est divisée en 3 zones morphologiques distinctes : La zone

périphérique (1, PZ), la zone centrale (2, CZ), et la zone de transition (3, TZ). La face

antérieure de la prostate étant recouverte de tissu fibro-musculaire (AFS) (3).
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B. Epidémiologie du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate (CaP) constitue un probleme de santé publique majeur
dans les pays occidentaux. En effet, il représente le premier cancer en incidence avec
prés de 1 nouveau cas de cancer diagnostiqué sur 5 chez ’homme aux Etats-Unis. En
2018, 164’690 nouveaux cas sont estimés, ce qui représente 19 % de tous les cancers
masculins. C’est le deuxieme cancer le plus meurtrier apres le cancer des poumons
avec 29'430 déces estimés pour 2018 (4). Bien que la mortalité du CaP diminue, son
incidence est en constante augmentation, et ce en particulier dans les pays ayant un
fort développement socio-économique (5). A la fin des années 1980, l'incidence a
drastiquement augmenté suite a la généralisation du dosage du PSA, ayant pour
conséquence une hausse considérable de la détection de CaP asymptomatiques. Cette
augmentation a néanmoins eu tendance a se stabiliser ces derniéres années. Une
campagne de prévention a été menée afin de réduire le dépistage systématique par
dosage du PSA et ainsi lutter contre d’éventuels surdiagnostics et surtraitements
(5,6). Malheureusement, il a été établi récemment que les résultats de cette campagne
auraient finalement mené a 'augmentation du nombre de patients atteints a un stade
avancé au moment du diagnostic. De nouvelles recommandations ont ainsi été
données en vue d’'une décision médicale partagée pour les patients agés de 55 a 69
ans (7).

Le CaP est une maladie qui touche essentiellement des hommes agés. La majorité des
hommes diagnostiqués ont 65 ans ou plus. De plus, l'incidence et la mortalité
augmentent de facon exponentielle au-dela de 55 ans. Des autopsies réalisées sur des
hommes ayant de 70 a 79 ans ont révélé des cas de CaP chez 39 % des sujets. Ce taux
monte a plus de 43 % pour des hommes agés de 80 ans (8).

Par ailleurs, I'incidence du CaP varie significativement en fonction de l'origine
ethnique. Celle-ci est plus élevée chez les hommes d’origine afro-américaine qui ont
notamment un taux de mortalité 2,4 fois plus élevé que les hommes européens pour
le CaP. Ces différences interethniques semblent étre dues a une combinaison de
facteurs a la fois environnementaux, génétiques, et biologiques, induisant un CaP

plus agressif et pouvant progresser plus rapidement (9).
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C. Diagnostic du cancer de la prostate

Du fait des risques de surdiagnostic et de surtraitement, les techniques de
diagnostic restent encore actuellement controversées. Ainsi, le dépistage de masse
par dosage systématique du PSA est déconseillé afin d’éviter la détection de CaP
asymptomatiques. A l'inverse, il est recommandé de réaliser un dosage individuel
chez les hommes agés de 50 a 75 ans, décidé aprés une explication claire des
bénéfices et des risques de cette approche. Cette derniére consiste en I’association
d’un toucher rectal et d'un dosage du PSA total sérique.

Un CaP est suspecté en cas de toucher rectal anormal et/ou d’'une augmentation du
taux de PSA a une valeur strictement supérieure a 4 ng/mL. Des formes agressives de
CaP peuvent exister en l'absence d’'une élévation du taux de PSA, soulignant
I'importance cruciale d’associer ces deux outils cliniques. Le diagnostic de CaP est
confirmé suite a l'examen anatomo-pathologique de biopsies prostatiques. Les
résultats des analyses histologiques permettent ainsi de déterminer la présence ou
I’'absence de cancer, le type histologique, ainsi que le score de Gleason. Une IRM
multiparamétrique est par la suite réalisée afin d’établir une classification TNM,
définie ci-apres, du cancer, et de différencier les tumeurs localisées, localement

avancées, ou métastatiques (10).

1. Le score de Gleason

Le score de Gleason est un systeme de classement créé en 1966 qui comporte 5
grades architecturaux histologiques allant de 1 a 5. La majorité des tumeurs
prostatiques ayant deux patterns histologiques, la somme des deux définit neuf
scores allant de 2 a 10. Le pronostic du patient est inversement corrélé au résultat du
score (11).

Les grades 1 et 2 sont de moins en moins assignés, du fait d'une non reproductibilité
et d’'une faible corrélation avec le grade observé suite a la prostatectomie radicale. Le
grade 3 consiste en des glandes individuelles bien définies, de tailles variées, incluant
des glandes ramifiées. Le grade 4 inclut des glandes peu définies, fusionnées, ainsi
que des glandes cribriformes. Enfin, le grade 5 est constitué de larges étendues de

tumeur, de cellules individuelles et de cellules en réseau (11,12) (Fig. 3).
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Figure 3: Représentations schématiques du score de Gleason établi par le Dr.

Gleason en 1966 (a gauche, en noir), et suite a sa redéfinition en groupes par 'ISUP
en 2014 (a droite, en orange) (11,13).

Groupe 1 | Anciennement score de Gleason 6 (3+3)

Groupe 2 | Score de Gleason 7 (grade 3 majoritaire)

Groupe 3 | Score de Gleason 7 (grade 4 majoritaire)

Groupe 4 | Score de Gleason 8 (4+4, 3+5 ou 5+3)

Groupe 5 | Score de Gleason 9 ou 10 (4+5, 5+4 ou 5+5)

Tableau 1: Groupes pronostiques de la nouvelle classification du score de Gleason

(14).

13



Le score de Gleason a été redéfini en 2014 par 'International Society of Urological
Pathology (ISUP) aboutissant a cinq groupes pronostiques allant de 1 a 5 (Fig. 3,
Tableau 1). Cette nouvelle classification en groupes permet une stratification plus
appropriée et simplifiée des tumeurs. Le grade le plus bas étant a présent 1 et non
plus 6 (addition des stades de Gleason 1 et 2), le risque de surtraitement des cancers
indolents est diminué. Ce nouveau systeme de classification ainsi que la nouvelle

terminologie ont été validés par I'Organisation Mondiale de la Santé en 2016

(12,13,15).

2. La classification TNM

En complément du dosage du PSA et du score de Gleason, la classification
TNM est utilisée en tant que pratique standard pour la décision thérapeutique. Cette
classification tend a déterminer le volume de la tumeur primaire (T : tumor extent),
son extension ganglionnaire (N: lymph node invasion), ainsi que la présence
éventuelle de métastases a distance (M : presence or absence of metastasis). Cette
classification a été introduite pour la premiere fois en 1992 pour le CaP par
I’American Joint Committee on Cancer (AJCC)/International Union against Cancer
(UICC) lors de sa 4éme édition (16). De méme que pour le stade de Gleason, cette
classification subit régulierement des réactualisations. La derniere édition a été
publiée en 2016 pour entrer en vigueur en 2018 (17). Les critéres définis pour cette

édition sont détaillés dans le tableau 2.
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T
Tumeur

primaire

TX : La tumeur primaire ne peut étre évaluée
To : Pas d’évidence de tumeur primaire
T1 : Tumeur non palpable et non visible cliniquement
T1a : Tumeur avec incidence histologique retrouvée dans 5 % ou moins du
tissu réséqué
T1b : Tumeur avec incidence histologique retrouvée dans plus de 5 % du tissu
réséqué
T1ic : Tumeur identifiée par biopsie a I'aiguille et intéressant I'un ou les deux
lobes, mais non palpable
T2 : Tumeur palpable et confinée a la capsule prostatique
T2a : Tumeur atteignant la moitié d’'un lobe ou moins
T2b : Tumeur atteignant plus de la moitié d’un lobe mais pas les deux lobes
T2c : Tumeur atteignant les deux lobes
T3 : Tumeur extra-prostatique qui n’est pas fixée ou qui n’envahit pas les
structures adjacentes
T3a: Extension extra-prostatique (unilatérale ou bilatérale) ou invasion
microscopique du col de la vessie
T3b : Tumeur envahissant les vésicules séminales
T4 : Tumeur fixée ou envahissant les structures adjacentes autres que les
vésicules séminales, comme le sphincter externe, le rectum, la vessie, les

muscles élévateurs, et/ou la paroi pelvienne

N
Ganglions

régionaux

NX : Ganglions régionaux non évalués
No : Aucun ganglion régional atteint

N1 : Métastases retrouvées dans des ganglions régionaux

M
Meétastases

a distance

Mo : Absence de métastases a distance

M1 : Métastases a distance
Mia : Métastases dans des ganglions non régionaux
Mib : Métastases osseuses

Mic : Métastases dans d’autre(s) site(s) avec ou sans atteinte osseuse

Tableau 2 : Les différents stades cliniques de la classification TNM (17).

15




3. La classification de D’Amico

Du fait des surdiagnostics et surtraitements liés au dosage systématique du
PSA a la fin des années 1980, la détection des CaP ayant de faibles taux de
progression et de récurrence, est devenue complexe. La classification de D’Amico,
établie en 1998, pallie a cette difficulté. Dans cette derniére, les patients ayant un
score de Gleason de 6 ou moins (ancienne classification), un taux de PSA supérieur a
10 ng/mL, et une classification TMN comprise entre les stades T1c et T2a, sont inclus

dans un groupe de patients a « faible risque » (Tableau 3) (18,19).

Faible risque PSA < 10 ng/ml — score de Gleason < 6 — TNM entre Tic et T2a
Risque intermédiaire PSA entre 10 et 20 ng/ml — score de Gleason = 7 — TNM = T2b
Risque élevé PSA > 20 ng/ml — score de Gleason > 7 — TNM = T2c

Tableau 3 : Classification de D’Amico incluant trois groupes de patients (18).

D. Traitement du cancer de la prostate

Etant d’évolution lente, le CaP est de bon pronostic s’il est pris en charge de
facon précoce. Inversement, a des stades avancés, les tumeurs les plus agressives sont
de mauvais pronostic et peuvent entrainer des symptémes du fait de leur
dissémination métastatique, méme chez des patients agés de plus de 75 ans (20).
Plusieurs traitements du CaP coexistent donc en fonction du stade de la maladie au

moment du diagnostic.

1. Patients atteints de tumeurs localisées

Plusieurs options thérapeutiques sont envisageables pour les patients atteints

de CaP a un stade précoce :

a) La surveillance active

Comme son nom l'indique, cette approche consiste a réaliser réguliéerement
des examens (dosage du PSA, IRM, nouvelle biopsie...) sans pour autant intervenir.
Cette surveillance est proposée a tous les patients dont la tumeur est bien
différenciée, présente sur moins de 3 biopsies, sur une longueur de moins de 3 mm,
dont le stade de Gleason est de 6 (ancienne classification), et ayant un dosage du PSA

< 10 ng/mL. Cette approche est particulierement proposée aux patients les plus
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jeunes. Bien que les données montrent que la plupart des patients finiront par avoir
un traitement, ce dernier pourra étre néanmoins décalé de plusieurs années,

préservant ainsi une qualité de vie significative (21).

b) La chirurgie

La prostatectomie radicale reste un des traitements de référence des cas de
CaP localisés. Elle consiste en l'ablation totale de la prostate et des vésicules
séminales, permettant ainsi une maitrise quasi complete des risques tumoraux a long
terme. Bien que les techniques chirurgicales aient beaucoup évolué ces dernieres
années, I'incontinence urinaire et les dysfonctions érectiles restent les complications
postopératoires les plus fréquentes. Afin de diminuer au maximum ces complications,
la prise en charge doit étre réalisée le plus rapidement possible apres 'opération. En
cas d’échec, des thérapies médicamenteuses sont disponibles afin d’améliorer au

maximum la qualité de vie des patients (22—24).

c) La curiethérapie

Aussi appelée brachythérapie ou radiumthérapie, cette technique consiste en
I'implantation permanente d'un isotope radioactif au sein méme de la tumeur. En ce
qui concerne la prostate, ce sont des grains d’iode 125 qui sont implantés. Du fait de
leur faible énergie, ils permettent une irradiation extrémement localisée, permettant
ainsi une réduction de lirradiation des tissus sains environnants. Les patients
susceptibles de recevoir cette thérapie sont ceux présentant un CaP de « Faible
risque » selon la classification de D’Amico (Tableau 3). D’autres patients peuvent étre
candidats a condition que leur dosage du PSA ne dépasse pas 15 ng/mL et que leur

volume prostatique soit inférieur a 50-60 cms3 (25—27).

d) La radiothérapie

Cette approche concerne des tumeurs plus agressives, ciblées par des
radiations ionisantes. Actuellement, la méthode standard utilisée est la radiothérapie
conformationnelle tridimensionnelle en modulation d’intensité. Cette derniere
permet de diminuer la toxicité a long terme en comparaison avec la radiothérapie
conventionnelle. Elle permet aussi d’augmenter la dose délivrée a la tumeur sans
pour autant augmenter la toxicité, tout en irradiant de plus grands volumes pelviens.
Les radiations sont notamment délivrées par escalade de dose et de facon fractionnée,

améliorant ainsi le pronostic des patients (28—30).
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2. Patients atteints de tumeurs localement avancées ou

métastatiques

L’hormonothérapie ou traitement hormonal du CaP reste a ce jour le
traitement de référence pour les cas localement avancés ou métastatiques. Basée sur
la privation androgénique, cette stratégie a pour but de diminuer les taux
d’androgenes circulants, en réponse au caractére androgéno-dépendant des CaP

démontré des 1941 (31). Pour ce faire, plusieurs axes sont ciblés :

a) Agonistes ou antagonistes de la LHRH

La production d’androgenes au niveau testiculaire est contrélée par 1'axe
hypothalamo-hypophysaire. L’hypothalamus sécrete  T’hormone LHRH
(gonadolibérine) qui va se fixer sur son récepteur au niveau de ’hypophyse, et y
induire la sécrétion des hormones LH (hormone lutéinisante) et FSH (hormone
folliculo-stimulante), stimulant la production d’androgenes par les cellules de Leydig
au niveau des testicules. L’hypothalamus sécrete aussi ’hormone ACTH (hormone
adréno cortico trophique) qui favorise la production d’androgénes au niveau des
glandes surrénales. Ainsi, I'inhibition de la sécrétion de ces hormones hypophysaires
permet la suppression de la sécrétion d’androgenes testiculaires et surrénaliens (Fig.
4). Cette inhibition peut se faire via :

- Désensibilisation des récepteurs hypophysaires de la LHRH a travers
un agoniste de la LHRH a action prolongée.
- Blocage direct des récepteurs hypophysaires de la LHRH a travers
un antagoniste de la LHRH.
L’antagoniste de la LHRH permet une castration plus rapide que les agonistes de la
LHRH. Par ailleurs, 'administration d’'un agoniste de la LHRH induit une brusque et
importante augmentation du taux d’androgenes (flare-up, ou flambée androgénique).
Ce phénomene peut étre régulé par ladministration d’'un anti-androgene

simultanément a la prise de ’analogue de la LHRH (32,33).

b) Anti-androgénes
Les anti-androgenes sont des antagonistes du récepteur des androgenes (RA)
inhibant son activité. Pour médier leur action, les androgenes tels que la 50-
dihydrotestostérone (DHT) se lient a leur récepteur, le RA, dans le cytoplasme de la
cellule. Ce dernier est ensuite transloqué dans le noyau ou il se fixe a TADN induisant

la transcription de genes cibles a ’'aide de co-activateurs (CoA). Les anti-androgenes
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comme le Bicalutamide, utilisé depuis 1995, se lient au domaine de liaison au ligand
(LBD) du RA, empéchant ainsi la liaison des androgénes et l'activation du RA.
L’Enzalutamide est un anti-androgene plus récent (2012) et plus efficace que le
Bicalutamide. Il présente une affinité accrue pour le RA, inhibe la translocation du

RA dans le noyau ainsi que sa liaison a 'ADN (Fig. 5) (34—37).
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ACTH

Figure 4 : Principes d’action des agoniste et antagoniste de la LHRH, ainsi que de
I'inhibiteur de I’'enzyme CYP17 (modifié d’apres
https://www.harvardprostateknowledge.org).

DHT

Figure 5 : Mécanismes d’action du Bicalutamide (Bic) et de I’'Enzalutamide (Enz) au

niveau cellulaire (38).
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c) Hormonothérapie de seconde génération

Bien que la quasi-totalité des patients répondent de facon favorable a la
thérapie hormonale, la durée de réponse varie entre plusieurs mois et plusieurs
années et s’accompagne majoritairement d’'une progression vers une résistance. Ce
stade est appelé CaP résistant a la castration (CRPC) et représente une issue létale de
la maladie (39). Ainsi, de nouvelles approches thérapeutiques ont vu le jour. La voie
de signalisation du RA étant toujours active, ce dernier reste une cible clé a ce stade.
Le maintien de la suppression androgénique reste donc nécessaire. Dans cette
optique, 'acétate d’abiratérone a montré des résultats prometteurs en inhibant une
enzyme clé de la biosynthese des androgenes, CYP17. CYP17 est un membre de la
superfamille des cytochromes P450 ayant une activité 17,20-lyase ainsi que 170-
hydroxylase. Son activité est régulée par le cytochrome bs et elle se situe
majoritairement au niveau des testicules ou elle participe a la voie de biosynthese des
androgenes. Cette enzyme se trouve notamment dans les glandes surrénales ou elle

favorise la synthese d’androgenes a travers la production de cortisol (Fig. 4) (Fig. 6)

(40-43).
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Figure 6 : Voie de biosynthése des androgenes a partir du cholestérol. L’acétate
d’abiratérone (AA) inhibe les enzymes CYP17, 17,20-Lyase et 170-Hydroxylase, de
facon irréversible, aboutissant a la diminution de la synthése d’androgenes au niveau

de la prostate ainsi que des glandes surrénales (43).
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Bien que la thérapie hormonale de 2nde génération ait permis une amélioration de la
survie sans progression et de la survie globale, celle-ci reste modeste puisque le
bénéfice de survie n'est que de 2 a 5 mois (44). Malgré le fait que I’arsenal
thérapeutique soit large et se développe constamment, le CPRC reste incurable et
mene encore actuellement a un stade de la maladie systématiquement létal. L’axe de
signalisation du RA en cause dans la persistance des androgenes semble étre I'axe
majeur responsable de la résistance a la castration. Il est donc indispensable d’étudier

de facon plus approfondie cet axe et ses mécanismes sous-jacents.

E. Lerécepteur des androgenes

Le CPRC est caractérisé par une croissance tumorale persistante malgré des
taux résiduels d’androgenes résultants de la castration médicale par
hormonothérapie. Il se manifeste par une ré-augmentation du taux de PSA suite aux
différentes thérapies hormonales (Fig. 7). Le PSA étant un géne cible du RA, ce
phénomeéne démontre que les mécanismes de résistance dépendent majoritairement

de I'axe de signalisation du RA (45).

N CaP sensible a
la castration CPRC

Tauxde PSA

> Temps
Hormonothérapie  Hormonothérapie de
seconde géneration

Figure 7 : L’émergence d’'un CPRC se distingue par une augmentation continuelle du

taux de PSA au cours du temps malgré les traitements de castration médicale (45).
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1. Structure du récepteur des androgeénes

Le RA est un récepteur des hormones stéroides appartenant a la superfamille
des récepteurs nucléaires. Cest un facteur de transcription ligand-dépendant
contrélant I'expression de genes spécifiques. En tant que membre de la superfamille
des récepteurs nucléaires, il possede une structure commune a d’autres récepteurs
nucléaires dont le récepteur des estrogenes (RE), le récepteur des glucocorticoides
(RG), le récepteur de la progestérone (RP) ou encore le récepteur des
minéralocorticoides (RM). Les domaines de fonctions communs entre ces différents
récepteurs sont représentés par le domaine N-terminal (NTD), le domaine de liaison
a ’ADN (DBD), la région charniere, ainsi que la région C-terminale (C-ter) ou se

trouve le domaine de liaison au ligand (LBD) (Fig. 8,9) (46,47).

A/B C D E F

Figure 8 : Structure caractéristique des récepteurs nucléaires contenant un domaine
N-terminal variable (A/B), un domaine de liaison a ’ADN conservé (C), une région
charniere variable (D), un domaine de liaison au ligand conservé (E), et une région C-

terminale variable (F) (46).

Le géne du RA est localisé sur le bras long du chromosome X au niveau du locus

Xq11-q12 (réf NM 000044.2). Il contient 8 exons de longueur variable et code pour

une protéine de 920 acides aminés. L’exon 1 code pour le NTD, les exons 2 et 3 pour

le DBD, les exons 4 a 8 encodant la région charniere ainsi que le LBD (Fig. 9) (48).

Chromosome X ( 108 | )

5 3

Geéne du RA = Exon 1 = — —{ 4 5 e 7=

Protéine du RA ( NTD q LBD/C-Ter |
|

1 538 628 670 920

Figure 9 : Structure moléculaire du gene et de la protéine du RA.
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a) Le domaine N-terminal

Ce domaine représente plus de la moitié du RA et compte 538 acides aminés. Il
est entiérement codé par 'exon 1. A l'inverse du LBD et du DBD, cette région ne
contient pas d’homologie de séquence avec d’autres récepteurs nucléaires. En effet, la
structure de ce domaine est fortement désordonnée. Sa longueur est tres variable
entre les différents types de récepteurs, le RA tout comme le PR et le MR étant les
récepteurs ayant les NTD les plus longs. Le NTD est caractérisé par la présence de
plusieurs répétitions d’acides aminés incluant des répétitions de séquences de
polyglutamine (CAG) et polyglycine (GGC). La longueur et la séquence de ces
répétitions sont tres variables au sein de la population. Néanmoins, on retrouve deux
larges extensions polymorphiques de glutamine et de glycine, de 20 a 23 résidus et de
16 a 23 résidus respectivement. Deux répétitions plus courtes de glutamine sont aussi
retrouvées, de 5 a 6 résidus (49,50).

Une expansion de ces répétitions de séquence de polyglutamine (polyQ) est associée a
une insensibilité aux androgenes et a 'apparition du syndrome de Kennedy, encore
appelé amyotrophie bulbo-spinale liée a I'X. Cette maladie génétique
neuromusculaire se caractérise par une atrophie et une faiblesse musculaire,
accompagnées d’'une dégénérescence des motoneurones primaires au niveau de la
moelle épiniére et du tronc cérébral (51,52). A l'inverse, un raccourcissement de la
séquence polyQ, inférieur a 20 résidus, est associé a un risque accru de CaP et a une
progression plus importante de ce dernier (53,54).

L’expansion de séquences polyQ induit un mauvais repliement protéique ayant pour
conséquence une agrégation et la formation de fibres amyloides. La séquence
KELCKAVSVSM située entre les acides aminés 235 et 245 du NTD a récemment été
démontrée comme étant responsable de la modulation de l'oligomérisation des

séquences polyQ aboutissant a la formation de ces fibres amyloides (Fig. 10) (55,56).

2333pNAKELCKAVSVSMGLGVEALE255

1 \ - 550 919

| o .

Figure 10 : Localisation de la séquence KELCKAVSVSM au niveau du RA (55).
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Les séquences contenues dans le NTD sont nécessaires a la régulation de I'expression
des génes par le RA et sont regroupées dans la fonction de transactivation 1 (AF-1).
Cette derniére est composée de deux régions : TAU-1 (acides aminés 101 a 307) et
TAU-5 (acides aminés 360 a 528) (unité d’activation de la transcription) qui sont
respectivement ligand-dépendante et ligand-indépendante. Par ailleurs, la présence
d’'un motif FxxLF (acides aminés 23 a 27) est nécessaire a la liaison de protéines co-
régulatrices au NTD et facilite I'interaction entre les domaines NTD et C-ter. La
premiere protéine co-régulatrice se liant au NTD a avoir été identifiée est le facteur de
transcription TFIIF (57). Ce dernier est important pour le recrutement de 'ARN
polymérase II au site d’initiation de la transcription et pour la régulation de I’'activité
d’élongation de cette polymérase. Plusieurs autres protéines co-régulatrices ont par la
suite été mises en évidence, comme les protéines SRC-1 et 2 (co-activateur de
récepteur stéroide) de la famille des co-activateurs p160, ou encore l'histone
acétyltransférase CBP. Le NTD est donc primordial pour assurer la communication

avec la machinerie transcriptionnelle de la cellule (49,50,58).

b) Le domaine de liaison a 'ADN

Le DBD de tous les récepteurs nucléaires aux hormones stéroides est constitué
de 2 doigts de zinc permettant la reconnaissance spécifique de séquences d’ADN
consensus. Les ions zinc sont coordonnés par 4 résidus cystéine. Ces doigts de zinc
facilitent la liaison du RA a ’ADN au niveau des promoteurs et régions enhancers des
genes cibles. Ils facilitent ainsi les fonctions d’activation du NTD et du LBD afin de
stimuler ou réprimer la transcription de ces genes (Fig. 11,A). Ceci se fait par
I'intermédiaire de liaison spécifique aux éléments de réponse aux androgenes (AREs)
permettant Pactivation spécifique du RA. Ces éléments de réponse sont constitués de
2 demi-sites hexameriques palindromiques (5'-AGAACA-3’), séparés par 3
nucléotides (IR3).

Le DBD contient également 2 hélices a. Au niveau N-terminal, la premiere hélice a,
dite de reconnaissance, contient 5 acides aminés particuliers constituant la
P(roximal) box. Cette P box permet a 'hélice d’interagir directement et de facon
spécifique avec les nucléotides des AREs dans le grand sillon de TADN des genes
cibles. La deuxiéme hélice a contient elle aussi 5 acides aminés particuliers qui

déterminent la D(istal) box. Son roéle est d’assurer ’homodimérisation du RA a
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A

travers une conformation « téte a téte » (Fig. 11,B). Le DBD est relié au LBD par la

région charniere (49,58,59).
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Figure 11 : Représentations du DBD du RA (A) et de son interaction avec 'ADN de
genes cibles (PDB: 1R4I) (B) (58).

c) La région charniere

La région charniere contient une cinquantaine d’acides aminés et comprend
I'extension C-terminale du DBD, le signal de localisation nucléaire (NLS) ainsi que
des sites de modifications post-traductionnelles. L’extension C-terminale du DBD a
un role important dans la reconnaissance et la liaison aux AREs sélectifs. La NLS
bipartite se compose de 2 clusters d’acides aminés basiques séparés par 10 résidus. Ce
motif est hautement conservé avec d’autres récepteurs comme le RG, le RM ou le RP.
Cette séquence est impliquée dans I'import nucléaire du RA. En effet, le transport
passif a travers les pores nucléaires ne concerne que les protéines ayant un poids
moléculaire compris entre 20 et 40 kDa. Le RA ayant un poids moléculaire de 110
kDa, ce dernier nécessite un transport actif. Suite a la liaison d’androgenes activant le
RA, la NLS est démasquée et induit la liaison avec I'importine a, a travers la séquence
620RKLKKL®34, entrainant 'import nucléaire du RA.
En plus de la localisation nucléaire, la région charniere est impliquée dans la liaison a
I’ADN, le recrutement de co-activateurs, et l'interaction entre les domaines N-
terminal et C-terminal. Enfin, cette région est la cible de modifications post-
traductionnelles comme des acétylations, des méthylations, ou encore des

ubiquitinations (60—62).
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d) Le domaine de liaison au ligand

Le LBD est formé de 11 hélices a et 2 feuillets B arrangés en 3 couches formant
un sandwich antiparallele, la poche de liaison au ligand (LBP) étant enfouie a
I'intérieur de celui-ci. Les hélices H1 et H3 forment la premiére couche du sandwich
a-hélicoidal. Contrairement a d’autres récepteurs nucléaires comportant
généralement 12 hélices a, '’hélice H2 est absente du RA, remplacée par un long
connecteur flexible. La couche intermédiaire est formée des hélices H4, Hs, H8, et
Ho, ainsi que du premier feuillet . La troisieme couche est constituée des hélices
H1o0 et H11. La LBP hydrophobe est organisée a partir des régions N-terminales des
hélices H3, Hs, et H11. En présence d’un ligand, I’hélice H12 subit un réarrangement
au niveau du domaine C-ter et, en formant le deuxieme feuillet 3, agit comme un
verrou au niveau de la LBP pour stabiliser le ligand. Ce changement conformationnel
forme une fente hydrophobe a la surface du LBD et permet 1’élaboration de la

fonction de transactivation 2 (AF-2) dont I’hélice H12 forme le cceur (Fig. 12) (63,64).
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Figure 12 : Vue de face (A) et de profil (B) de la structure tridimensionnelle du LBD
lorsque la DHT est liée (PDB: 1137). La DHT est représentée par ses 19 atomes de
carbone (noir) et ses 2 atomes d’oxygene (rouge). La fonction de transactivation AF-2

correspond aux hélices H3, H4, et H12, et est colorée en vert (64).

Cette fonction de transactivation AF-2 est cruciale pour linteraction entre les
domaines N-ter et C-ter et sert de point d’ancrage pour le recrutement des protéines
co-régulatrices. Généralement, la fonction de transactivation AF-2 a la surface du

LBD sert de point d’ancrage pour des co-régulateurs contenant des motifs LxxLL.
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Cependant, la fonction AF-2 du RA présente une affinité plus forte pour les co-
régulateurs contenant des motifs FxxLF. Etant donné que la séquence 23FQNLF27 est
présente au niveau du NTD, la fonction AF-2 favorise donc l'interaction entre les
domaines N-ter et C-ter plutét que 'activation transcriptionnelle directe. Suite a cette
interaction entre les deux domaines, le RA finit par se lier a 'ADN et I'interaction

s’'interrompt, rendant possible 'acces aux co-régulateurs (Fig. 13) (65,66).

gjasm
Nucleus

Figure 13 : Schéma récapitulatif des interactions du RA suite a la liaison d’un ligand.

Apres liaison de la DHT au niveau du LBD, les domaines NTD et C-ter interagissent
entre eux, entre deux RA, ou au sein du méme RA. Celui-ci est ensuite internalisé
dans le noyau ou il se lie a TADN. L’interaction NTD/C-ter prend ensuite fin et

permet la liaison de protéines co-régulatrices (vert) (65).

Dix-huit acides aminés situés de part et d’autre des 11 hélices a sont impliqués dans
les interactions directes avec le ligand. Alors que la plupart de ces interactions sont
hydrophobes, les interactions ayant lieu entre les acides aminés Q712, M746, et R753
du RA avec l'oxygene O-3 sont des liaisons hydrogene. De méme, le groupement
hydroxyle 178-OH forme des liaisons hydrogene avec les acides aminés N706 et T878
du RA.
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Par conséquent, les mutations touchant ces acides aminés ont des conséquences
significatives du fait de I'altération de la spécificité de reconnaissance du ligand. De
fait, la mutation T878A permet une activation aberrante du RA en réponse a 'acétate
de cyprotérone ainsi qu’au flutamide, deux anti-androgeénes. De fagcon intéressante,
cette mutation permet aussi une activation aberrante du RA en réponse a d’autres
hormones stéroides que les androgénes. Elle fournit donc un avantage sélectif

important vis-a-vis de la croissance et de la survie des cellules tumorales prostatiques
(58,67).

2. Modes d’action du récepteur des androgenes

Bien avant la puberté ou 1'age adulte, les androgenes jouent un role primordial
dans linitiation de l'axe de signalisation du phénotype masculin. Ils initient la
différenciation de la glande prostatique a partir de la fin du second trimestre de
gestation. Lors de la puberté, ils induisent la croissance de la prostate puis initient les
fonctions sécrétrices de cette glande a I’age adulte. Les androgenes ne peuvent médier
leurs effets qu'en présence du RA a travers 2 modes d’action. Le premier mode
d’action du RA est la voie génomique, dite classique ou canonique, majoritaire. La
seconde voie est non génomique, non classique ou non canonique, et aboutit a une

signalisation des androgenes beaucoup plus rapide que pour la premiere voie (68—

70).

a) Voie génomique

En I'absence de ligand, le RA est localisé dans le cytoplasme de la cellule. 11
forme alors un hétérocomplexe avec des protéines de choc thermique (HSP), des
immunophilines, ainsi que des protéines du cytosquelette. Ce complexe de protéines
chaperonnes, contenant entre autres les protéines HSP9o, 70, et 56, aide au
repliement de la protéine en maintenant le RA dans une conformation de haute
affinité vis-a-vis de la liaison au ligand, facilitant ainsi la reconnaissance et la liaison
de ligands spécifiques. Les HSP sont plus particulierement attachées a des protéines
du cytosquelette comme la protéine filamine A. Les filamines constituent une classe
de protéines qui se fixent sur l'actine, permettant ainsi la stabilisation de sa structure
tridimensionnelle. La filamine A interagit directement avec la région charniere du RA

modulant sa conformation en vue d’une liaison au ligand efficace (771).
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La testostérone circulante est liée a la globuline liant les hormones sexuelles et est
ensuite réduite en DHT a lintérieur de la cellule par I'enzyme 50-réductase. En
présence de DHT, I’association et la co-localisation de la filamine A avec le RA sont
amplifiées. Il s’en suit un changement conformationnel au niveau des hélices H3, 4, et
12 du LBD aboutissant a la formation de la fonction de transactivation AF-2. Cette
fonction AF-2 constitue la principale surface de liaison et d’interaction avec les co-
activateurs du fait de la poche formée au sein du LBD. Il s’en suit un réarrangement
conformationnel du RA ayant pour conséquence la dissociation de ses protéines
chaperonnes. Le RA est ensuite capable d’interagir avec ses co-régulateurs dont
I'importine o entrainant sa translocation dans le noyau de la cellule. Une fois dans le
noyau, le RA est homodimérisé de facon intra- ou intermoléculaire, a travers les
interactions entre les domaines NTD et C-ter (71,72).

Le RA fonctionne majoritairement en tant qu’homodimere, bien qu’il puisse aussi
former des hétérodimeres avec d’autres récepteurs aux hormones stéroides comme le
RE. A l'intérieur du noyau, le RA va pouvoir se fixer 4 '’ADN en se liant aux AREs au
niveau de régions promotrices et enhancers de genes cibles. Cette liaison a ’TADN met
fin a linteraction entre les domaines NTD et C-ter et permet le recrutement
d’histones acétyltransférases (HAT), de co-activateurs, et de la machinerie
transcriptionnelle, induisant la transcription des genes cibles. La nature du ligand lié
au RA détermine la stabilité du complexe RA-ADN et par extension la mesure dans
laquelle la transcription est initiée. Un antagoniste du RA par exemple pourra s’y lier
et induire I'import nucléaire de méme que la liaison a ’ADN, mais cette liaison a
IADN sera fortement réduite aboutissant a une activité transcriptionnelle faible. La
perte de la liaison du ligand induit le démasquage de la séquence d’export nucléaire
(NES) et 'adressage du RA dans le cytoplasme ou celui-ci sera a nouveau lié aux
protéines chaperonnes. Par ailleurs, le RA peut étre dégradé a travers le protéasome.
Cette dégradation est médiée par la phosphorylation de résidus spécifiques au niveau

du RA qui vont reconnaitre I'ubiquitine ligase E3 (Fig. 14) (71—73).
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Figure 14 : Voie de signalisation génomique/classique/canonique du RA (71).

b) Voie non génomique

En plus de la voie génomique classique, le RA peut étre activé selon une autre
voie non génomique, non classique ou non canonique. Cette voie est caractérisée par
une réponse extrémement rapide de la cellule aux androgenes, de 'ordre de quelques
minutes voire quelques secondes, indiquant une absence de transcription des génes
cibles. En effet, la voie génomique du RA implique des interactions au niveau de la
membrane plasmique ou a l'intérieur du cytoplasme, ayant pour conséquences une
augmentation du taux de calcium intracellulaire et I’activation de protéines kinases
comme les protéines kinases activées par des mitogenes (MAPK), la protéine kinase
A, la protéine Akt, ou encore la protéine kinase C. Il a été démontré que le NTD du RA
peut interagir avec la sous unité régulatrice p85 de la protéine phosphatidylinositol

kinase-3 (PI3K), aboutissant a la régulation de la protéine Akt (74).
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Par ailleurs, le RA peut interagir avec le domaine d’homologie SRC3 et stimuler
rapidement l’activité kinase de la protéine SRC, aboutissant a l'activation de la
protéine ERK2 (kinase régulée par des signaux extracellulaires). Enfin, le RA peut
interagir avec la membrane plasmique ou sont situées des cavéoles contenant de
nombreuses protéines comme les protéines SRC ou MAPK. Le RA peut donc interagir
et stimuler directement des voies de signalisation intracellulaires. Les kinases ayant
été activées par le RA peuvent phosphoryler et activer le RA, méme en absence de
ligand. La voie non génomique du RA peut donc s’adapter a des taux variables

d’androgenes, du fait de cette boucle de rétrocontrole positif (Fig. 15) (74—77).
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Figure 15 : Voie de signalisation non génomique/non classique/non canonique du RA

(71).
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c) Co-régulateurs du récepteur des androgénes

Un grand nombre de protéines co-régulatrices interagissent avec le RA et sont
nécessaires au bon déroulement de la transcription. Ces co-régulateurs peuvent

initier la transcription ou a I'inverse I'inhiber.

(1) Co-activateurs

La formation du complexe de pré-initiation de la transcription du RA nécessite
le recrutement de co-activateurs. Par ailleurs, la liaison d'un ligand au niveau du LBD
s’accompagne d’'une augmentation de I'affinité des co-activateurs pour le RA. Les co-
activateurs de la famille SRC (co- activateur de récepteur stéroide) tels que SRC-1,
TIF2 (facteur intermédiaire de transcription), et GRIP1 (protéine interagissant avec le
récepteur des glucocorticoides), partagent la méme organisation structurale et ont
pour role le recrutement de facteurs de transcription ainsi que le recrutement
d’autres co-activateurs ayant une fonction HAT. Ils interagissent avec le NTD et le
LBD du RA. Ces co-activateurs sont caractérisés par la présence de motifs LxxLL
localisés au centre de leur séquence peptidique, ainsi qu'une région C-terminale riche
en glutamine, ces deux éléments servant a la liaison au RA. Ils stabilisent la liaison du
ligand au RA et favorisent I’activation de ce dernier. Leur expression est fortement
augmentée dans les CPRC (78). Les co-activateurs ayant une activité HAT, comme
CBP/p300, permettent de faciliter le remodelage de la chromatine et la liaison de la
machinerie transcriptionnelle. Les protéines co-régulatrices associées au RA (ARA)
sont donc majoritairement des co-activateurs et sont nommeées en fonction de leur
poids moléculaire. Par exemple, la protéine ARA70 a un impact sur la stabilisation du
ligand au niveau du RA et stimule cette liaison, ayant pour conséquence une
augmentation de l'activation du RA. De cette maniére, la transcription du PSA
nécessite la fixation du RA complexé a ses co-activateurs au niveau des régions

enhancer puis promotrice du gene, permettant le recrutement de ’ARN polymérase 11
(Fig. 16) (79—-82).

(2) Co-répresseurs
A Tlinverse des co-activateurs, les co-répresseurs inhibent linitiation de la
transcription des genes cibles du RA. Deux exemples bien caractérisés sont les co-
répresseurs NCoR (co-représseur du récepteur nucléaire) et SMRT (silencing

mediator for retinoid and thyroid hormone receptors). SMRT interagit avec les
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domaines NTD et LBD du RA, a la fois en présence et absence de ligand.
Inversement, NCoR n’interagit avec ces domaines qu’en présence de ligand.

Ces deux co-répresseurs entrainent la dissociation de l'interaction ayant lieu entre les
domaines NTD et C-ter du RA, et entrent en compétition avec les co-activateurs de la
famille SRC. Par la suite, ils induisent le recrutement d’histones désacétylases
(HDAC) entrainant 'empaquement de ’ADN en nucléosomes. Ces HDAC empéchent
notamment l'acces de la machinerie transcriptionnelle, des facteurs de transcription,
et du RA aux régions promotrices de genes. Ce faisant, ils répriment la transcription
des genes cibles. Il a été démontré que I'activité du co-répresseur NCoR1 diminue lors
de la progression du CaP. La diminution de cette activité entraine une résistance a

lanti-androgene Bicalutamide in vitro et in vivo (Fig. 16) (81—-84).
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Figure 16 : La régulation de la transcription du RA nécessite la présence de complexes

co-activateurs (vert) et co-répresseurs (rouges) (82).
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Du fait de l'interaction des co-régulateurs avec le RA, qu’ils soient co-activateurs ou
co-répresseurs, il en découle une régulation de la transcription de genes cibles du RA

extrémement fine et complexe.

d) Genes cibles du récepteur des androgénes

La transcription de nombreux genes est sous le controle du RA, dont les plus
connus sont les génes du PSA, aussi appelé kallikréine 3, de la kallikréine 2, ainsi que
TMPRSS2.

Le PSA est une glycoprotéine de la famille des kallikréines humaines ayant une
activité sérine protéase. Impliquée dans la fluidification du sperme, elle empéche sa
coagulation a travers la dégradation de protéines de haut poids moléculaire sécrétées
par les vésicules séminales. Les taux de PSA au niveau de la prostate sont quasiment 1
million de fois supérieurs a ceux retrouvés dans le sérum. De faibles taux de PSA
peuvent étre notamment retrouvés dans le fluide amniotique, la glande mammaire
lactante, ainsi que dans quelques sous types de tumeurs ovariennes et mammaires.
Le gene du PSA est largement modulé par les androgenes et le RA sous-jacent. Pour
ce faire, le RA se lie aux AREs aux régions promotrices du gene. Trois AREs, nommés
AREI, II et III, ont été décrits pour ce gene, aux positions -170, -394 et -4200 paires
de base, a distance du site d’initiation de la transcription. Les deux premiers AREs se
situent au niveau de la région promotrice du gene, et le troisieme au niveau de la
région enhancer. En présence d’un ligand, le RA est activé et va se fixer sur ces 3
motifs, induisant le recrutement d’'un complexe de transcription incluant les co-
activateurs p160, CBP, p300 ainsi que ’ARN polymérase II (85—-87).

La kallikréine 2 (hK2) est une sérine protéase similaire en de nombreux points au
PSA. Ces deux protéases partagent 80 % d’homologie de séquence. En comparaison
avec le PSA, la concentration de hK2 n’est que de 10 a 50 % dans la prostate et les
taux dans le sérum sont 50 a 100 fois plus faibles. Bien qu’elle ne soit pas
exclusivement fonctionnelle que dans la prostate, elle contient une région enhancer
en 5 de 3 a 5 kb en amont du site d’initiation de la transcription, dans laquelle se
trouve un ARE (88-90).

De facon similaire aux deux protéases précédentes, la sérine protéase
transmembranaire de type 2, TMPRSS2, est également impliquée dans une cascade
protéolytique dont la finalité est la liquéfaction du sperme. Son expression est

localisée dans la prostate et est régulée par les androgenes. En effet, elle contient une
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séquence de 15 paires de base ayant une homologie significative par rapport a la
séquence consensus de ’ARE. Cette séquence putative est localisée a la position -148

par rapport au site de l'initiation de la transcription (Fig. 17) (91).

-148 |

ARE [-GGTGAAG

Putative TMPRSS2 ARE ~ TGGTCA-ggc-TGTCCT

Consensus ARE GGTACA-nnn-TGTYCT
Androgen receptor ARE TGTCCT
PSA -170 ARE AGAACA-gca-AGTGCT
PSA -4000 ARE GGAACA-tat-TGTATC

Figure 17: Elément de réponse aux androgénes (ARE) putatif au niveau du géne
TMPRSS2 (91).

De facon intéressante, Tomlins et al. ont identifié en 2005 des réarrangements
chromosomiques aboutissant a des fusions entre le gene TMPRSS2 et la partie 3’ de
deux membres de la famille des facteurs de transcription oncogéniques ETS, a savoir
ERG ou ETV1. Ils ont retrouvé ce géne de fusion chez 55 % des patients atteints d'un
CaP (92). Il a ensuite été démontré que la fusion du géne TMPRSS2 avec les
oncogenes ETS est le réarrangement le plus fréquent dans le CaP. De plus, le gene de
fusion TMPRSS2:ERG est a présent reconnu comme étant I’anomalie génétique la
plus fréquente dans les cancers solides humains. Enfin, la surexpression de
Poncogéne ERG est la plus communément reportée dans les cellules tumorales
prostatiques. Elle est notamment d’autant plus fréquente chez des patients atteints
d’'un CaP a un age jeune. Le gene de fusion TMPRSS2:ERG joue donc un role majeur
dans la tumorigenese prostatique (93—96). Ces données soulignent 'impact des

androgéenes et par extension du RA sur la progression tumorale du CaP.

3. Le récepteur des androgeénes dans le cancer de la prostate

résistant a la castration

Le RA est une molécule effectrice nécessaire au développement normal mais
aussi néoplasique de la prostate. En particulier, celui-ci reste activé dans plus de 80
% des CPRC, suggérant que la progression tumorale prostatique nécessite la

réactivation du RA. Cette réactivation s’effectue selon divers mécanismes (71).
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a) Surexpression

L’augmentation de l'expression du RA est une des anomalies les plus
fréquemment retrouvées dans le CPRC. Cette augmentation entraine une
hypersensibilisation des cellules tumorales aux faibles taux d’androgenes résultant de
la castration, les rendant capables de continuer a progresser malgré ces taux
résiduels. Une amplification du gene du RA est souvent a lorigine de cette
augmentation d’expression de la protéine. Les patients atteints de CPRC ayant suivi
des traitements de thérapie hormonale présentent entre 17 et 75 % d’amplification
génique du RA, en fonction du traitement recu. A I'inverse, les patients n’ayant pas
encore subi de traitement ne présentent que tres rarement une amplification génique
du RA. Cette amplification a pu étre détectée dans les cellules tumorales circulantes
de patients atteints d'un CPRC et est responsable d’une résistance face aux
traitements ciblant le RA, a travers notamment la conversion d’anti-androgénes
comme le Bicalutamide en agonistes du RA du fait de mutations faux-sens modifiant
Paffinité du RA pour ses ligands. Les niveaux d’expression du RA sont donc

déterminants pour la progression de la maladie (97-100).

b) By-pass

Un mécanisme de by-pass du RA a été mis en évidence dans lequel d’autres
récepteurs nucléaires aux hormones stéroides sont activés avec comme finalité
I'induction des mémes voies de signalisation que celles en aval du RA. Dans cette
optique, il a été mis en évidence que bien que le RG ne soit présent que dans 30 % des
CaP, ce pourcentage augmente drastiquement dans les cas de CPRC. Le RG étant
capable de réguler un certain nombre de genes cibles du RA, 'augmentation de son
expression induit 'acquisition d’une résistance a I’anti-androgene Enzalutamide. Il
est important de noter que la maintenance de l'expression du RG dépend de
I'inhibition du RA puisque la liaison du RA au locus du RG réprime son expression.
Le fait est que 'administration de glucocorticoides peut étre bénéfique aux patients
atteints d’'un CPRC, puisqu’ils inhibent la synthése d’ACTH, et par ce biais diminuent
la production d’androgenes. Des données supplémentaires sont donc nécessaires
pour déterminer dans quelle mesure utiliser, ou non, ces glucocorticoides dans le
traitement du CaP (101-103).
Un autre mécanisme de substitution du RA a été mis en évidence par l'intermédiaire

d’autres voies de signalisation interagissant avec celle du RA. Une des voies de
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signalisation les plus communément altérées dans le CaP est celle de PI3K/Akt. Cette
voie trés conservée joue un role essentiel dans la régulation des processus
cataboliques et anaboliques de la cellule. De méme, le gene suppresseur de tumeur
PTEN (homologue de la tensine et de la phosphatase), impliqué dans 'inhibition de
la voie PI3K/Akt, subit des mutations ou des délétions dans plus de la moitié des
stades avancés du CaP. Il a été démontré que dans des modeles murins déficients
pour PTEN, le RA et la voie PI3K/Akt peuvent interagir de facon réciproque via un
rétrocontrole. Dans ce modele, I'inhibition du RA favorise l'expression de Pi3K,

maintenant ainsi la survie des cellules tumorales prostatiques (104—106).

c) Altération des co-régulateurs

Comme indiqué précédemment, les co-régulateurs sont indispensables au bon
fonctionnement normal du RA en régulant efficacement sa transcription. Par
conséquent, les patients atteints de CPRC présentent fréquemment une
augmentation de l’expression de co-activateurs du RA concomitante a une
diminution de I'expression de co-répresseurs. En particulier, les co-activateurs de la
famille SRC voient leur expression augmenter au fur et a mesure de la progression de
la maladie. Cette augmentation de leur expression stimule l'activation du RA en
présence de faibles taux d’androgenes et potentialise l'utilisation de ligands
alternatifs par le RA. Par ailleurs, une surexpression du co-activateur SRC-2 dans
I’épithélium prostatique murin est suffisante pour provoquer le développement d'un
adénocarcinome prostatique. Inversement, la déplétion de SRC-2 dans des souris
déficientes pour PTEN prévient le développement d'un CPRC (98,99,107,108).

En ce qui concerne les co-répresseurs, l’expression de NCoR1 et NCoR2 est
communément diminuée par mutation et/ou délétion dans les CPRC. L’expression de
SPOP (speckle-type POZ protein), un régulateur négatif du RA, est similairement
diminuée aux stades avancés de la maladie. SPOP est une ubiquitine ligase E3 qui
promeut 'ubiquitination et la dégradation sous-jacente non seulement du RA, mais
aussi du co-activateur SRC-3, diminuant ainsi I’activité transcriptionnelle du RA. De
ce fait, la perte d’expression de ces co-répresseurs facilite 'activité du RA et donc la

progression tumorale (98,99,109).

d) Mutation ponctuelles

Plus de 150 mutations ponctuelles ont été décrites jusqu’a présent au niveau

du RA, dans le CaP (http://androgendb.mcgill.ca/). Celles-ci concernent
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majoritairement le LBD, mais aussi le NTD. Les mutations retrouvées le plus
fréquemment sont celles situées dans le LBD. Elles facilitent la signalisation du RA en
lui permettant de s’activer méme en présence de faibles taux, voire absence,

d’androgenes, et en conférant des propriétés d’agonistes aux antagonistes du RA.

(1) Mutations faux-sens

Les mutations les plus récurrentes au niveau du LBD sont les mutations faux-
sens T878A, F877L, L702H, H875Y ainsi que W742L/C (Fig. 18).

Gene du RA 5« Exon 1 > 3 6(7)8F3

670 920

C | | LBD )
L702H W742L/C

QPIARELIl—IQFTFDLLIKSH MVSVDFPEMMAEINSVQVPKILSGKVKPIYFHTQ
H875Y

F877L

T878A
Figure 18: Représentation des mutations faux-sens L702H, W742L/C, H875Y,
F877L, et T878A au niveau du LBD du RA (110).

(a) T8784A

Cette mutation a initialement été mise en évidence dans la lignée cellulaire
tumorale prostatique LNCaP, dans laquelle les cellules sont encore sensibles aux
androgénes. Elle conféere au RA la capacité de s’activer en présence d’autres ligands
que les androgenes, comme la progestérone, les estrogenes, ou encore les
glucocorticoides. Elle lui permet notamment de s’activer en présence d’anti-
androgenes comme le Flutamide. Cette adaptation du RA a d’autres ligands pourrait
étre due au fait que la mutation résulte en un espace plus grand au niveau du LBD,

permettant ainsi au ligand d’y entrer et de s"accommoder plus facilement a la LBP.
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Par ailleurs, la mutation T878A facilite I'interaction du RA avec le co-activateur SRC-

1 et, a I'inverse, réduit I'interaction avec le co-répresseur NCoR1 (110—113).

(b) F877L

La mutation F877L a été découverte a partir ’ADN de plasma de patients
atteints d’'un CaP a un stade avancé et traités a 'Enzalutamide.
Cette mutation posséde une affinité pour I'Enzalutamide 6 fois plus élevée par
rapport au RA sauvage. Elle permet donc au RA d’utiliser 'Enzalutamide en tant
qu’agoniste.
Elle se situe en aval de la mutation décrite précédemment T878A et y est étroitement
liée d'un point de vue mécanistique. En effet, un double mutant provenant de la
fusion de ces deux mutations a été retrouvé chez des patients dont la maladie a
progressé suite au traitement a I’Enzalutamide. Ce double mutant F877L/T878A
potentialise les effets d’agoniste de I’Enzalutamide en augmentant l'affinité du RA
pour cet anti-androgene, et en stimulant les interactions entre les domaines NTD et
C-ter du RA. De méme, il amplifie le recrutement de co-activateurs au RA ainsi que sa

mobilité intranucléaire (114—117).

(c) H875Y
La mutation H875Y élargit la spécificité de ligands du RA lui permettant de
s’activer en présence d’estrogenes, de progestérone ou de glucocorticoides. Elle induit
aussi une réponse positive du RA a des anti-androgenes comme le flutamide. Elle a
par ailleurs été récemment retrouvée chez des patients atteints de CPRC et présentant

une résistance a 'acétate d’abiratérone. (118—120).

(d) L702H

Cette mutation ayant été identifiée au niveau de cellules tumorales androgéno-
indépendantes, elle confere au RA la propriété de s’activer en absence d’androgenes.
De plus, elle rend le RA sensible a d’autres ligands comme la progestérone et les
estrogenes. La présence de cette mutation chez des patients avant traitement a
lacétate d’abiratérone induit une résistance a cet agent et est corrélée a une
diminution des taux de survie globale et sans progression post traitement. De facon
similaire, la fréquence de cette mutation augmente suite au traitement a l'acétate

d’abiratérone (121-123).
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(e) W742L/C
Deux substitutions sont possibles pour cette mutation, a savoir W742L et
W742C. Elles ont été mises en évidence dans la lignée cellulaire LNCaP traitée au
Bicalutamide en absence d’androgenes pendant plusieurs semaines. Ces deux
mutations sont capables de modifier la spécificité de ligands du RA, rendant ainsi
possible son activation en présence des anti-androgeénes Bicalutamide et Flutamide.
Plus en détail, ces mutations augmentent la distance entre I’hélice H12 du RA et
lanneau B du Bicalutamide, diminuant ainsi 'encombrement stérique et permettant
un réarrangement de I'hélice H12 qui aboutit a la formation de la fonction de
transactivation AF-2 et a I'initiation de la transcription.
De facon similaire au double mutant F877L/T878A, il existe un double mutant
W742C/T878A qui potentialise la réponse positive du RA a Tanti-androgene

Bicalutamide (124—126).

Les mutations faux-sens localisées au niveau du NTD ne représentent qu'un tiers des
mutations décrites dans le RA. Ces mutations aboutissent généralement a un
recrutement amplifié de co-activateurs ou d’autres composants de la machinerie
transcriptionnelle. Elles induisent notamment une augmentation des interactions
ayant lieu entre les domaines NTD et C-ter, ainsi quune hypersensibilité a la DHT.
Enfin, une stimulation de la rétention nucléaire, accompagnée d'une amplification de
la stabilité protéique peuvent étre observées. Ces évenements ont pour finalité
I'intensification de la transactivation du RA. En permettant au RA de s’adapter aux
traitements et de continuer a induire I'activation des genes cibles, 'apparition de

mutations faux-sens constitue un événement clé dans la progression du CaP (127—

130).

(2) Mutations non-sens

Le LBD du RA est le siege de nombreuses mutations permettant a ce dernier
de contrecarrer les thérapies hormonales de premiere et seconde génération. En plus
des mutations faux-sens décrites précédemment, les mutations non-sens aboutissant
a un RA tronqué jouent un roéle majeur dans I’évolution de la maladie. En effet, au
laboratoire nous avons pu mettre en évidence le fait qu’en perdant sa partie C-ter
suite a un codon stop prématuré, le RA devient constitutivement actif, et ce méme en
I’absence d’androgénes (131). Ces données sont en adéquation avec les premieres

études menées par Jenster et al. démontrant que des mutants du RA ayant subi une
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délétion et perdu leur LBD présentent une activation transcriptionnelle constitutive

(132).

(@) RAQ641X
Le mutant RA Q641X est un mutant tronqué du RA constitutivement actif. Il
provient d’'une mutation non-sens au niveau de I’exon 4 sur I'acide aminé 641 de la
région charniere, aboutissant a un codon stop prématuré et produisant une protéine

du RA tronquée de son domaine C-ter (133) (Fig. 19).

NTD LBD/C-Ter
| —— —

1 538 628 670 S20

( NTD ARKLKKLGNLKL%
I

1 538 629 Q641X

Figure 19 : Représentations schématiques du RA sauvage et du RA Q641X ayant subi
une mutation non-sens dans l’exon 4 aboutissant a l'apparition d'un codon stop
prématuré au niveau de I'acide aminé 641. Le RA protéique sous-jacent est tronqué

de toute sa partie C-terminale, incluant le LBD (133,134).

Ce mutant a été mis en évidence au laboratoire a partir d'un échantillon de patient
atteint d'un CaP a un stade avancé, et a 'aide d'une approche fonctionnelle chez la
levure. Dans cette approche, une souche de levure androgéno-dépendante est utilisée
dans laquelle I'expression du gene de I'adénine, nécessaire a sa croissance, a été
placée sous le controle du promoteur du PSA et d’AREs. Suite a la transformation de
cette souche avec un plasmide portant un RA, normal ou muté, celle-ci est déposée
sur un milieu de culture sélectif déficient en adénine. Ainsi, la transcription de
I'adénine et donc la croissance des levures dépend uniquement de la présence de
ligands du RA dans le milieu et de la spécificité de reconnaissance du RA a ces

derniers (133,135) (Fig. 20).
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Figure 20 : Approche fonctionnelle chez la levure permettant de détecter des mutants
du RA (135). L’expression du gene ADE2 codant pour I’adénine, indispensable a la
croissance des levures, est sous le contréle d’AREs et est donc androgéno-
dépendante. (A) L’activation du RA sauvage (WT) par la DHT induit 'expression du
gene ADE2 et permet la croissance des levures dans un milieu sélectif sans adénine.
(B) En présence d’anti-androgenes, ou d’autres hormones stéroides que la DHT, ce
gene n’est pas exprimé ne permettant pas la croissance de levures puisque le RA ne
peut étre activé. (C) Un mutant du RA constitutivement actif, ou présentant une
affinité plus étendue a d’autres ligands, peut induire la croissance des levures dans un

milieu sélectif déficient en adénine. (p = plasmide).
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Le mutant RA Q641X a été largement étudié sur le plan fonctionnel au sein du
laboratoire. Ces études ont permis de mettre en évidence sa distribution
exclusivement nucléaire, en présence ou en absence de DHT, confirmant son activité
constitutive initialement démontrée a travers des tests luciférase. De plus, il forme
des agrégats au niveau des noyaux des cellules tumorales prostatiques, alors que le
RA sauvage activé par la DHT présente une distribution nucléaire homogene. Ces
différences de mode d’action se traduisent aussi par une altération des co-activateurs
recrutés. Alors que le co-activateur SRC-2 est absent des agrégats nucléaires formés
par le RA Q641X, d’autres co-activateurs comme CBP présentent une co-localisation
amplifiée avec ce dernier, en présence ou absence de DHT. Il en résulte une activité
amplifiée de plusieurs facteurs de transcription dont AP-1 (protéine activatrice) et
NFAT (facteur nucléaire de cellules T activées) qui sont impliqués dans la
prolifération, la survie, et la différenciation cellulaire. Le mutant RA Q641X est donc
capable d’établir de nouvelles connections avec d’autres voies de signalisation
permettant ainsi aux cellules d’échapper aux thérapies hormonales (133,136). Par
ailleurs, I'expression de ce mutant dans les cellules tumorales prostatiques y entraine
une sécrétion de facteurs paracrines capables d’induire la translocation nucléaire et
Pactivation transcriptionnelle du RA dans les cellules avoisinantes, et ce méme en
I’'absence de DHT (137). En plus de son role dans la conversion de la population
cellulaire tumorale a un statut androgéno-indépendant, le mutant RA Q641X est
aussi impliqué dans le phénomene de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT).
Ce processus permet aux cellules tumorales de s’établir a des sites distants de la
tumeur primaire et d’y former des métastases. Suite a I'acquisition d'un phénotype
mésenchymateux par les cellules tumorales, celles-ci vont acquérir des capacités
d’invasion et vont par la suite étre capables de se disséminer par I'intermédiaire des
vaisseaux sanguins (138). Au laboratoire, il a été démontré que le mutant RA Q641X
est capable d’induire ce phénotype mésenchymateux dans des cellules tumorales
prostatiques. La surexpression de ce mutant dans les cellules tumorales prostatiques
LNCaP induit une augmentation des taux ’ARNm et protéiques de la N-cadhérine,
un marqueur mésenchymateux, par rapport au RA sauvage. Inversement, I’activation
du RA sauvage entraine une diminution de Dexpression de ce marqueur
mésenchymateux. Cette augmentation de ’expression de la N-cadhérine est corrélée
a une amplification des taux ’ARNm d’autres marqueurs mésenchymateux comme la

vimentine, Snail et ZEB1 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1).
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Cependant, la diminution de l'expression de marqueurs épithéliaux tels que I'E-
cadhérine n’a pas pu étre observée. Etant donné que I'acquisition d'un phénotype
mésenchymateux par les cellules tumorales lors de 'EMT est accompagnée dune
perte du phénotype épithélial, ces résultats suggerent que le mutant RA Q641X est
capable d’'induire une EMT partielle dans les cellules tumorales prostatiques (139).
D’autre part, la diminution d’expression du RA sauvage en présence du mutant
entraine une augmentation de I’expression de la N-cadhérine. Le mutant RA Q641X
entre donc en compétition avec le RA sauvage pour médier ces effets sur 'EMT (140).
Néanmoins, plusieurs études ont mis en évidence le fait que certains mutants
tronqués comme le mutant RA Q641X interagissent avec le RA sauvage en formant
des hétérodimeres (141-143). En formant des homodimeres, ce mutant est capable
d’activer plusieurs constructions artificielles contenant des AREs en absence
d’androgenes, mais ne peut par exemple activer le promoteur du gene PSA que dans
une trés faible mesure. A I'inverse, la formation d’hétérodiméres entre le RA sauvage
et le mutant permet une transactivation synergique du promoteur du gene PSA, en
absence ou en présence d’androgenes. En addition, la co-expression du mutant et du
RA sauvage amplifie rapidement la translocation nucléaire du RA sauvage. Il est
important de noter que la formation d’hétérodimeres entre le RA sauvage et le
mutant RA Q641X diminue de facon proportionnelle a 'augmentation de I'expression
du mutant. Ces résultats pourraient potentiellement expliquer la diminution
d’expression du RA sauvage en présence du mutant RA Q641X mise en évidence au
sein du laboratoire (140,141). De facon surprenante, Yang et al. ont pu mettre en
évidence une activation constitutive du mutant RA Q641X en absence d’androgenes
aboutissant de maniere effective a Dactivation de plusieurs genes cibles
caractéristiques du RA dont le gene du PSA. Ils ont par ailleurs pu démontrer que
cette activation constitutive est considérablement diminuée en présence de shARNs
(petits ARNs en épingle a cheveux) inhibant deux longs ARNs non codants, PRNCR1
(ARN non codant associé au CaP) et PCGEM1 (transcrit prostatique spécifique),
connus pour étre fortement surexprimés dans les cas de CaP avancés (144). De
nombreuses zones d’ombre persistent donc encore au niveau des mécanismes
impliqués dans les modes d’action de ce mutant RA Q641X.

Ce manque de données n’a pas empéché le développement de plusieurs axes de
stratégies thérapeutiques. De facon intéressante, il a été démontré que deux

molécules de la famille des stilbénes, connues pour moduler I'axe de signalisation du

44



RA, sont capables d’inhiber la dimérisation du RA sauvage et du mutant RA Q641X,
diminuant ainsi de facon drastique leurs activités transcriptionnelles. Les stilbénes
pourraient donc étre considérés comme de nouveaux candidats a 1’élaboration de
composés thérapeutiques ciblant le processus d’hétérodimérisation entre le RA
sauvage et les mutants tronqués (143). De méme, I'inhibition du récepteur au facteur
de croissance insulinomimétique-1 (IGF-1) IGF-1R, par la molécule NVP-AEW541,
aboutit a une diminution de l'activité du mutant RA Q641X. Le facteur de croissance
IGF-1 étant impliqué dans la progression du CaP, ces données pourraient aussi mener
a I’élaboration de nouveaux composés thérapeutiques ciblant le mutant RA Q641X
(145). L’activité de ce mutant peut étre aussi étre diminuée a travers I'inhibition de la
lysine déméthylase LLSD1, un co-activateur du RA sauvage facilitant son activation
transcriptionnelle dont I'expression augmente avec la progression de la maladie
(146). Enfin, I'activité du mutant RA Q641X peut étre inhibée par PFI-1, un inhibiteur
de la famille de protéines BET (domaine extraterminal et bromodomaine) dont le role
est de faciliter la transcription via le recrutement de facteurs de transcription au
niveau de la chromatine acétylée (147). Ces deux dernieres études sont tres récentes
et témoignent de 'importance de trouver un moyen de contrecarrer ce mutant RA

Q641X au vu de son implication dans la progression du CaP.

(b) RA Q785X
Un autre mutant tronqué du RA provenant d'une mutation non-sens a
récemment été découvert dans des échantillons de patients résistants a l'acétate
d’abiratérone, le RA Q785X. Ce mutant provient d’'une mutation non-sens
aboutissant a un codon stop prématuré au niveau de I'acide aminé 785 au milieu du
LBD. Il en résulte une protéine du RA tronquée de son domaine C-ter de facon

partielle (Fig. 21) (148).

NTD LBD/C-Ter
| (om0 |

1 538 628 670 920
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I I
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Figure 21 : Représentations schématiques des protéines du RA sauvage et du mutant
RA Q785X.
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De facon similaire au mutant RA Q641X, le mutant RA Q785X présente une
localisation exclusivement nucléaire, indépendamment de la présence d’androgenes.
Cependant, il ne posséde pas la capacité d’induire une activité transcriptionnelle. Son
role consiste en 'amplification de l'activité transcriptionnelle du RA sauvage en
s’hétérodimérisant avec ce dernier, méme en absence d’androgenes. De plus, il
stabilise la liaison du RA sauvage a la chromatine et stimule le recrutement des co-
activateurs p300. Ce mutant est donc plus impliqué en tant que co-régulateur du RA

sauvage pour faciliter ’activité transcriptionnelle (148).

Mis a part le mutant RA Q641X, les mutations non-sens du RA restent un phénomene
rare dans l'histoire naturelle de CaP. En effet, 'émergence de RA tronqués, dépourvus
de leur LBD, et constitutivement actifs, est majoritairement due a un épissage

aberrant.

(3) Epissage aberrant

La maturation de I'ARNm est nécessaire au bon déroulement de la
transcription. L’ARN pré-messager est épissé afin d’éliminer les introns et donner
lieu a un ARNm mature. Cette maturation se fait notamment par I'intermédiaire d'un
épissage alternatif, permettant la production de multiples ARNm et donc de multiples
protéines a partir d’'un seul géne. A noter qu'environ 90'000 protéines peuvent étre
produites dans les cellules humaines, bien qu’elles ne soient codées que par
approximativement 25'000 genes, ’épissage alternatif est en effet indispensable a la

production de protéines diverses ayant des fonctions distinctes (149).

(@) RA-V7

Une dérégulation du processus d’épissage alternatif aboutissant a un épissage
aberrant du RA et a une protéine tronquée a été mise en évidence il y a une dizaine
d’années dans des cellules tumorales prostatiques. Plusieurs variants d’épissage ayant
perdu leur LBD ont ainsi été découverts, dont le RA-V7, aussi appelé AR3. Le variant
RA-V7 est le variant le plus fréquemment et abondamment exprimé chez les patients
atteints d’'un CPRC (150,151). Il est constitué des 3 premiers exons du RA sauvage,
puis d’'une séquence exonique cryptique a 'intérieur de I'intron 3. L’épissage de cette
séquence exonique cryptique résulte en une protéine tronquée de toute sa partie C-
ter, et donc du LBD, du fait de I'interruption prématurée de la traduction, en aval des

16 acides aminés spécifiques a ce variant (152) (Fig. 22).
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Figure 22 : Représentation schématique de I'épissage aberrant aboutissant au variant

RA-V7 en comparaison avec le RA sauvage (134,152).

Le variant RA-V7 est largement impliqué dans la résistance aux thérapies de
castration. Les anti-androgenes Enzalutamide et Bicalutamide ne parviennent pas a
inhiber la croissance de cellules tumorales prostatiques exprimant le RA-V7, bien
qu’ils puissent supprimer l'activation transcriptionnelle des genes cibles du RA
sauvage hormono-dépendant (153). De plus, l'expression du variant RA-V7 est
rapidement et fortement, plus de 53 fois, augmentée dans un modele de xénogreffe
résistant a l'acétate d’abiratérone, en comparaison avec le modele sensible au
traitement (154). Ces données corroborent le fait que I'expression du RA-V7
augmente graduellement au fur et a mesure de I’évolution vers une résistance a la
castration. Cette augmentation se retrouve notamment dans des biopsies de
prostatectomies de patients n’ayant pas encore été traités hormonalement, et est
corrélée de facon positive au risque d’échappement hormonal de ces patients suite a
la chirurgie. A noter quune expression amplifiée du RA-V7 chez ces patients
hormono-naifs est effectivement associée a une progression significativement plus
rapide vers un CPRC. De méme, les taux d’expression ’ARNm du variant mesurés

dans des échantillons de métastases osseuses de patients atteints d'un CPRC est
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inversement proportionnelle a leur taux de survie et ceux-ci ont un mauvais
pronostic. Ces patients présentent par ailleurs un marquage intranucléaire du RA
intense, ainsi quune dérégulation de nombreux transcrits impliqués dans le cycle et
la survie cellulaire (151,155,156). De facon surprenante, I’expression du variant RA-V7
a été retrouvée dans 100 % des biopsies de métastases osseuses provenant d’une
cohorte de 30 patients atteints d'un CPRC (157). Le variant RA-V7 présente une
localisation exclusivement nucléaire. Il est constitutivement actif, et induit
Pactivation transcriptionnelle de nombreux genes cibles du RA, en présence ou en
absence d’androgenes. Il peut donc favoriser la croissance des cellules tumorales
prostatiques de facon androgéno-indépendante (158). En addition, le RA-V7 est
capable d’induire l'activation d’autres genes cibles spécifiques, en plus de ceux
classiquement activés par le RA. Ce programme transcriptionnel contient entre autres
des geénes du cycle cellulaire comme le géne UBE2C (enzyme conjuguant l'ubiquitine
E2). L’expression d’'UBE2C est corrélée de facon positive a I'expression du RA-V7y
chez les patients atteints de CPRC (159). Similairement au RA Q641X, le variant RA-
V7 peut interagir avec le RA sauvage. L’augmentation de I’expression du RA-V7 est
couplée a une amplification de la transcription du géne du RA sauvage dans un
modele encore hormono-dépendant. De méme, I'inhibition du RA sauvage induit une
diminution de l'activité du variant RA-V7 ainsi que de la transcription des génes
cibles par ce dernier dans ce modéle. Inversement, dans un modéle ayant acquis une
résistance a la castration, la suppression du RA sauvage induit une augmentation de
Iexpression du variant RA-V7 ainsi qu'une amplification de I'expression des genes
cibles de ce variant. Ces données suggerent que le variant RA-V7 a les capacités
d’interagir avec le RA sauvage afin d’activer ses genes cibles, et ce en fonction du
stade de la maladie, soulignant ainsi son adaptabilité (159,160).

Le RA-V7 a donc un role majeur dans la progression du CaP et '’émergence d’un
CPRC. Par conséquent, de nombreuses mises au point ont été réalisées pour la
détection du RA-V7 en tant que marqueur de sélection. Le variant RA-V7 ayant la
particularité de présenter une rétention de séquence exonique cryptique, la jonction
entre cette séquence et l'exon 3 est unique et peut étre facilement détectée et
quantifiée par RT-qPCR (transcription inverse-réaction de polymérase en chaine
quantitative). Cette technique est applicable a tous les contextes ou 'ARN peut étre
extrait, pour des échantillons de biopsies, autopsies, résections chirurgicales, ou

encore pour les cellules tumorales circulantes (CTCs). Des analyses de CTCs de
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patients atteints d'un CaP ont en outre permis de mettre en évidence une dynamique
de I'expression du RA-V7. Chez ces patients, le statut d’expression du RA-V7 dans les
CTCs subit une conversion et passe de négatif a positif au fur et a mesure de

Pavancement de la thérapie hormonale (161,162).

Plusieurs études ont été menées afin de mettre en évidence de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant le RA-V7. Les variants RA-V7 et RA Q641X sont
issus de processus différents mais présentent en définitive la méme organisation
structurale de RA tronqué sans LBD. Ainsi, les études ayant mis en évidence une
inhibition de l'activité du variant RA Q641X par divers procédés sont applicables au
variant RA-V7. Par conséquent, les deux molécules de la famille des stilbenes
capables d’inhiber la dimérisation du RA sauvage et du RA Q641X peuvent aussi
inhiber la dimérisation ayant lieu entre le RA sauvage et le RA-V7 (143). De méme, la
molécule NVP-AEW541 inhibitrice d’'IGF-1R cible le RA-V7 et diminue son activation
transcriptionelle (145). En addition, I'inhibition de la lysine déméthylase LSD1, le co-
activateur du RA sauvage, entraine une diminution de I'activation transcriptionnelle
du RA-V7 (146). Enfin, PFI-1, I'inhibiteur de la famille de protéines BET, réduit aussi
de facon significative 'activité du RA-V7 (147).

Comme il est mentionné précédemment, les variants majoritaires RA-V7 et RA
Q641X correspondent a des protéines tronquées dont la partie C-ter est absente. De
ce fait, une stratégie innovante a été récemment développée dans laquelle le NTD est
le domaine ciblé. Cette approche est possible grace a la découverte de la molécule
EPI-001 interagissant avec le NTD et bloquant sa transactivation. Cette petite
molécule a été isolée a partir d'une éponge marine, Geodia lindgreni, du fait de sa
ressemblance structurale avec le bisphénol A. Ces données indiquent que ce composé
est d’origine industrielle et que 'organisme des éponges a probablement bioaccumulé
des dérivés du bisphénol A a partir d’eau de mer polluée. L’EPI-001 est donc un
meétabolite du bisphénol A capable d’interagir avec la région AF-1 du NTD, d’inhiber
les interactions du RA avec ses co-activateurs, et de diminuer les interactions du RA
avec les AREs au niveau de ses genes cibles.

Son action est spécifique puisqu’il ne bloque pas l'activité d’autres récepteurs aux
hormones stéroides. Qui plus est, 'EPI-001 est capable d’inhiber la prolifération
cellulaire et d’induire une cytoréduction au niveau de xénogreffes androgéno-

dépendantes de CPRC, et ce sans toxicité (163). Les études menées sur les effets de
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cette molécule ont ainsi donné des résultats plus qu’encourageants ces dernieres
années. En effet, méme en présence de taux d’androgeénes croissants, supplémentés
par 'ajout d’androgenes synthétiques, ’'EPI-001 inhibe de facon consistante l'activité
du RA a plus de 80 %. Son mode d’action est unique puisqu’il n’induit pas la
translocation nucléaire du RA contrairement aux anti-androgenes utilisés en thérapie
hormonale (164). En plus d’inhiber ’expression et I'activité transcriptionnelle du RA
sauvage, 'EPI-001 inhibe l'activité transcriptionnelle de plusieurs variants du RA
dont le RA-V7 en présence et en absence du RA sauvage. Les niveaux d’expression des
transcrits de plusieurs genes cibles spécifiques du RA-V7, dont UBE2C, sont ainsi
diminués en présence d’EPI-001. De ce fait, la croissance des cellules tumorales
prostatiques androgéno-indépendantes et résistantes a la castration, exprimant ces
variants, est inhibée de facon significative grace a 'EPI-001. Il est important de noter
que la longueur de la séquence polyQ du NTD n’a aucun impact sur l'inhibition de
Pactivité transcriptionnelle du RA induite par 'EPI-001. Plus en détail, 'EPI-001
exerce ses effets en inhibant I'activité transcriptionnelle des deux régions TAU-1 et
TAU-5 constituant la fonction de transaction AF-1 du NTD (165-167). La mise en
évidence et la caractérisation de ce composé représentent une étape importante dans
la mise au point de traitements contre le CPRC et un dérivé de ce composé est
actuellement en phase II d’'un essai clinique pour les patients atteints d'un CPRC
(NCT02606123).

(b)  Autres variants du RA
De nombreux autres variants résultant d’'un épissage aberrant du RA ont été
identifiés chez des patients atteints d'un CaP. Cependant, leur implication est plus
faible par rapport au RA-V7 qui reste le variant le plus fréquemment et
abondamment exprimé chez les patients atteints d'un CPRC. Ils ne seront donc pas

détaillés ici. La figure 23 récapitule les variants mis en évidence a ce jour (Fig. 23)

(134).
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Figure 23: Représentation de la structure du RA sauvage et des transcrits et
protéines des variants du RA (134). (A) Structure du gene du RA sauvage incluant les
exons canoniques et les exons cryptiques (CE). (B) Structure de TARNm du RA
sauvage comprenant les exons codant pour le NTD, le DBD, la région charniere, et le
LBD. Les domaines AF-1, incluant TAU-1 et TAU-5, et AF-2, constituent les fonctions
de transactivation. (C) Structures des ARNm et protéines des variants du RA. Les
séquences peptidiques spécifiques aux variants sont indiquées en rouge. Le « - » au
niveau du RA vs56es représente une jonction unique. Les triangles inversés
correspondent a I’endroit ou s’interrompt la transcription. L’exon 9 du RA présente 4
sites d’épissage cryptique, et les exons cryptiques correspondants sont indiqués

comme 9a, 9b, 9c, et od (134).
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e) Perspectives
Les variants du RA jouent un role clé dans la progression tumorale, soulignant
I'importance de la voie de signalisation du RA dans I’évolution de la maladie. La
figure 24 résume les mécanismes utilisés par le RA pour s’adapter et échapper aux

thérapies hormonales, induisant une résistance a la castration (Fig. 24).
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castration (129).

Ces mécanismes d’échappement du RA a la castration ont été largement étudiés et
sont a présent bien caractérisés. Cependant, ces études se sont majoritairement
focalisées sur les cellules tumorales prostatiques, sans tenir compte de I'expression
du RA au niveau du stroma. Des études ont mis en évidence le fait que le variant RA-
V7 est capable de favoriser la progression tumorale a travers la sécrétion de facteurs
paracrines comme le facteur de croissance transformant-f (TGF-B) et IGF-1 (168).
Ces facteurs sont des constituants majeurs du stroma tumoral. Néanmoins, 'impact

des variants du RA sur le stroma tumoral n’a, a ce jour, pas encore été élucidé.
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II. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est un sujet d’intérét croissant qui a été de
plus en plus étudié ces derniéres années, démontrant une prise de conscience
grandissante vis-a-vis de son influence sur la progression tumorale et de 'importance

de sa prise en compte dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques

(Fig. 25).
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Figure 25: Nombre de publications par année traitant du microenvironnement
tumoral au cours des 20 dernieres années, dapres PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=tumor+microenvironment).

Le processus tumoral a longtemps été considéré comme étant induit par des
mutations génétiques, des altérations chromosomiques, et une instabilité génomique.
Cependant, bien que la survie des patients atteints d’'un cancer ait significativement
augmenté, les patients atteints a des cas avancés rechutent quasiment
systématiquement et cette rechute est associée a une résistance au traitement. Un
nouveau paradigme a donc émergé dans lequel la maintenance et la progression de la
tumeur dépendent notamment fortement de signaux externes en provenance du
microenvironnement. La tumeur ne doit donc plus étre appréhendée de facon
réductionniste comme une seule entité unique, mais plutét comme un tissu complexe
composé de plusieurs sous-populations cellulaires interagissant les unes avec les

autres de facon réciproque (169).
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Le microenvironnement tumoral constitue I'environnement cellulaire dans
lequel la tumeur évolue. Mis a part les cellules tumorales, celui-ci est composé de
vaisseaux sanguins environnants, de matrice extracellulaire, de molécules de
signalisation, et d’autres cellules non-tumorales. Ces cellules qui composent le
microenvironnement tumoral sont multiples et permettent la création de plusieurs
microenvironnements tumoraux en fonction du stade tumoral. En effet, dans des
conditions physiologiques, ou au tout début de [Ilinitiation tumorale, le
microenvironnement, ou stroma, a un réle suppresseur de tumeur. A I'inverse, au fur
et 2 mesure de la progression tumorale, le stroma va progressivement devenir
permissif pour finir par favoriser considérablement la progression tumorale. Le
stroma tumoral est donc un organe dynamique capable de s’adapter a I’évolution de
la tumeur, la multiplicité des types cellulaires y résidant créant une succession de
microenvironnements (170). Par conséquent, le microenvironnement tumoral est un
compartiment dynamique et tres hétérogene du fait de la présence de nombreux
types cellulaires différents, en plus de la matrice extracellulaire et du réseau de

vascularisation, comme résumé sur la figure suivante (Fig. 26) (171).

Cellules Fibroblaste associé
immunitaires au cancer

’ ~— Vaisseaulymphatique

Vaisseau sanguin
L J

Réseau de vascularisation

Figure 26 : Les différents composants du microenvironnement tumoral (171).
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A. Les composants du microenvironnement tumoral

1. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est produite par toutes les cellules du
microenvironnement et constitue une armature pour ces dernieres a travers un
réseau de fibres intriquées formant une structure tridimensionnelle. La MEC est
constituée de deux compartiments, a savoir le tissu conjonctif interstitiel et la
membrane basale. La membrane basale est principalement constituée de collagene IV
et de laminine. Son role est de séparer physiquement I’épithélium du stroma adjacent
et de contrdler la différenciation et 'organisation cellulaire. Le tissu conjonctif quant
a lui est majoritairement composé de collagene I et de fibronectine et assure une

charpente structurale aux tissus (Fig. 27) (172).
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Figure 27: La membrane basale et le tissu conjonctif interstitiel constituent la

matrice extracellulaire (173).

La MEC est impliquée dans la progression tumorale en favorisant la croissance
cellulaire et I'angiogenese, en limitant ’apoptose, et en activant 'EMT aboutissant a
la migration et I'invasion des cellules tumorales. La migration des cellules tumorales
est due a la présence de métalloprotéinases matricielles (MMPs) dont le role est de
dégrader la MEC, permettant ainsi son remodelage. La rigidité de la MEC va de ce fait
diminuer et permettre la dissémination des cellules tumorales jusqu’a I'intravasation
dans les vaisseaux sanguins (174,175). Par ailleurs, des marqueurs de la MEC ont été
démontrés comme étant des marqueurs pronostics de la progression tumorale. Une
expression élevée de MMPs par exemple est corrélée a un mauvais pronostic et a un
risque élevé de rechute (176). De méme, une expression élevée de la ténascine-C,

composante du tissu conjonctif interstitiel favorisant la progression tumorale du fait
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d’'une désorganisation de la vascularisation, est associée a une diminution du taux de

survie des patients (177).

2. Le réseau de vascularisation

La formation de vaisseaux sanguins est une propriété indispensable acquise a
un stade précoce durant la progression tumorale. Ce processus correspond au switch
angiogénique et est essentiel non seulement a la maintenance et a la croissance des
cellules tumorales via l'apport d’oxygéne et de nutriments, mais aussi a la
dissémination métastatique. L’angiogenese est une des caractéristiques principales
du processus tumoral et est réalisée a travers le développement, la différenciation et
Pactivation de cellules endothéliales quiescentes permettant ainsi le développement
de nouveaux vaisseaux sanguins. Des péricytes viennent ensuite entourer ces
vaisseaux sanguins néoformés et collaborent avec les cellules endothéliales afin de
synthétiser une membrane basale vasculaire puis une paroi vasculaire capables de
supporter la pression sanguine (170,178).

Bien que plusieurs facteurs soient impliqués dans l’angiogenese, le facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) est le facteur angiogénique
prédominant. Son expression est largement augmentée durant la progression
tumorale, ainsi que celle de son récepteur, le VEGFR. Cette augmentation
s’accompagne d’une vascularisation anarchique de la tumeur ainsi que d’une
perméabilité vasculaire accrue induisant [Papparition dune hypertension
interstitielle. L’ensemble de ces modifications entraine un défaut de perfusion de la
tumeur qui non seulement limite la pénétration de molécules thérapeutiques, mais
induit aussi une surproduction continue du VEGF. De ce fait, plusieurs composés
thérapeutiques ont été développés afin de cibler cet axe de signalisation, comme le
Bevacizumab, un anticorps monoclonal ciblant le VEGF, ou encore le Sunitinib, un
inhibiteur du récepteur tyrosine kinase au VEGF, VEGFR. De telles approches n’ont
cependant mené qu’a des réponses transitoires et a une persistance de la progression
tumorale du fait notamment de la compensation de I'angiogenese par d’autres voies
de signalisation, comme la voie du PDGF (facteur de croissance dérivé des

plaquettes) ou du FGF (facteur de croissance des fibroblastes) (Fig. 28) (179—181).
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Figure 28 : Mécanismes de I'angiogenéese tumorale (180).

Qui plus est, un autre mécanisme de vascularisation peut étre utilisé par la tumeur, a
savoir la lymphangiogenese. Ce phénomene n’existe plus chez 'adulte mais peut étre
réactivé lors du processus tumoral. En temps normal, les vaisseaux lymphatiques
drainent les exces de fluide, mais aussi quelques cellules, produits par les tissus vers
la circulation sanguine. Lorsque la pression interstitielle est trop élevée, comme c’est
le cas en présence d’'une tumeur, les vaisseaux lymphatiques sont maintenus ouverts
constamment. Les cellules tumorales peuvent ainsi se disséminer a travers les
vaisseaux lymphatiques jusqu’aux ganglions lymphatiques adjacents, ce phénomeéne

étant amplifié par la création de nouveaux vaisseaux lymphatiques (182,183).

3. Les cellules immunitaires

Les cellules du systeme immunitaire constituent un systeme de défense vital
contre les agents pathogenes tout en régulant ’'homéostasie tissulaire ainsi que le
processus de cicatrisation. Du fait de leurs fonctions physiologiques, elles sont
fortement impliquées dans les réactions inflammatoires, ayant notamment lieu au
niveau de la tumeur. Certaines cellules immunitaires sont capables d’inhiber la
progression tumorale alors que d’autres la favorisent considérablement. De plus, une
méme famille de cellules immunitaires peut avoir ces deux roles en fonction du stade

tumoral (Tableau 4) (169,184,185).
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Type cellulaire

Fonction

Lignée myéloide

Macrophages
associés a la
tumeur

Les macrophages M1 classiquement activés sont pro-inflammatoires et ont une
activité anti-tumorale.

Inversement, les macrophages M2 sont anti-inflammatoires, pro-tumorigéniques,
et favorisent I'angiogenese et I'invasion.

Cellules
dendritiques

Macrophages
exprimant
TIE2

Neutrophiles

Les cellules dendritiques sont des cellules monocytaires présentatrices
d’antigénes, dont les antigenes tumoraux, dérivées de la moelle osseuse.

TIE2 étant le récepteur de I’angiopoiétine, un facteur angiogénique, les monocytes
exprimant TIE2 favorisent I'angiogenese a travers une boucle de signalisation
paracrine établie avec les cellules endothéliales exprimant 'angiopoiétine.

Les neutrophiles N1 sont pro-inflammatoires, anti-tumorigéniques, et sécréetent
les cytokines favorisant les cellules TH1.

A Tinverse, les neutrophiles de phénotype N2 sont anti-inflammatoires, pro-
tumorigéniques et sécretent les cytokines favorisant les cellules TH2.

Les mastocytes favorisent l'angiogenése tumorale en sécrétant des facteurs

Mastocytes
4 capables de stimuler la prolifération des cellules endothéliales.
Cellules Les cellules myéloides suppressives contrecarrent I'immunosurveillance tumorale
myéloides en interférant avec l'activation des lymphocytes T, l'activité cytotoxique, et la
suppressives présentation d’antigenes.
Lignée lymphoide
Les lymphocytes « natural killer » peuvent détecter et éliminer les cellules
Lymphocytes . , . .
tural Kill tumorales lorsque celles-ci ne présentent aucun marqueur physiologique, ou
natural killer
lorsqu’elles présentent des marqueurs de stress.
Les lymphocytes T auxiliaires CD4+ de type 1 (TH1) sont pro-inflammatoires et
Lymphocytes T . . , . .. .
oo anti-tumorigéniques. Lorsqu’ils sont de type 2 (TH2), ils sont anti-inflammatoires
auxiliaires

Lymphocytes T
régulateurs

Lymphocytes T

cytotoxiques

Lymphocytes B

Tableau 4 :

et pro-tumorigéniques.

Les lymphocytes T régulateurs ont un role pro-tumorigénique en supprimant

I'immunosurveillance tumorale.

Les lymphocytes T cytotoxiques reconnaissent spécifiquement les cellules
tumorales et les éliminent en induisant une apoptose médiée par la perforine et la

granzyme.

Les lymphocytes B sécretent des cytokines pro-tumorigéniques et favorisent
I’émergence de lymphocytes T auxiliaires de type 2 (TH2).

Les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral peuvent

inhiber (vert) ou favoriser (rouge) la progression tumorale. Dans certains cas, elles

peuvent avoir les deux réles en fonction du stade tumoral (gris) (169).
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Les changements phénotypiques observés au sein de certaines populations de cellules
immunitaires du microenvironnement durant la progression tumorale sont
semblables a ceux observés lors de I’établissement dune inflammation chronique.
Cette inflammation chronique initiée par la tumeur favorise donc fortement la
progression tumorale et rend la tumeur comparable a une blessure qui ne guérirait

jamais (186).
4, Les fibroblastes associés au cancer

a) Importance des fibroblastes dans le processus tumoral

Deés 1858, Rudolph Virchow proposa une nouvelle théorie sur le cancer selon
laquelle les 1ésions néoplasiques se développent trés souvent a des sites d’irritation
chronique. Il en conclut que peu importe le type d’irritation, qu’elle soit mécanique,
chimique, ou thermique, le fait qu’elle soit chronique est un facteur essentiel a la
prolifération tissulaire néoplasique. Selon lui, il y a un lien causal entre inflammation
et cancer (187). Harold Dvorak reprend ce postulat en 1986 et compare le processus
tumoral au processus de cicatrisation. Il rapporte que les processus cellulaires et
biochimiques associés a la cicatrisation sont similaires a ceux impliqués dans la
croissance et le développement du stroma tumoral (188). La cicatrisation est un
processus séquentiel comportant plusieurs phases. Dans un premier temps, les
cellules immunitaires sont recrutées au site de la blessure afin d’en extraire les agents
pathogenes. Puis, la prolifération et la migration cellulaire sont stimulées afin de
repeupler I’épithélium 1ésé. Par apres, le site de la blessure subit une angiogenese afin
de permettre la formation de nouveaux vaisseaux apportant oxygene et nutriments
aux cellules. Pour finir, la prolifération des fibroblastes locaux est activée ainsi que la
migration de fibroblastes non locaux vers le site de la blessure. Les fibroblastes
permettent la formation de MEC et leur différenciation en myofibroblastes, ou
fibroblastes activés, induit une contraction physique de la blessure aboutissant a son
obturation (189). Ces processus de cicatrisation sont tres similaires aux processus de
développement du microenvironnement tumoral. Les seules différences entre ces 2
processus se trouvent au niveau de la régulation. Il y a une perte de contréle des
multiples phénomenes biochimiques, moléculaires, et cellulaires caractérisant chaque
étape. Par exemple, dans un contexte sain, lorsque le processus de cicatrisation est
achevé, les fibroblastes ayant redéposé la MEC et obturé la plaie subissent un

phénomene d’anoikis correspondant a une mort cellulaire (190). Lors du processus
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tumoral, semblable a une inflammation chronique, les fibroblastes restent activés de
facon constante induisant une fibrose. La fibrose correspond a un dépot excessif de
MEC qui aboutit a une destruction de la structure ainsi qu'un défaut fonctionnel de
Porgane ou elle a lieu. De fagon paradoxale, ce dépot excessif de MEC stimule les
fibroblastes qui vont continuer a produire de la MEC, aboutissant a I’établissement

d’'une boucle de rétrocontréle positif favorisant le processus tumoral (173,191) (Fig.

29).
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Figure 29: Le remodelage aberrant de la MEC par les fibroblastes favorise le

processus tumoral (173).

Les fibroblastes sont des cellules non-vasculaires, non-épithéliales, et non-
inflammatoires, qui représentent la principale composante cellulaire du tissu
conjonctif interstitiel. En plus de sécréter les composants de la MEC, ils peuvent aussi
réguler la différenciation des cellules épithéliales ainsi que l'inflammation. Qui plus
est, ils peuvent sécréter des MMPs impliquées dans la dégradation de la MEC, et sont
ainsi responsables de la maintenance de '’homéostasie globale de la MEC. Leur
activation constitutive au cours de la progression tumorale a donc des conséquences

dramatiques (192).
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b) Rdle des fibroblastes associés au cancer

La notion que des fibroblastes au niveau du stroma tumoral acquierent un
phénotype modifié, similaire a celui des fibroblastes durant la cicatrisation, et soient
constitutivement actifs, a été étudiée depuis les années 1970. De tels fibroblastes
‘activés’ ont été nommeés fibroblastes associés au cancer, ou CAFs (193,194). Les CAFs
représentent le type cellulaire le plus abondant au niveau du microenvironnement

tumoral et favorisent tres largement la progression tumorale selon divers procédés

(195).

(1) Remodelage de la matrice extracellulaire

Les CAFs sont capables de favoriser la progression tumorale en créant un
stroma desmoplasique a travers une production accrue de protéines de la MEC
comme le collagéne I, la fibronectine, ou encore la ténascine-C. A noter qu’une
desmoplasie au niveau du stroma tumoral est effectivement corrélée a un mauvais
pronostic pour plusieurs cancers solides. L’augmentation de la sécrétion de
fibronectine par les CAFs entraine une surproduction de fibrilles aboutissant a une
MEC beaucoup plus compacte, ayant pour conséquence une amplification de la
motilité et de I'invasion des cellules tumorales. De plus, une rigidité accrue de la MEC
empéche une bonne distribution des agents thérapeutiques (196,197). A I'inverse, les
CAFs peuvent aussi sécréter de facon plus importante un certain nombre de MMPs
entrainant la dégradation et le remodelage de la MEC. Ce remodelage favorise
Iinvasion des cellules tumorales puisqu’il leur permet de franchir la membrane
basale, puis de traverser le tissu conjonctif, et enfin d’atteindre et de pénétrer dans les

vaisseaux sanguins via une intravasation (198).

(2) Angiogenese

Du fait d’'une augmentation de la sécrétion de plusieurs facteurs pro-
angiogéniques, les CAFs facilitent 'angiogenese tumorale. En effet, il a été démontré
que les CAFs sécretent d’avantage de VEGF du fait d’'une hausse de la sécrétion de
I'interleukine-6 (IL-6) par ces CAFs. Cette amplification de la sécrétion de I'IL-6 au
niveau des CAFs est induite par les cellules cancéreuses et le contexte inflammatoire
tumoral. De facon surprenante, I'IL-6 stimule la sécrétion de VEGF au niveau des
CAFs mais pas au niveau des cellules tumorales. L’inhibition de I'IL-6 induit
d’ailleurs une inhibition de I'angiogenese et de la croissance tumorale in vivo (199).

De facon similaire, la sécrétion d’autres facteurs impliqués dans I’'angiogenése comme
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le PDGF et le FGF est significativement augmentée au niveau des CAFs (200,201).
Enfin, les CAFs stimulent la sécrétion d’'un autre facteur pro-angiogénique, a savoir la
chimiokine CXCL12, encore appelée SDF-1 (facteur dérivé du stroma-1) (Fig. 30).
Cette chimiokine permet d’induire le recrutement de cellules progénitrices
endothéliales, précurseurs des cellules endothéliales, au niveau de la tumeur (202).
Par ailleurs, son expression au niveau des CAFs est corrélée au stade de la tumeur et

au risque de rechute chez des patientes atteintes de cancer du sein (203).
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Figure 30 : Les CAFs peuvent promouvoir I’angiogenése tumorale en sécrétant divers

facteurs et cytokines (198).

(3) Immunosuppression et inflammation

Le systeme immunitaire jouant un role considérable lors du développement
tumoral, les CAFs vont induire un échappement a ce dernier en créant un
environnement immunosuppressif. Pour ce faire, les CAFs sécrétent diverses
chimiokines afin de recruter des cellules immunitaires favorisant la progression
tumorale comme les cellules myéloides suppressives, les lymphocytes T régulateurs,
ou encore les macrophages associés a la tumeur de type 2. Les cellules myéloides
suppressives suppriment I'immunité adaptative mais peuvent aussi inhiber les
Ilymphocytes natural Kkiller, et favoriser les lymphocytes T régulateurs. En plus de
favoriser 'immunosuppression, ces cellules myéloides suppressives peuvent stimuler
I'angiogenéese en sécrétant du VEGF et du FGF. Par ailleurs, les cellules myéloides
suppressives, les lymphocytes T régulateurs, et les macrophages associés a la tumeur

de type 2 sont capables d’amplifier la polarisation des lymphocytes T auxiliaires et de
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les différencier en lymphocytes auxiliaires de type 2, induisant une suppression des
lymphocytes T cytotoxiques (204—206).

Le contexte inflammatoire induit lors du processus tumoral peut étre considéré
comme une réponse physiologique vis-a-vis d’'une prolifération aberrante et d'un
remodelage tissulaire causés par des mutations oncogéniques dans les cellules
tumorales. Cette inflammation est une des caractéristiques principales de la tumeur
et facilite la progression néoplasique. Ce contexte inflammatoire se traduit par une
activation de l'angiogenese, un remodelage de la MEC, mais surtout par une
infiltration de cellules immunitaires et de cytokines et chimiokines médiant cette
inflammation (170). Les CAFs ont été démontrés comme favorisant ce contexte
inflammatoire du fait de la sécrétion de plusieurs cytokines favorisant le recrutement
de cellules immunitaires pro-inflammatoires. En sécrétant, entre autres, la
chimiokine CCL2, les CAFs induisent le recrutement de cellules de la lignée myéloide
au site tumoral, dont les macrophages. Les CAFs peuvent aussi moduler le
recrutement de lymphocytes en sécrétant les chimiokines CXCL9, CXCL10, CXCL12,
ainsi que S100A4, encore appelé FSP-1 (protéine spécifique des fibroblastes). Une
fois recrutés au site tumoral, I’activation des lymphocytes est modulée par les CAFs a
travers l'induction d'un phénotype de type 2 favorisant la progression tumorale

(207,208).

(4) Cellules souches cancéreuses

En plus d’influencer considérablement le microenvironnement tumoral en
modulant la composition de la MEC, I'angiogenése, et l'infiltrat immunitaire, les
CAFs sont d’autant plus impliqués dans la progression tumorale du fait de leur
impact sur les cellules tumorales. En effet, les CAFs ont la capacité de stimuler la
population de cellules souches cancéreuses (CSCs). Les CSCs correspondent a une
faible proportion des cellules tumorales ayant des propriétés pro-tumorigéniques et
capables d’initier la tumeur de novo du fait de leurs caractéristiques de cellules
souches. A noter qu'elles sont effectivement capables de s’auto-renouveler et de
donner naissance a différents types cellulaires, en plus de pouvoir induire la
formation d’'une tumeur nouvellement synthétisée. Qui plus est, ces CSCs sont
impliquées dans la résistance aux traitements et favorisent les rechutes, en plus d’étre
a lorigine de l'établissement de métastases a distance (209). Plusieurs facteurs

sécrétés par les CAFs, comme I'IL-17 par exemple, activent la voie Wnt-B-Caténine et
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augmentent la population de CSCs au sein de la tumeur (210). De plus, I'induction de
I'expression de marqueurs de cellules souches par les CAFs, comme CD44, ALDH1
(aldéhyde déshydrogénase), ou encore la nestine, permet aux CSCs de maintenir leurs
caractéristiques de cellules souches (211,212). Enfin, la sécrétion de CCL2 par les
CAFs, ayant un role dans 'immunomodulation, est aussi impliquée dans la régulation
positive des CSCs a travers l'activation de la voie de signalisation Notch (213). Les
CAFs peuvent donc favoriser la progression tumorale en maintenant le caractere de

cellules souches des cellules tumorales.

(5) Switch métabolique

Dans les années 1920, Otto Warburg a émis I’hypothese selon laquelle les
cellules cancéreuses, en dépit de la présence d’oxygene, dépendent majoritairement
de la glycolyse pour la production d’adénosine triphosphate (ATP). La glycolyse est
bien moins efficace que la phosphorylation oxydative mitochondriale qui produit plus
d’ATP (2 versus 36 ATP). Ce phénomene dans lequel les cellules cancéreuses
subissent une glycolyse aérobie a ainsi été nommé « effet Warburg » (214). Par
conséquent, les cellules cancéreuses consomment une grande quantité de glucose,
associée a un shift de la respiration a la fermentation cellulaire. Cette consommation
croissante de glucose s’accompagne dune syntheése de glycogene et de lactate
aboutissant a wune acidification empéchant le fonctionnement normal des
mitochondries dans les cellules tumorales (215). Il y a une dizaine d’années, Lisanti et
al. ont mis en évidence le fait que les cellules tumorales induisent cet effet Warburg
au niveau des CAFs. Les CAFs sécrétant de ce fait du lactate et du pyruvate, les
cellules tumorales vont par la suite tirer profit de cette sécrétion par les CAFs de
métabolites hautement énergétiques et les utiliser au travers du cycle de Krebs,
permettant ainsi une production d’ATP efficace grace a la phosphorylation oxydative.
Ce phénomeéne a été appelé « effet Warburg inverse » (216). Les CAFs sont donc
capables de servir de ‘réservoir’ a nutriments et de fournir des métabolites aux
cellules tumorales afin d’optimiser leur production énergétique et de favoriser la
progression tumorale (Fig. 31) (217).
Par ailleurs, une perte d’expression de la cavéoline-1, formant les cavéoles, est
observée lors de l'effet Warburg dans les cellules tumorales, induisant un stress
oxydatif aboutissant a une dysfonction des mitochondries. Cette perte d’expression
est transmise au microenvironnement tumoral et permet la différenciation des CAFs

avoisinants (218). Ainsi, le niveau d’expression de la cavéoline-1 au niveau des CAFs a
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pu étre utilisé comme facteur pronostic, et une faible expression de cette protéine est
corrélée a un mauvais pronostic et a un faible taux de survie pour de nombreux
cancers (219). De méme, une augmentation de l'expression du transporteur
monocarboxylate 4 (MCT4), impliqué dans le transport du lactate en dehors des
cellules, est corrélée a un mauvais facteur pronostic et a une moindre survie pour un

grand nombre de cancers (220).
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Figure 31 : Effet Warburg et effet Warburg inverse (217).

(6) Prolifération des cellules tumorales

La prolifération anarchique et incontrélée des cellules tumorales est une des
principales caractéristiques du développement tumoral (170). Les CAFs sont capables
d’influencer de facon positive cette prolifération en sécrétant de nombreux facteurs
de croissance. Parmi ceux-ci se trouvent le facteur de croissance épidermique (EGF),
le facteur de croissance hépatocytaire (HGF), I'IGF-1, le PDGF, le FGF, ou encore le
VEGF. Ces facteurs de croissance activent la voie de signalisation des MAPK ainsi que
la voie PI3K/Akt, induisant la prolifération mais aussi la survie cellulaire (221,222).
Les CAFs peuvent aussi sécréter du TGF-f3, impliqué dans la prolifération cellulaire
tumorale a travers lactivation de la voie de signalisation Smad2/Smad4
(Small/Mothers against decapentaplegic) (223). De plus, il a été démontré que les

CAFs ont la capacité d’amplifier ’expression du facteur associé au carcinome
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urothélial-1 UCA-1, associé a la progression tumorale dans plusieurs cancers,
aboutissant a une suractivation de la cible mécanistique de la rapamycine mTOR.
Cette enzyme mTOR étant largement impliquée dans la prolifération cellulaire, sa
suractivation induit une surexpression de la cycline D1 et de 'oncogéne KRAS (V-Ki-
ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) et déclenche les phases de
prolifération S et G2/M dans les cellules tumorales (224). Enfin, les CAFs sécretent la
chimiokine CXCL12, impliquée dans I'angiogenese, I'immunomodulation, mais aussi
dans la prolifération cellulaire tumorale. En se liant a son récepteur CXCR4, situé au
niveau des cellules cancéreuses, CXCL12 induit aussi lactivation des voies de
signalisation PI3K/Akt et MAPK, tout en activant la voie Wnt/B-Caténine, toutes trois
déclenchant la prolifération cellulaire. En plus de favoriser la prolifération cellulaire,
CXCL12 est notamment impliquée dans l'invasion et la migration des cellules

tumorales (225).

(7) Migration des cellules tumorales et métastases

L’établissement de métastases a distance constitue I'étape ultime du processus
tumoral dont lissue est systématiquement létale. Le processus métastatique est
composé de plusieurs étapes et comprend la migration puis l'invasion des cellules
tumorales accompagnées de la dégradation de la MEC, I'intravasation et la survie des
cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, et enfin la
dissémination et ’extravasation aboutissant a la formation d’une niche métastatique
a distance (226). Les CAFs sont largement impliqués dans ces diverses étapes. En
premier lieu, les CAFs favorisent 'EMT, indispensable a I’établissement du processus
métastatique, et ce dans de nombreux cancers. Les CAFs induisent la sécrétion de
I'TL-6 qui induit TEMT du fait de 'augmentation de la vimentine, un marqueur
mésenchymateux, et de la diminution de la E-cadhérine, un marqueur épithélial, au
niveau des cellules tumorales (227). A travers la sécrétion de TGF-B, les CAFs peuvent
aussi induire 'expression de marqueurs mésenchymateux supplémentaires dans les
cellules tumorales comme les facteurs de transcription Snaili, ZEB1, Twist1, ou
encore la fibronectine-1, témoins d’'un phénotype d’EMT (228). Par ailleurs,
Paugmentation de I'expression de Snail1 au niveau des cellules tumorales induit une
surexpression de la prostaglandine E2 au niveau des CAFs favorisant 'EMT. Ce
mécanisme permet I'établissement d’une boucle de rétrocontréle positif intensifiant

EMT (229). De facon intéressante, il a été mis en évidence que le Cetuximab, un
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anticorps monoclonal se liant au récepteur de I'EGF, est impliqué non seulement
dans l'activation des CAFs, mais aussi dans l'amplification de leurs capacités
d’induction de 'EMT des cellules tumorales (230). En plus d’induire 'EMT, les CAFs
expriment un certain nombre de MMPs qui dégradent la MEC et facilitent la
migration et I'invasion des cellules tumorales. L’expression du TGF-f dans les CAFs
induit notamment l'expression de MMP-2 et MMP-9 (231,232). L’expression de
MMP-9 peut d’ailleurs étre inhibée a I'aide d’acides gras polyinsaturés in vitro et in
vivo (233). De plus, il a été démontré que l'axe de signalisation du FGF induit
I'expression de MMP-7 au niveau des CAFs (201). D’autres facteurs comme la
palladine permettent aux CAFs de favoriser I'invasion des cellules tumorales. Cette
protéine associée a l'actine a un role dans la motilité cellulaire en modulant
lassemblage et la maintenance de multiples structures cellulaires dépendantes de
lactine, comme les invadopodes, des protrusions retrouvées aux extrémités des
cellules invasives (234). La surexpression de la palladine dans les CAFs leur permet
de former des invadopodes dans lesquels sont présentes des enzymes protéolytiques
dont les MMPs. Les CAFs peuvent ainsi remodeler la MEC et créer des ‘tunnels’ dans
lesquels pourront s’engager les cellules tumorales (235). De facon similaire, Vignjevic
et al. ont récemment démontré que les CAFs étaient notamment capables d’induire
I'invasion des cellules tumorales indépendamment des MMPs, en exercant une
pression mécanique sur la membrane basale. Dans cette étude, des cellules tumorales
de colon ont été mises en présence de CAFs et séparées de ces derniers par un modele
de membrane basale élaboré a partir de mésentere. Les résultats ont mis en évidence
qu’en présence d’inhibiteurs de MMPs, les CAFs réussissent tout de méme a traverser
la membrane basale en exercant des forces de contraction, de traction, et d’étirement
sur celle-ci (236). Apres avoir franchi la MEC, les cellules tumorales subissent une
intravasation et se retrouvent dans les vaisseaux sanguins ou elles deviennent des
CTCs devant supporter une forte pression sanguine. En plus d’accompagner les CTCs
lors de la dissémination, les CAFs leur fournissent un avantage de survie et
augmentent leurs probabilités d’atteindre une niche métastatique (237). D’autre part,
des CAFs circulants ont été retrouvés dans le sang de patientes atteintes d'un cancer
du sein métastatique, mais pas chez des patientes atteintes a un stade précoce, alors
que des CTCs ont été retrouvées dans les deux groupes de patientes. Ces données
suggerent que ces CAFs circulants pourraient étre utilisés en tant que marqueur

pronostic (238). Apres avoir été disséminés a travers la circulation sanguine, les CTCs
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doivent subir une extravasation et traverser la membrane endothéliale afin de
s’établir dans une niche métastatique. Les CAFs ont aussi été démontrés comme
ayant un réle dans cette étape en favorisant la transmigration des cellules tumorales a
travers la barriere endothéliale dans un modéele tridimensionnel in vitro (239). De
plus, la présence des CAFs a été détectée au niveau des niches métastatiques en
amont de I'arrivée des cellules tumorales, favorisant ainsi I’établissement d’une niche
pré-métastatique (240). Par conséquent, les CAFs accompagnent et préservent les
cellules tumorales durant toutes les étapes du processus métastatique.

En conclusion, les CAFs favorisent tres largement toutes les étapes du processus

tumoral et constituent donc un allié de choix pour les cellules tumorales (Fig. 32).
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Figure 32 : Résumé schématique de I'impact positif des CAFs a tous les stades de la

progression tumorale (241).
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c) Dialogue entre les fibroblastes associés au cancer et les

cellules tumorales

Les CAFs favorisent toutes les étapes de la progression tumorale et constituent
donc un composant dynamique du microenvironnement tumoral capable
d’orchestrer les interactions ayant lieu entre les cellules tumorales et le stroma
réactif. L’initiation des CAFs se fait au fur et a mesure de la progression tumorale, ces
cellules n’existent pas dans un contexte sain. En effet, les fibroblastes normaux, non
transformés, sont capables d’inhiber la prolifération et la migration des cellules
tumorales (242). L’apparition des CAFs est induite par les cellules tumorales du fait
des facteurs qu’elles sécretent, dont de nombreux facteurs de croissance, comme le
TGF-$ et le PDGF, fortement impliqués dans l'activation des CAFs. Le TGF-p est
impliqué dans différents stades de la progression tumorale et son expression par les
cellules tumorales induit 'expression de CXCL12 dans les CAFs. Cette chimiokine
favorisant amplement la progression tumorale, il s’en suit I'établissement dune
boucle de rétrocontréle positif entre les cellules tumorales et les CAFs (243). De
méme, la sécrétion du PDGF par les cellules tumorales permet le recrutement et
I’activation des CAFs au niveau du site tumoral, du fait de I'expression du récepteur
du PDGF, le PDGFR-f3, au niveau des CAFs (244). L’inhibition de ce récepteur par
I'Imatinib, un inhibiteur de récepteur a activité tyrosine kinase, inhibe le recrutement
de CAFs ainsi que la croissance tumorale et le processus métastatique au niveau d’un
modele murin orthotopique de cancer colorectal (245). En plus du TGF-3 et du
PDGF, d’autres facteurs sécrétés par les cellules tumorales sont impliqués dans
lactivation des CAFs, comme le VEGF, ou encore le FGF (246,247). Un certain
nombre de facteurs de croissance sécrétés par les cellules tumorales induisent donc
lactivation des CAFs, mais cette activation peut aussi étre médiée par d’autres
facteurs comme les inhibiteurs tissulaires de MMPs (TIMPs), ou encore certains
micro-ARNs (miARNs). L’inhibition des TIMPs dans des fibroblastes leur permet
d’acquérir un phénotype de CAFs et de favoriser la progression tumorale dans un
modéle murin de cancer mammaire (248). De facon similaire, 'inhibition des
miARNs miR-1 et miR-206, concomitante a l'augmentation de miR-31, induit
Pactivation des CAFs et favorise la progression tumorale dans un modéle in vitro de
cancer pulmonaire (249).

Les cellules tumorales sont donc capables d’induire I'activation des CAFs en sécrétant

de nombreux facteurs différents. Les CAFs étant capables par la suite de faciliter la
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progression des cellules tumorales, il s’établit ainsi un dialogue entre les deux types
cellulaires. Cette communication entre les cellules tumorales et les CAFs aboutit a
Pétablissement dune boucle de régulation paracrine ainsi qu’a un rétrocontrole

positif continu entre ces deux populations cellulaires (Fig. 33) (250,251).

Microenvironment

CAF-Derived Growth Factors

EGF FGF HGF
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Figure 33: Boucle de régulation positive entre les cellules tumorales et les CAFs

(250).

d) Origine des fibroblastes associés au cancer

Les CAFs sont définis comme étant une population dynamique et hétérogene
de cellules ressemblant a des fibroblastes activés, présents au niveau du
microenvironnement tumoral, et capables de favoriser I'initiation et la progression
tumorale. Ils acquierent ces capacités pro-tumorigéniques suite a 1’exposition aux
facteurs sécrétés par les cellules tumorales. L’activation des CAFs résulte donc d’'une
altération induite par les sécrétions paracrines des cellules tumorales. Par
conséquent, les CAFs ne constituent pas une population cellulaire définie en tant que
telle, stricto sensu, mais représentent plut6t un état physiologique de la cellule ayant
acquis des propriétés pro-tumorigéniques. De méme que certaines cellules acquierent

des propriétés de cellules souches par exemple, les cellules recrutées au niveau du
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stroma réactif tumoral acquierent des capacités de CAFs, correspondant donc a un
état dynamique de cellules ressemblant a des fibroblastes, retrouvées aux alentours
de la tumeur, et favorisant tres largement sa progression (252,253).

Ceci explique que bien que la population de CAFs représente la population cellulaire
majoritaire du microenvironnement tumoral, l'origine des CAFs n’a, a l'heure
actuelle, pas encore été déterminée de fagon précise. Néanmoins, diverses études ont

pu mettre en évidence plusieurs origines possibles des CAFs.

(1) Fibroblastes résidents

La source la plus proche de CAFs pour les cellules tumorales correspond aux
fibroblastes résidents, situés a proximité au niveau du stroma réactif. En effet, la
granuline, sécrétée au niveau du microenvironnement tumoral, induit une
augmentation de l'expression de genes de plusieurs chimiokines et cytokines
caractéristiques des CAFs, dans des fibroblastes mammaires in vitro. Ces fibroblastes
mammaires traités a la granuline ont par la suite été injectés dans un modele murin
et ont permis la formation de tumeurs mammaires (254). De méme, la conversion de
fibroblastes en CAFs, sous l'effet du TGF-[3 sécrété par les cellules tumorales, a pu
étre mise en évidence dans un modele murin de cancer mammaire. Les CAFs ainsi
convertis sécretent par la suite de grandes quantités de CXCL12 favorisant la

progression tumorale et maintenant le phénotype de CAFs (243).

(2)  Cellules tumorales et endothéliales

Les cellules tumorales présentent une plasticité et une dynamique
remarquables. Cette caractéristique leur permet de subir divers processus comme
PEMT induisant linitiation du processus métastatique. Cette EMT des cellules
tumorales est non seulement responsable de I’établissement de métastases a distance,
mais permet aussi aux cellules tumorales d’acquérir un phénotype de CAFs. Ce
processus est initié par une dérégulation des MMPs induisant une augmentation des
niveaux de radicaux libres oxygénés dans les cellules tumorales, stimulant par la suite
leur transdifférenciation en CAFs (255). De facon similaire, sous I'action du TGF-3
sécrété par les cellules tumorales, les cellules endothéliales peuvent subir une
transition endothélio-mésenchymateuse dans laquelle les marqueurs endothéliaux
comme CD31/EPCAM (molécule d’adhésion des cellules épithéliales) sont diminués,

et 'expression de marqueurs mésenchymateux de CAFs, comme FSP-1, émerge au
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niveau des cellules endothéliales. Ce phénomeéne de transition endothélio-

mésenchymateuse a été vérifié dans 2 modéles murins de carcinogenése (256).

(3) Cellules souches mésenchymateuses

(a)  Définition

Les cellules souches mésenchymateuse (MSCs) sont des cellules souches
multipotentes dérivant de la moelle osseuse et ayant la capacité de s’auto-renouveler
et de se différencier en plusieurs types cellulaires d’origine mésenchymateuse, dont
les ostéoblastes, les adipocytes, les chondrocytes, les ténocytes, et les myocytes. Elles
possedent notamment des capacités immunomodulatrices et régénératrices du fait de
la sécrétion de facteurs paracrines ayant un impact sur la migration, la prolifération
et la survie des cellules avoisinantes. Ainsi, les MSCs jouent un réle important dans
toutes les phases du processus de cicatrisation. Lors de la phase inflammatoire, les
MSCs coordonnent les cellules inflammatoires et inhibent les effets déléteres des
cytokines inflammatoires, tout en stimulant la phagocytose des agents infectieux. Par
la suite, les MSCs sont impliquées dans la phase proliférative en exprimant plusieurs
facteurs de croissance dont le FGF, le PDGF, I'EGF, et le VEGF, favorisant
notamment I’angiogenese. Enfin, les MSCs participent au remodelage de la MEC en
favorisant la sécrétion et le dépot de MEC (257,258). Comme il a été dit
précédemment, le processus tumoral ressemble au processus de cicatrisation. Dans
cette optique, les MSCs sont recrutées au site tumoral dans un contexte de blessure

chronique et se différencient en CAFs sous l'effet des facteurs sécrétés par la tumeur

(259).

(b) Différenciation en CAFs

Pour mettre en évidence la différenciation des MSCs en CAFs, Mishra et al. ont
réalisé une étude pionniere dans laquelle des MSCs ont été mises en présence de
milieu conditionné de cellules tumorales mammaires durant 30 jours. Ils ont pu
déterminer qu’au bout de ce laps de temps, les MSCs présentent des capacités
prolifératives et migratoires accrues, ainsi quune augmentation significative de
I’expression de plusieurs marqueurs de CAFs, a savoir a-SMA (actine du muscle lisse
de type a), la vimentine, FSP-1, ainsi que CXCL12. De plus, ces MSCs différenciées en
CAFs favorisent linitiation et la progression tumorale in vivo (260). De facon
intéressante, il a été démontré que la proportion de CAFs dérivant des MSCs se situe

entre 20 et 25%, suggérant que les MSCs constituent une source non négligeable et
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relativement importante de CAFs au sein du stroma tumoral (261,262). Diverses
études ont par la suite tenté de mettre a jour les mécanismes sous-jacents impliqués
dans la différenciation des MSCs en CAFs. Ainsi, il a été démontré que la voie de
signalisation du TGF-f3 est fortement impliquée dans la différenciation des MSCs en
CAFs. En effet, la voie Smad2/Smad3s, située en aval du récepteur au TGF-f, est
activée dans des MSCs dans lesquelles I'expression d’a-SMA est augmentée suite a un
traitement a la GRP78 (protéine régulée par le glucose 78), suggérant une
différenciation en CAFs. La GRP78 est une protéine chaperonne du réticulum
endoplasmique surexprimée par les cellules tumorales. Confirmant cette hypothese,
le traitement des MSCs avec un inhibiteur du récepteur au TGF-f induit une forte
diminution du marqueur de différenciation a-SMA (263). De méme, des études ont
mis en évidence une augmentation de ’expression d’a-SMA au niveau de MSCs en
co-culture directe avec des cellules de cancer colorectal. De facon intéressante, seules
les MSCs ayant un contact direct avec des cellules tumorales présentent une
augmentation d’a-SMA. Cette augmentation du marqueur de différenciation a-SMA
au niveau des MSCs s’accompagne d’'une hausse de I'expression du facteur Hes1, un
effecteur de la voie Notch, suggérant que la différenciation en CAFs est aussi
dépendante de la voie Notch. Le traitement des MSCs avec un inhibiteur du récepteur
de Notch induit une diminution de la voie Smad2/Smad3, suggérant que la voie
Notch et la voie du TGF-f interagissent ensemble pour induire la différenciation en
CAFs (264). De facon surprenante, le traitement des MSCs avec du TGF-f a été
démontré comme étant suffisant pour I'induction d'un phénotype de CAFs du fait de
laugmentation des marqueurs CXCL12, FSP-1, de la vimentine, ou encore de la
protéine d’activation des fibroblastes (FAP) (265). De la méme maniére, il a été
démontré que le traitement de MSCs avec du FGF suffit a induire une différenciation
en CAFs a travers laugmentation du marqueur a-SMA et de la vimentine.
Etonnamment, le traitement au FGF induit une activation de son effecteur Erk mais
aussi de Smad3s, suggérant une interaction avec la voie du TGF-B. Effectivement,
Iajout d’'un inhibiteur d’Erk induit une inhibition de I’activation de Smad3 et de
Iexpression des marqueurs de CAFs dans les MSCs. La différenciation en CAFs
induite par le FGF nécessite donc la voie de signalisation du TGF-f3 (266).

D’autres facteurs, comme l'ostéopontine, sont impliqués dans la différenciation des
MSCs en CAFs. L'ostéopontine est une phosphoprotéine d’adhérence cellulaire du

tissu osseux surexprimée dans de nombreux cancers. Sa sécrétion par les cellules
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tumorales induit une augmentation de ’expression de la chimiokine CCL5 au niveau
des MSCs. Cette chimiokine est capable d’induire le recrutement de MSCs
supplémentaires au niveau du site tumoral tout en induisant une boucle autocrine du
fait de la présence du récepteur CCR5 a la surface des MSCs. Cette régulation positive
aboutit notamment a 'augmentation de ’expression de plusieurs marqueurs de CAFs
dont a-SMA, FSP1, mais aussi CXCL12 (267). Ce processus a été étudié plus en détail
et il s’avere que 'ostéopontine induit de facon dose-dépendante une augmentation de
I'expression du TGF-3 dans les MSCs en fonction du temps, induisant une hausse de
I'expression des marqueurs de CAFs a-SMA, FSP-1, la vimentine, mais aussi la
ténascine-C. Qui plus est, l'ostéopontine active la transcription du TGF- en
induisant la liaison du facteur de transcription MZF1 (doigt de zinc myéloide) au
niveau du promoteur de TGF-3 (268). La voie de signalisation du TGF-3 semble donc

étre la voie majoritairement impliquée dans la différenciation des MSCs en CAFs.

Les MSCs se différencient donc en CAFs sous 'effet de divers facteurs sécrétés
par la tumeur. Par la suite, les CAFs sécrétent a leur tour divers facteurs qui vont agir
de facon positive sur toutes les étapes de la progression tumorale favorisant ainsi la

transition a un stade malin (Fig. 34) (269).
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Figure 34 : Interactions entre les cellules tumorales et les MSCs aboutissant a leur

différenciation en CAFs maintenant ensuite la progression tumorale jusqu’au stade

métastatique (196).
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e) Marqueurs des fibroblastes associés au cancer

Les CAFs peuvent dériver de plusieurs populations cellulaires différentes,
induisant ainsi une grande hétérogénéité au sein de cette population de CAFs. De
plus, les CAFs représentant plus un état qu'une cellule, il devient difficile de les
catégoriser de facon précise. Ainsi, plusieurs marqueurs ont été sélectionnés pour les
définir bien qu’ils ne soient pas spécifiques. Qui plus est, selon la population
cellulaire d’origine, il est possible que les marqueurs de CAFs ne soient pas les
mémes, d’autant plus que 'expression de ces marqueurs peut évoluer fur et a mesure
de I’évolution de la maladie et du type de cancer. Il est donc important de prendre en
considération qu’il n’existe, a I'heure actuelle, aucun marqueur moléculaire
définissant les CAFs de facon exclusive et spécifique, mais plutot un consensus de
marqueurs déterminés de facon empirique grace aux études menées a ce sujet (270—
273). Les marqueurs sélectionnés pour définir les CAFs correspondent généralement
aux marqueurs exprimés par les fibroblastes activés, comme a-SMA, exprimée par les
myofibroblastes par exemple. Cependant, 'expression d’a-SMA n’est pas spécifique
des CAFs puisqu’a-SMA est aussi exprimée par les fibroblastes normaux ainsi que les
cellules musculaires lisses. De facon similaire, la protéine FAP est exprimée au niveau
des cellules mésodermiques quiescentes dans de multiples tissus. Il en va de méme
pour la ténascine-C, la vimentine, ou encore le PDGFR-[} qui sont tous exprimés dans
d’autres types cellulaires que les CAFs (274—276). FSP-1 semble néanmoins étre le
seul marqueur ayant une distribution relativement exclusive et pouvant identifier une
population unique de CAFs. Les CAFs consistent donc en une population cellulaire

tres hétérogene ayant probablement des roéles distincts dans la progression tumorale

(Fig. 35) (277—279).
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Figure 35 : Les CAFs semblent étre constitués de myofibroblastes et de fibroblastes
ayant des marqueurs moléculaires distincts. Néanmoins, plusieurs marqueurs

peuvent étre exprimés simultanément (241).
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B. Le microenvironnement tumoral prostatique

Les interactions ayant lieu entre les cellules tumorales et le stroma réactif ont
pu étre observées et caractérisées dans de nombreux cancers solides dont le CaP. Au
niveau de la glande prostatique, le stroma réactif est initié durant le développement
de néoplasies intra-prostatiques (PIN) correspondant aux lésions précancéreuses du
CaP. Le stroma réactif évolue par la suite de maniére concomitante aux PIN jusqu’a la

mise en place de la tumeur et la progression tumorale subséquente (Fig. 36) (280).

Prostate
normale

Néoplasie intra Cancer de
épithéliale la prostate
prostatique

Inflammation
localisée /
Remodelage

Initiation du stroma réactif

Coévolution du stroma réactif
avec la progression tumorale

Recrutement de cellules
inflammatoires

Figure 36 : Homéostasie de la glande prostatique et formation du stroma réactif
dans le CaP (280).

Le microenvironnement tumoral prostatique est fortement impliqué dans la
progression du CaP, en particulier du fait de la création dun contexte
inflammatoire, de la stimulation de I'angiogenése, et de l'apparition de CAFs
(281).

76



1. Angiogenese

L’angiogenése est un des processus essentiel a la progression tumorale, en
particulier au niveau du CaP. Le VEGF, en tant que facteur angiogénique majeur, a
été largement étudié ces derniéres années dans le CaP et son expression a pu étre
corrélée a un mauvais pronostic ainsi qu’a une faible survie globale et spécifique pour
les patients atteints d'un CaP. De plus, ce facteur a pu étre considéré comme
marqueur prédictif des rechutes suite aux traitements (282). Ainsi, de nombreux axes
de thérapies ont été développés afin de cibler la voie de signalisation du VEGF et

langiogenese, résumés dans la figure ci-apres (Fig. 37) (283).
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Figure 37: Représentation schématique des voies de signalisation de 'angiogenese

ciblées par des agents thérapeutiques (283).

Le Bevacisumab et I’Aflibercept sont 2 agents ciblant directement le VEGF. Le
Thalidomide et le Lenalidomide ciblent quant a eux les facteurs angiogéniques de
facon plus large, incluant le VEGF mais aussi le FGF et le PDGF. Le Sunitinib, le
Sorafenib, le Cediranib, et le Cabozantinib, sont des inhibiteurs de récepteurs a
activité tyrosine kinase présents au niveau des cellules endothéliales. Le Vadimezan,
le Thalidomide, et le Lenalidomide sont des agents supprimant la formation de

vaisseaux sanguins en inhibant les cellules endothéliales. Enfin, le Tasquinimod est
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un agent inducteur de facteurs anti-angiogéniques comme I’endostatine,
Iangiostatine, ou encore la thrombospondine-1 (283). Bien que les agents ayant
atteint la phase III d’essai clinique aient pu améliorer la survie sans progression des
patients atteints d’'un CaP, aucun n’a pu améliorer la survie globale, et certains ont
conduit a I'abandon de l'essai clinique pour futilité (284). Le ciblage de la voie
angiogénique est donc nécessaire mais pas suffisant, probablement du fait que

I’angiogenése n’est de loin pas le seul processus favorisant la progression tumorale.

2. Inflammation et infiltrat immunitaire

La création d'un contexte inflammatoire est considérée depuis longtemps
comme étant indispensable au développement du CaP, I'inflammation chronique
étant associée a des stades bénins comme a des stades avancés du CaP. De plus, des
études histologiques menées sur 191 biopsies de patients atteints d'un CaP ont pu
mettre en évidence qu’entre 80 et 90 % de ces échantillons présentent des signes
d’infiltrats immunitaires, et ces infiltrats sont de plus en plus importants au fur et a
mesure de la progression du CaP. Cette caractéristique peut ainsi constituer un
marqueur pronostic de la maladie (285,286). Ces infiltrats immunitaires sont
constitués de cellules immunitaires provenant a la fois du systéme immunitaire inné
et adaptatif. Bien que leur composition puisse varier en fonction du stade de la
maladie et de I’age du patient, la majorité des infiltrats est composée de 70 a 80 % de
lymphocytes T auxiliaires CD4+, de 10 a 15 % de lymphocytes B, et de 10 a 15 % de
macrophages (287). Les lymphocytes T auxiliaires CD4+ peuvent avoir des effets
suppresseurs de tumeur ou pro-tumorigéniques en fonction du stade tumoral. De
plus, un nombre élevé de ces lymphocytes s’avere étre des lymphocytes T régulateurs
favorisant la progression tumorale du CaP (288). De méme, les lymphocytes B ont un
effet pro-tumorigénique en favorisant I’émergence de lymphocytes T auxiliaires de
type 2 pro-tumorigéniques et en recrutant des macrophages. La présence de
Ilymphocytes B est en outre corrélée a un stade élevé de la maladie et a un risque
important de rechute (289). Enfin, les macrophages présents au niveau du stroma
prostatique sont majoritairement des macrophages de type M2 pro-tumorigéniques.
Ce phénotype M2 des macrophages est associé a un score de Gleason élevé et a un
stade avancé de la tumeur (290). Qui plus est, ces macrophages de type M2 ont été

démontrés comme étant capables de favoriser 'apparition de CAFs (291).
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3. Les fibroblastes associés au cancer prostatique

Le microenvironnement tumoral prostatique contient une quantité importante
de CAFs qui constituent la population cellulaire majoritaire de ce stroma réactif
(241). IIs favorisent non seulement la progression tumorale mais sont aussi impliqués
dans l'initiation du processus tumoral. En effet, Olumi et al. a pu mettre en évidence
le fait que l'association de CAFs avec des cellules tumorales prostatiques initiées,
mais non tumorigéniques, suffit a favoriser l'initiation et la progression tumorale in
vivo, du fait de I'apparition d’'une masse tumorale de 1250 mg (292). La tumeur ainsi
obtenue présente de fortes capacités prolifératives et invasives. En comparaison,
I'inoculation de ces mémes cellules tumorales prostatiques initiées associées a des
fibroblastes normaux aboutit a 'obtention d’'une masse de kératinocytes de 10 mg.
Ces études ont été poursuivies in vitro et ont permis de mettre une évidence une
altération de la morphologie épithéliale, ainsi qu'une augmentation de la survie et la
prolifération des cellules tumorales prostatiques initiées, en co-culture avec les CAFs
(292). En plus de favoriser la prolifération cellulaire tumorale, les CAFs favorisent
Iinvasion des cellules tumorales prostatiques en induisant 'EMT du fait de
Paugmentation des marqueurs mésenchymateux Snail, Twist, ainsi que la vimentine,
associée a une diminution du marqueur épithélial E-cadhérine. Cette induction de
EMT est par ailleurs due a la sécrétion de MMPs par les CAFs. De plus, TEMT
induite par les CAFs favorise en outre 'apparition de CSCs ayant des capacités a
former de nouvelles tumeurs augmentées (293).

Les CAFs sont donc capables de favoriser I'’émergence d’'une population de CSCs
prostatiques au sein de la tumeur. Qui plus est, les CAFs amplifient les capacités de
ces CSCs a former des structures glandulaires prostatiques contenant un grand
nombre de lésions, ayant un index prolifératif élevé, ainsi que des caractéristiques
histopathologiques tumorales. Ces effets sur les CSCs sont médiés par 'annexine A1,
une protéine se liant aux phospholipides en présence de calcium et régulant les
signaux inflammatoires induits par les glucocorticoides, sécrétée par les CAFs
(294,295). De facon intéressante, le stade de la maladie influe grandement ces
interactions entre les CAFs et les CSCs. Les CAFs provenant d'un CPRC sont d’autant
plus impliqués dans la stimulation des CSCs a former des tumeurs agressives et peu
différenciées, par rapport a des CAFs provenant d'un CaP hormono-naif. Ce
phénomeéne est encore plus amplifié lorsque les CSCs proviennent elles aussi d'un

CPRC, par rapport a des CSCs provenant d’'un CaP hormono-naif (296).
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Les CAFs prostatiques sont notamment impliqués dans l'immunomodulation et
I'inflammation. En présence de CAFs, les cellules tumorales prostatiques activent
plusieurs voies de signalisation inflammatoires comme la voie NF-kB (facteur
nucléaire-kappa B), la voie COX-2 (cyclo-oxygénase-2), ou encore la voie HIF-1
(facteur induit par I’hypoxie), aboutissant a la production de dérivés réactifs de
loxygene. Par ailleurs, I'inhibition de NF-kB, COX-2, et HIF-1 permet de bloquer
I'invasion des cellules tumorales prostatiques et l'expression des marqueurs
mésenchymateux de 'EMT. De méme, l'inhibition de ces 3 facteurs bloque
Pexpression de marqueurs de cellules souches au niveau des cellules tumorales et les
empéche de former des prostaspheres. Ces facteurs sont donc indispensables pour
induire 'EMT, l'invasion, ainsi que des caractéristiques de cellules souches des
cellules tumorales prostatiques (297). En créant un contexte inflammatoire, les CAFs
peuvent recruter des cellules du systéme immunitaire, dont les monocytes, en
sécrétant la chimiokine CXCL12. Sous 'effet des CAFs, ces monocytes se différencient
par la suite en macrophages possedent un phénotype de type M2. Ces macrophages
M2 ainsi obtenus favorisent l'invasion et l'angiogenese des cellules tumorales
prostatiques, tout en étant corrélés a un stade de Gleason plus élevé (291). Les CAFs
favorisent donc fortement la progression tumorale prostatique et leur présence est
associée a une agressivité plus élevée de la maladie. Une étude réalisée sur une
cohorte d’'une quarantaine de patients a révélé qu’effectivement les CAFs sont
présents chez 59 % des patients atteints d'un CaP métastatique alors que la détection
de CAFs est négative chez des patients atteints a un stade localisé. La présence de
CAFs pourrait donc étre utilisée en tant que biomarqueur pronostic pour différencier
les stades avancés des stades précoces (298).

L’activation des CAFs est un sujet ayant aussi été étudié au niveau du
microenvironnement tumoral prostatique. Dans cette optique, la cytokine IL-6 a été
mise en évidence comme étant un des facteurs clé responsable de l'activation des
fibroblastes prostatiques en CAFs. A noter que le traitement de fibroblastes
prostatiques normaux avec de I'IL-6 suffit effectivement a induire un phénotype de
CAFs du fait de 'augmentation du marqueur a-SMA (293,299). Sachant que les
MSCs sont une source importante de CAFs, Jung et al. ont pu démontrer le fait que
les cellules tumorales prostatiques induisent le recrutement des MSCs en sécrétant la
chimiokine CXCL16, dont le récepteur CXCR6 se trouve a la surface des MSCs. Les

MSCs sont ainsi recrutées depuis la moelle osseuse jusqu’au site tumoral prostatique.
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Par la suite, sous l'effet de la chimiokine CXCL16, les MSCs se différencient en CAFs
du fait de la surexpression du marqueur a-SMA et de la vimentine. Les CAFs ainsi
activés sécretent de grandes quantités de CXCL12 dont le récepteur CXCR4 se situe
au niveau des cellules tumorales prostatiques. L’axe de signalisation CXCL12/CXCR4
induit par la suite TEMT au niveau des cellules tumorales prostatiques aboutissant a

I’établissement de métastases a distance (Fig. 38) (300).

OCX(U 6

CXCR6

Figure 38 : Dialogue entre les cellules tumorales et les MSCs différenciées en CAFs

privilégiant la progression du CaP (PCa) jusqu’au processus métastatique (300).

Les cellules tumorales prostatiques sont donc capables de recruter des MSCs et
de les différencier en CAFs, leur fournissant ainsi un allié de poids jouant en leur
faveur lors de la progression tumorale. Cette activation des MSCs en CAFs semble
étre une étape majeure lors de laquelle les cellules tumorales sécretent divers facteurs
dans le but de corrompre des cellules physiologiquement saines et de leur faire
acquérir des propriétés pro-tumorigéniques. Ce processus a été considérablement
étudié ces derniéres années bien que de nombreuses zones d’ombre persistent encore.
Notamment, les effets des variants du RA, impliqués dans la résistance a la

castration, sur la différenciation des MSCs en CAFs, n’ont a ce jour pas été étudiés.
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PROJET DE THESE

Comme mentionné dans l'introduction, les variants du RA ont une implication
majeure dans la résistance a 'hormonothérapie chez des patients atteints d'un CaP a
un stade localement avancé ou métastatique. Leurs effets ont été amplement
caractérisés au niveau des cellules tumorales prostatiques impliquant la progression
de ces derniéres. Cependant, le processus tumoral ne dépend pas uniquement des
cellules tumorales, mais aussi du microenvironnement tumoral sans lequel la tumeur
ne pourrait progresser. En effet, une boucle de régulation paracrine s’établit entre les
cellules tumorales et le stroma, et ce a travers les CAFs. Un rétrocontrdle positif
s’instaure donc entre les CAFs et les cellules tumorales favorisant considérablement
toutes les étapes du processus tumoral, jusqu'a I’établissement de métastases.
Néanmoins, les effets des variants du RA sur les interactions ayant lieu entre les
cellules tumorales prostatiques et le stroma avoisinant, en particulier les CAFs, n’ont
a ce jour pas été mis en évidence. Cette interrogation constitue la base de mon projet
de these. Dans cette optique, j’ai cherché a étudier I'impact de variants du RA sur la
corruption du stroma prostatique en me focalisant sur l'origine des CAFs, et plus
particulierement sur leur différenciation a partir des MSCs.

Pour ce faire, j’ai élaboré 2 grands axes d’études au cours de ma these, ayant pour

point commun I’étude de marqueurs de différenciation en CAFs :

1) Dans un premier temps, j'ai mis au point un modele in vitro de co-culture
entre des cellules tumorales prostatiques exprimant, ou non, un variant du RA,
et des MSCs.

A. Pour ce faire, j’ai utilisé en premier lieu une approche de co-culture
indirecte entre des cellules tumorales prostatiques exprimant, ou

non, un variant du RA, et des MSCs en inserts.

B. Par la suite, une approche de milieu conditionné par les cellules
tumorales prostatiques exprimant, ou non, un variant du RA, a été

développée et appliquée sur les MSCs.

2) Dans un deuxieme temps, un modele murin permettant la visualisation in vivo

d’un marqueur du microenvironnement tumoral a été optimisé.
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La finalité de ce projet de thése a consisté en une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans la résistance a la castration du fait de la compréhension
de l'influence des variants du RA sur le microenvironnement tumoral a travers la

différenciation en CAFs.
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RESULTATS
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PARTIE I : CO-CULTURES IN VITRO

A) Co-cultures indirectes en inserts

La premiere partie de mon projet de these a consisté en 1’étude de l'influence
de variants du RA, exprimés par les cellules tumorales prostatiques, sur la
différenciation des MSCs en CAFs, en utilisant en premier lieu une approche de co-
culture indirecte. Pour ce faire, l'expression de plusieurs marqueurs de
différenciation en CAFs a été étudiée par PCR quantitative dans des MSCs en inserts
mises en présence de cellules tumorales prostatiques LNCaP transduites, ou non,

avec un variant du RA.

e Matériel & Méthodes

La lignée cellulaire tumorale prostatique utilisée au laboratoire pour réaliser

les expériences est la lignée humaine LNCaP (lymph node carcinoma of the prostate),
clone FGC (cellules a croissance rapide), provenant de la collection ECACC
(European Collection of Authenticated Cell Cultures). Ces cellules épithéliales sont
dérivées d’une biopsie du ganglion lymphatique supraclaviculaire gauche d’'un patient
agé de 50 ans et atteint d'un CaP métastatique. Cette lignée est androgéno-sensible et
exprime un RA endogene portant la mutation T878A au niveau du LBD (301). Elle
posseéde aussi toute la machine cellulaire nécessaire pour I'étude de l'activation de
l’axe de signalisation du RA. De ce fait, il est possible de comparer aprées transduction
de ces cellules, les activités des variants du RA, a celles du RA sauvage, ou du RA
endogene.
Ces cellules sont maintenues dans du RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté, 10 mM de
tampon HEPES, 2 mM de L-glutamine, 100 U/mL de pénicilline, 100 yug/mL de
streptomycine (Sigma-Aldrich), et 1 mM de pyruvate (Invitrogen).

Les cellules souches mésenchymateuses d’origine humaine (hMSCs, Lonza,
Walkersville, MD) ont été maintenues dans le milieu de culture spécifique
(MSCGM™) du fournisseur, en accord avec les instructions de ce dernier (Lonza,

Walkersville, MD). Les MSCs n’ont pas été utilisées apres le 5¢me passage.
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Afin de permettre 'expression des variants du RA dans les cellules LNCaP, un
protocole de transduction a été établi au sein du laboratoire (140). Les constructions
lentivirales ont été réalisées a partir du plasmide pLenti PGK Blast DEST (Addgene).
Dans ce plasmide, le RA sauvage (RA WT), ainsi que les variants constitutivement
actifs du RA, RA Q641X, et RA-V7y, sont fusionnés a la GFP (protéine verte
fluorescente), et leur expression est sous le controle du promoteur fort PGK. Ce
plasmide possede aussi une cassette de résistance a la blasticidine, permettant ainsi

la sélection des cellules ayant été effectivement transduites.

Pour réaliser les expériences de co-cultures indirectes, les cellules LNCaP
transduites avec le RA WT, le variant RA Q641X, ou le variant RA-V7, ont été
ensemencées dans des plaques 6 puits. Le controle négatif consistant en des cellules
LNCaP transduites avec un plasmide « vide », n’exprimant que la GFP. Apres
transduction, les cellules sont incubées pendant 7 jours en présence de 3 pg/mL de
blasticidine (Thermo Fisher Scientific). Au bout de 7 jours de traitement des cellules
LNCaP, les MSCs, préalablement ensemencées dans des inserts 3 jours avant, ont été
déposées sur ces cellules LNCaP. Au méme moment, le milieu de culture a été changé
et du DMEM contenant 10 % de SVF décomplémenté, 100 U/mL de pénicilline, 100
ug/mL de streptomycine (Sigma-Aldrich), ainsi que 10 nM de DHT, a été ajouté aux 2
types cellulaires (Fig. 39).

Figure 39 : Mode¢le de co-culture indirecte entre les cellules LNCaP et les MSCs en

inserts.

86



Apres 7 jours de co-culture, les ARNs ont été extraits des cellules LNCaP et des
MSCs a l'aide du kit NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel) conformément aux
instructions du fournisseur. La concentration et la pureté des ARNs ont ensuite été
déterminées a travers la mesure de l'absorbance a 260 et 280 nm (NanoDrop™
2000, Thermo Fisher Scientific). Par la suite, une transcription inverse a été réalisée
a partir de 500 ng d’ARNSs pour les cellules LNCaP, et 50 ng pour les MSCs, a I'aide
du kit Iscript™ Supermix (Bio-Rad), selon les recommandations du fournisseur.
Enfin, les niveaux d’expression de plusieurs genes ont été analysés par PCR
quantitative a I'aide du kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), et du systeme
LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche Life Science). Les amorces des genes PBGD,
ESP-1 (S100A4), PDGFR-B, CXCL12 (SDF-1), et VEGF ont été utilisées selon le
protocole du fournisseur (QuantiTect Primer Assays, Qiagen). Les niveaux
d’expression des genes ont été déterminés en tant que ratio ACT du gene d’intérét par
rapport au gene de ménage PBGD.
Les niveaux d’expression des genes ont été déterminés pour chaque condition dans 3

expériences indépendantes et chaque RT-PCR quantitative a été réalisée en triplicat.
Les analyses statistiques des résultats ont été réalisées en utilisant les tests de
Student et ANOVA, a I'aide du logiciel GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Software, La

Jolla California USA). Une valeur de p < 0.05 a été considérée comme significative.

e Résultats / Discussion

Le variant RA Q641X induit une augmentation de D’expression du

marqueur de différenciation FSP-1 dans les MSCs

FSP-1 (ou S100A4) est un marqueur de différenciation en CAFs récurrent dont
Iexpression a été considérablement étudiée et démontrée comme étant fortement
caractéristique d’'un phénotype de CAFs (241,277). Les CAFs ont été mis en évidence
comme dérivant de plusieurs origines, dont les MSCs qui représentent une source
importante de CAFs (198,300). De ce fait, 'expression de FSP-1 a été étudiée dans

des MSCs en inserts en co-culture indirecte avec des cellules tumorales prostatiques
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LNCaP exprimant, ou non, un variant du RA, afin d’étudier I'impact de variants du
RA sur la différenciation des MSCs en CAFs.

De facon intéressante, au bout de 7 jours de co-culture indirecte, I’expression de FSP-
1 est significativement plus élevée dans les MSCs mises en présence de LNCaP
exprimant le variant RA Q641X, par rapport a toutes les autres conditions (Fig. 40).
En comparaison avec la condition des MSCs mises en présence uniquement de
DMEM, la condition du variant RA Q641X est la seule condition dans laquelle les
MSCs présentent une augmentation de l'expression de FSP-1. Il n’y a aucune
différence du niveau d’expression de FSP-1 dans les MSCs entre les conditions
DMEM, en présence du RA WT, ou en présence du variant RA-V7. Qui plus est, les
MSCs mises en présence de cellules LNCaP exprimant uniquement la GFP présentent
une expression de FSP-1 plus faible que dans la condition DMEM. Les cellules LNCaP
ne sont donc pas capables a elles seules d’induire ’expression de FSP-1 dans les
MSCs. Il en va de méme pour les cellules LNCaP exprimant le RA sauvage ou le
variant RA-V7. Par conséquent, ces résultats suggerent que le variant RA Q641X
semble étre le seul ayant les capacités d’induire une augmentation de ’expression de
FSP-1 au niveau des MSCs. Les niveaux d’expression des transgenes, représentés par
Pexpression de la GFP, ne présentent aucune variation entre les différentes
conditions dans les cellules LNCaP transduites (Fig. 41). L’augmentation de
I'expression de FSP-1 étant d’'un facteur 2, ces données semblent indiquer que le
variant RA Q641X est capable d’induire une différenciation des MSCs en CAFs de

facon spécifique.

88



—
h

—
<

* ¥
%%y oK K —_

Kk

Expression relative de
FSP-1dans les MSCs
h

(=
I

DMEM GFP RA RA- RA
WT V7 Q641X

Figure 40 : Expression quantitative du marqueur de différenciation FSP-1 dans des
MSCs mises en présence de cellules LNCaP transduites.

Le marqueur de différenciation en CAFs FSP-1 a été analysé par RT-PCR quantitative
au niveau de MSCs. En tant que contrdle négatif, les MSCs n’ont été mises en
présence que de milieu de culture (DMEM). Les analyses quantitatives ont été
réalisées dans les MSCs apres 7 jours de co-culture indirecte avec des cellules LNCaP
transduites avec le RA sauvage (RA WT), le variant RA-V7 (RA-V7), le variant RA
Q641X (RA Q641X), ou un plasmide vide (GFP).
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Figure 41 : Expression quantitative de la GFP dans les cellules LNCaP transduites.

Les niveaux d’expression de la GFP, mesurés par RT-PCR quantitative, ne présentent
aucune différence significative entre les cellules LNCaP exprimant le RA sauvage (RA
WT), le variant RA-V7 (RA-V7), ou le variant RA Q641X (RA Q641X).
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En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence le fait que le variant
RA Q641X est capable d’induire une augmentation de 'expression de FSP-1 dans les
MSCs, suggérant une différenciation en CAFs. Cette augmentation est spécifique
puisque des analyses complémentaires de la GFP dans les cellules LNCaP transduites
ont permis de démontrer des niveaux équivalents d’expression des transgeénes entre
les conditions du RA sauvage et des variants, apres 77 jours de co-culture (Fig. 41). De
facon surprenante, 'augmentation de I'expression de FSP-1 n’a pas pu étre mise en
évidence dans les MSCs mises en présence de LNCaP exprimant le variant RA-V7. Ces
données laissent a penser que ces deux variants semblent avoir des impacts différents
au niveau du microenvironnement tumoral, en particulier sur la différenciation en
CAFs.

Par ailleurs, d’autres expériences supplémentaires de co-culture ont été
réalisées afin de mettre a jour une augmentation de I'expression d’autres marqueurs
de différenciation des CAFs dans les MSCs mises en présence du variant RA Q641X,
en vain. Qui plus est, des analyses de I'expression de la GFP par RT-PCR quantitative
dans les cellules LNCaP transduites au niveau de ces expériences supplémentaires
ont permis de mettre en évidence une différence d’expression des transgenes entre les
différentes conditions. L’approche utilisée présente donc des limites qui pourraient
expliquer I'impossibilité de confirmer 'augmentation de I'expression de FSP-1 avec
d’autres marqueurs de différenciation en CAFs. Par conséquent, une nouvelle
approche a été développée au sein du laboratoire dans laquelle I'expression du
transgene ne se fait non plus par sélection a la blasticidine, mais de facon inductible
et dose-dépendante a la doxycycline, permettant ainsi une modulation des niveaux

d’expression des transgenes.
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B) Milieux conditionnés et systéme inductible

La deuxiéme sous-partie du premier volet de mon projet de these a fait suite au
développement d’'une nouvelle approche au sein du laboratoire utilisant un systeme
inductible a la doxycycline, permettant ainsi une expression plus modulable et plus
précise des transgenes au niveau des cellules LNCaP transduites (140). En parallele,
j’ai mis au point une approche de milieu conditionné dans le but de confirmer et
visualiser au niveau cellulaire I'expression de FSP-1 dans les MSCs, mises en présence
du variant RA Q641X, a l'aide d’'une approche d’hybridation in situ en fluorescence
(FISH).

L’expression des transgenes étant sous la dépendance d’'un élément de réponse
a la tétracycline, le systéme inductible permet de moduler précisément cette
expression via I'ajout de doxycyline, un analogue de la tétracycline. Cette approche
étant plus robuste que la précédente, cela m’a permis de diminuer les temps de co-
culture. En effet, 48h de présence de milieu conditionné de cellules LNCaP exprimant
la variant RA Q641X ont suffi a induire une augmentation de l'expression du
marqueur FSP-1 dans les MSCs, déterminée par RT-PCR quantitative. De plus, une
augmentation de 'expression d’autres marqueurs de différenciation en CAFs, dont
PDGFR-[3, CXCL12 (SDF-1), ainsi que VEGF, a pu étre mise en évidence dans les
MSCs mises en présence de milieu conditionné de cellules LNCaP exprimant le
variant RA Q641X, au bout de 48h. Cette approche de milieu conditionné combinée
au systeme inductible m’a donc permis de confirmer 'augmentation de I'expression
de FSP-1 en présence du variant RA Q641X, initialement observée en co-culture
indirecte, et de la valider en mettant a jour 'augmentation d’autres marqueurs de

différenciation en CAFs en présence de ce variant.

De méme, cette approche a rendu possible la visualisation au niveau cellulaire
de I’évolution de I'expression du marqueur FSP-1 dans les MSCs en présence du
variant RA Q641X, en utilisant la technique de FISH. Cette technique est basée sur
I’hybridation de sondes d’ADN complémentaires au transcrit étudié. I’ ADN branché
hybridé est ensuite amplifié par 2 étapes d’amplification successives. Par la suite,
I’hybridation de sondes fluorescentes complémentaires permet la visualisation du

signal. Ces expériences ont été possibles grace a une collaboration mise en place avec
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la plateforme technologique de criblage phénotypique a haut débit de 'IGBMC,
dirigée par Laurent Brino. Il a ainsi été possible d’analyser cellule par cellule la
fluorescence des transcrits correspondant a 'expression de FSP-1. Pour cela, suite a
Papproche FISH, les images ont été acquises puis analysées a l'aide du systéeme
ArrayScan Cellular Imaging System et du logiciel Cellomics HCS Studio (Thermo
Fisher Scientific). Le cytoplasme et le noyau des MSCs ayant été marqués
séparément, les spots de fluorescence correspondant a I’expression des transcrits de
FSP-1 ont pu étre quantifiés dans chaque MSC de facon individuelle. Les résultats de
ces expériences m’'ont permis de voir que dans la condition des MSCs mises en
présence de milieu conditionné de cellules LNCaP exprimant le variant RA Q641X
Paugmentation de I’expression de FSP-1 ne se fait que dans un nombre restreint de

cellules mais de fagon considérable.

Par ailleurs, les ARNs des cellules LNCaP transduites ayant produit les milieux
conditionnés ont été analysés par RT-PCR quantitative, afin de déterminer si certains
facteurs de différenciation, sécrétés par les cellules tumorales et impliqués dans la
différenciation en CAFs, subissent une augmentation en présence des variants. En
effet, 'expression du facteur VEGF, impliqué dans la différenciation en CAFs, est
significativement augmentée dans les cellules LNCaP exprimant le variant RA Q641X.
Ces données confirment des résultats obtenus antérieurement au laboratoire
montrant une augmentation de 'expression quantitative et de la sécrétion du VEGF

dans des cellules LNCaP exprimant le variant RA Q641X (données non publiées).

L’ensemble de ces résultats a donné lieu a la rédaction d’une publication

scientifique soumise a la revue scientifique PLOS ONE, ci-apres.
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Abstract

Constitutively active androgen receptor (AR) variants are involved in resistance to
castration therapy leading to castration-resistant prostate cancer. These AR variants support
prostate tumor progression by inducing expression of androgen-responsive genes in an
androgen-depleted environment. However, the effects of AR variants on the tumor
microenvironment have not yet been studied. We analyzed the impact of AR variants on the
conversion of mesenchymal stem cells (MSCs) into cancer-associated fibroblasts (CAFs)
known to facilitate tumor progression. Gene expression analyses indicated that the
constitutively active Q641X AR variant increased the levels of expression of VEGF-A, a CAF
differentiation factor. Using a prostate tumor cell conditioned medium approach, we
demonstrated that, when expressed in LNCaP cells, Q641X AR variant increased the
expression of several CAF differentiation markers in MSCs. Our results suggest novel
consequences of constitutively active AR variants for stroma corruption through the

generation of CAFs.

Introduction

Currently, the standard treatment for patients with advanced prostate cancer (PCa) is
androgen deprivation by medical castration therapy. However, most patients ultimately
relapse and develop a castration-resistant PCa (CRPC) leading to a lethal stage of the disease
[1-4]. It has been shown that recurrence is almost always associated with reactivation of
androgen receptor (AR) signaling. One of the mechanisms involved in this reactivation is the
generation of constitutively active AR variants [5—-8]. These variants are able to drive
expression of canonical, but also non-canonical androgen-responsive genes, in an androgen-
independent manner. This is because AR variants lack the ligand binding domain, which also
explains resistance to therapies that target this domain [9-12]. AR-V7 is most abundantly and
frequently expressed in CRPC. It originates from alternative splicing, one of the mechanisms
responsible for the synthesis of AR variants [13,14]. Nonsense mutations creating a premature
stop codon, such as the Q641X AR variant, have also been reported in CRPC [15].

In addition to their role in CRPC development, these constitutively active AR variants have
been linked to PCa progression. AR-V7 and Q641X AR are able to upregulate the expression
of mesenchymal markers through competition with full length AR [16,17]. These



mesenchymal markers are associated with epithelial to mesenchymal transition (EMT) and the
systemic dissemination of PCa cells. In addition, AR-V7 can promote PCa by modulating the
expression of tumor-associated paracrine factors such as TGF- and IGF-1 [18].

Cytokines and growth factors, including TGF-$ and IGF-1, are major components of the
tumor microenvironment, and the tumor-associated stroma 1is essential for cancer
development. Interactions between tumor cells and the surrounding microenvironment have a
dramatic influence on disease initiation and progression, as well as patient prognosis [19,20].
Cancer-associated fibroblasts (CAFs) are the most abundant stromal cells within tumor-
associated stroma. CAFs have the ability to produce a network of cytokines that fuel the
growth, angiogenesis and metastatic capabilities of cancer cells [21-23]. Interestingly,
although CAFs share the capacity to promote tumor progression, they derive from many
different origins. Most CAFs derive from resident tissue fibroblasts, but also from
mesenchymal stem cells (MSCs) located in the bone marrow [24,25]. Prostate tumor cells are
able to recruit MSCs to the tumor site by secreting several factors, e.g. chemokines, including
CXCL16 [26]. These factors stimulate the differentiation of MSCs into CAFs that
subsequently secrete other pro-tumorigenic factors. As a result, a reciprocal feedback loop is
established between fibroblasts and cancer cells leading to the malignant phenotype of cancer
[26,27].

It appears that AR in stromal cells facilitate prostate disease progression [28,29], but how AR
variants influence stromal cells and how they influence tumor progression through
microenvironment has not previously been investigated.

In the present study, we demonstrate that in the presence of the Q641X AR variant, levels of
paracrine factors in prostate tumor cells known to stimulate MSCs conversion into CAFs are
enhanced. What is more, MSCs differentiation into CAFs was effective when MSCs were in
presence of conditioned medium of PCa cells expressing the constitutively active AR variant.
These results highlight for the first time an unexpected effect of Q641X AR variant on tumor

stroma corruption that facilitates the generation of CAFs.

Methods

Cell lines

The human prostate cancer cell line LNCaP, clone FGC was obtained from the European
Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). LNCaP cells were maintained in RPMI-
1640 medium supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 2
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mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich), and 1 mM
pyruvate (Invitrogen).

Human mesenchymal stem cells (hMSCs, Lonza, Walkersville, MD) were cultured in
mesenchymal stem cell growth medium bulletKit (MSCGM™) according to the supplier’s

recommendations (Lonza, Walkersville, MD). hMSCs were not used after passage 5.

Plasmids, lentiviral transduction and inducible system

LNCaP cells were transduced with lentivirus as previously described [17]. Briefly,
lentiviral particles carrying expression plasmids for GFP alone, AR wild type (WT), Q641X
AR or AR-V7 fused to GFP were used to infect LNCaP cells. Stable cell lines were then
obtained under antibiotic pressure and AR expression was induced with 100 ng/mL

doxycycline (Life Technologies).

Exposure of MSCs to tumor cells conditioned medium

Transduced LNCaP cells were grown in DMEM medium supplemented with 10% heat
inactivated and tetracycline free fetal bovine serum (Clontech), 100 U/mL penicillin, 100
pg/mL streptomycin, 10 nM dihydrotestosterone (Sigma-Aldrich), and 100 ng/mL
doxycycline (Life Technologies). Conditioned medium of these tumor cells was harvested
after 48 h and centrifuged at 516 g for 7 min. MSCs were then exposed to this fresh tumor

conditioned medium for 48 h.

QRT-PCR

After exposure to conditioned medium, total cellular RNA was extracted from the cell

lines using NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s
protocol. The concentration and purity of the RNA were quantified through absorbance at 260
nm and 280 nm (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific).
Reverse transcription was performed using Iscript™ Supermix (Bio-Rad) with 50 ng or 500
ng total RNA isolated from MSCs and LNCaP cells respectively, according to the
manufacturer’s protocol. Quantitative real-time PCR was conducted using GoTag® qPCR
Master Mix (Promega) and the LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Life
Science). All primers and probes for the PBGD housekeeping gene, used as endogenous
control, were purchased (QuantiTect Primer Assays, Qiagen).

Levels of target gene expression are reported as a ratio ACT of target gene to PBGD.



RNA levels were determined for each condition in three independent experiments and each

quantitative RT-PCR was carried out in triplicate.

Fluorescence in situ hybridization

Before exposure to the tumor conditioned medium, MSCs were stained with 5 uM
CellTracker™ Green CMFDA Dye (Thermo Fisher Scientific) for 30 min, enabling
cytoplasmic localization of the MSCs during subsequent data analysis. After 48 h exposure to
tumor conditioned medium, MSCs were then fixed in 4% paraformaldehyde for 1 h. The
distribution of FSP-1/S100A4 transcripts was then investigated by FISH analysis according to
manufacturer’s protocol (Invitrogen™ ViewRNA™ ISH Cell Assays, Thermo Fisher
Scientific). Briefly, MSCs were first permeabilized for 5 min at RT with the provided
detergent solution QC, and mRNA were unmasked following digestion with a 1:4000 dilution
of the provided protease for 10 min at RT. Hybridization was then carried out with type 1
probe set specific to FSP-1/S100A4 for 3 h at 40 °C. Branched DNA signal amplification was
then performed following successive incubation with pre-amplifier and amplifier mix
solutions at 40 °C for 30 min. Finally, for signal detection, cells were incubated with the
corresponding label probe mix (LP-550 nm, Thermo Fisher Scientific) for 30 min at 40 °C.,
Following DAPI staining, high-throughput analysis of FISH staining was performed allowing
visualization of FSP-1/S100A4 transcripts and single cell analysis. Images were acquired
using the ArrayScan Cellular Imaging System (64 fields per well at 20x magnification)
(Thermo Fisher Scientific) followed by analysis of each cell individually using Cellomics
HCS Studio software (Morphology Bio Application, Thermo Fisher Scientific). First, the
cytoplasmic area of the cells was detected through CMFDA staining and the nucleus was
identified through DAPI staining. After all the cytoplasm that touched the border of the
picture was rejected, only cytoplasm with only one nucleus was used for analysis of FISH
staining. Fluorescence spots for FSP-1/S100A4 probes were then detected within the
cytoplasm and number of spots per cell was counted. FSP-1/S100A4 transcripts levels were
determined for each condition in three independent experiments and each FISH assay was

carried out in triplicate.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with a Student's t-test or ANOVA using GraphPad
Prism 7.04 (GraphPad Software, La Jolla California USA) with significance at P < 0.05.



Results

Effects of AR variants on CAF differentiation factors

We reasoned that AR variants involved in PCa progression could enhance CAF
differentiation by stimulating differentiation factors. We hypothesized that prostatic tumor
cells expressing AR variant upregulate the levels of differentiation factors. Therefore,
expression of several CAF differentiation factors was evaluated in conditioned medium (CM)
of LNCaP cells transduced with AR variants or controls. The PCa LNCaP cell line expressed
significant levels of vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). This factor has been
reported to be involved in the generation of CAFs [30-32]. Moreover, significantly greater
VEGF-A expression was observed in LNCaP cells expressing Q641X AR variant (Fig 1).
Interestingly, VEGF-A expression was also enhanced in LNCaP cells transduced with AR
wild type (WT) or AR-V7 variant compared to negative controls of LNCaP cells expressing
empty plasmids. Surprisingly, there was no difference in VEGF-A levels between LNCaP
cells transduced with AR WT and AR-V7 variant. Still, the 2.2 fold increase in both
conditions was much lower than the 3.1 fold increase with Q641X AR variant, compared to
the empty plasmid condition. This increase in VEGF-A mRNA levels in the Q641X AR
condition was correlated with upregulation of protein secretion (S1 Fig). Taken together,
these findings suggest a key role for the Q641X AR variant in expressing VEGF-A, a CAF

differentiation factor.
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Fig 1. Quantitative expression of VEGF-A in LNCaP transduced cells. Expression of
CAF differentiation factor VEGF-A increased in LNCaP cells transduced with AR WT,
Q641X AR or AR-V7 variant compared to LNCaP cells transduced with eGFP alone. The
increase was significantly higher in the Q641X AR condition.



Q641X AR variant promotes expression of CAF differentiation

markers

To further explore the extent to which the Q641X AR variant influences CAF
differentiation, we investigated whether this variant activates expression of several CAF
differentiation markers in MSCs. In this context, FSP-1 (also known as S100A4), PDGFR-f,
SDF-1 (also known as CXCL12) and VEGF-A [22,33] were quantitatively analyzed in MSCs
incubated in conditioned medium (CM) obtained from LNCaP cells expressing the wild-type
AR (AR WT CM), the constitutively active Q641X AR (Q641X AR CM) or AR-V7 variant
(AR-V7 CM), or from eGFP (control CM) and fresh DMEM as controls.

As predicted, all these markers were more significantly upregulated in MSCs with Q641X AR

CM. However, the expression pattern of these markers was unexpectedly different.

FSP-1, PDGFR- and VEGF-A expression patterns were very similar. FSP-1 expression was
upregulated in MSCs with Q641X AR CM compared to negative controls of MSCs in
presence of DMEM culture medium, MSCs with control CM and MSCs with AR WT CM
(Fig 2a). Compared with the DMEM control, upregulation of PDGFR-3 and VEGF-A was
observed whatever the CM analyzed (Fig 2b-c). This suggests that LNCaP cells CM can
induce the expression of both markers in MSCs. However, a clearly higher level of expression
was observed in the presence of Q641X AR CM compared with the controls (Fig 2a-b-c). We
also observed an increase in FSP-1, PDGFR- and VEGF-A expression in MSCs with AR-V7
CM, but the difference was not significant compared with the control CM and AR WT CM.

Conversely, SDF-1 expression was upregulated only in MSCs with Q641X AR CM, unlike all
the other conditions (Fig 2d). Unexpectedly, there was no difference in SDF-1 expression

between MSCs with DMEM, control CM, AR WT CM or AR-V7 CM.

Taken together, these data suggest that Q641X AR variant plays a critical role in stimulating

the expression of CAF differentiation markers in MSCs.
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Fig 2. Quantitative expression of CAF differentiation markers in MSCs after 48 h
exposure to tumor conditioned medium (CM). FSP-1 (a), PDGFR- (b), VEGF-A (c) and
SDF-1 (d) mRNA were analyzed by qPCR in MSCs. As a negative control, MSCs were in
presence of DMEM culture medium only. Quantitative analyses were carried out after 48 h
exposure to CM of LNCaP cells transduced with eGFP alone (control CM), with AR WT (AR
WT CM), with AR-V7 variant (AR-V7 CM) or with Q641X AR variant (Q641X AR CM).



Insight into mechanisms underlying CAF differentiation

FSP-1 is a widely studied marker of CAFs and is one of the most ubiquitous markers
expressed during CAF generation [24]. Consequently, in order to confirm and validate
previous results, the expression of FSP-1 transcripts was analyzed using a FISH approach to

allow visualization at the scale of a single cell.

As previously, MSCs were incubated in the presence of conditioned medium of LNCaP
transduced cells for 48 h. FSP-1 transcripts were then analyzed in MSCs through fluorescent
spots. Each cell was analyzed individually, allowing us to extract population densities in
every condition. Population densities represent the percentage of cells according to the
number of fluorescent spots. The higher the curve, the higher the percentage of cells.
Similarly, the more the curve tends to the right, the bigger the increase in the number of

fluorescent spots.

In the presence of DMEM culture medium, MSCs displayed the highest curve tending to the
left (Fig 3a), meaning that the majority of cells in this condition expressed a low number of
fluorescent spots for FSP-1. Curves corresponding to MSCs in presence of control CM and
AR-V7 CM were lower, meaning that fewer cells in those conditions express very small
numbers of fluorescence spots for FSP-1. Likewise, the curves corresponding to MSCs with
AR WT and Q641X AR CM were even lower. MSCs with AR Q461X CM showed the lowest
curve tending to the right. Hence, in this condition, more MSCs express an increased number
of FSP-1 fluorescent spots. We nevertheless noticed that curves corresponding to MSCs with
AR WT CM and Q641X AR CM did not display significant differences compared to other
conditions. Therefore, FSP-1 transcripts were analyzed in each individual cell. Unexpectedly,
with Q641X AR CM, there was only one peak, which mainly shifted to the right side of the
graph, compared to the other conditions (Fig 3b). This result indicates that in this condition,
only few MSCs express a very high number of spots. This approach also allowed us to
visualize the phenomenon more precisely (Fig 3c). In fact, a small number of MSCs showed
increased expression of FSP-1 transcripts among the total cell population. Importantly, this
increase was significant, since we could see that majority of MSCs did not display fluorescent
spots for FSP-1, or very few, while a small number of cells displayed a very large number of
FSP-1 fluorescent spots. This phenomenon was observed only in MSCs in presence of Q641X

AR CM.



- DMEM
10 ‘ ~ ControlCM
2 o \ — AR-V7CM
= | ARWT CM
= \
- Y —— QB41XAR CM
o} \
44 \
\ \
0 4 _ o — = e ——]
0 10 20 30 40
Number of fluorescent spots
b
el DMEM
061 ~ Control CM
3'5 05+ - AR-V7 CM
E 044 - AR WT CM
g 0.3+ — Q641X AR CM
o
024
014
Moy |Hl Ll L ) '
0._4 Sl "
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Number of fluorescent spots

CMFDA staining DAPI staining FISH staining Color merge
Cytoplasm Nuclei FSP-1
Fig 3. Visualization of FSP-1 expression, a CAF differentiation marker, in MSCs.
Expression of FSP-1 transcripts was analyzed using a FISH approach in MSCs. As a negative
control, MSCs were in presence of DMEM culture medium only. The FISH assay was carried
out after 48 h exposure to CM of LNCaP cells transduced with eGFP alone (control CM),
with AR WT (AR WT CM), with AR-V7 variant (AR-V7 CM) or with Q641X AR variant
(Q641X AR CM). High throughput cell screening analysis allowed us to determine cell
population densities (a-b), representing the percentage of cells expressing a given number of
fluorescent spots. Single cell images were acquired (c) in order to localize and visualize

MSCs with enhanced FSP-1 expression.
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Discussion

Over 100 years ago, Paget et al. already underlined the importance of the tumor
microenvironment with the theory of “seed & soil” [34]. More recently, a pioneering study
using a PCa murine xenograft model showed that human prostate CAFs promote tumor
growth by secreting factors that enhance epithelial tumor cell proliferation and mutagenesis as
well as angiogenesis [35]. In fact, these secreted factors not only facilitate tumor progression
of an immortalized but nontumorigenic cell, but also initiate malignant phenotypes in
morphologically and genotypically normal surrounding prostatic epithelial cells. These data
underline the absolute need for tumor cells to interact with the tumor microenvironment in
order to progress. Interactions between the epithelium and stroma are not only mandatory for
tumor progression but also for normal prostate development. Indeed, AR in the stroma plays a
key role in modulating epithelial cell proliferation, survival, and differentiation in the normal
developing prostate. Stromal AR is also widely involved in tumor progression by promoting
growth of PCa cells [8,28,29,36]. The AR signaling pathway is essential for prostate tumor
progression. The AR axis is particularly involved in castration-resistant PCa through the
generation of constitutively active AR variants [5—-11]. In this study we demonstrate that
constitutively active AR variants, expressed by PCa cells, can have an impact on the tumor
microenvironment. Our conclusions are based on the observations that Q641X AR variant
increases VEGF-A expression in PCa cells. VEGF-A is a CAF differentiation factor. Its
secretion by tumor cells generates CAFs [30-33].

In addition, Q641X AR variant is able to enhance expression of several CAF differentiation
markers in MSCs. As CAFs derive from MSCs, these results suggest that AR Q641X
stimulates the generation of CAFs. Finally, we demonstrated that CAF differentiation induced
by Q641X AR variant results in a very large increase in FSP-1 expression, but only in a

limited number of MSCs.

These findings are similar to previous observations showing that MSCs represent a very low
percentage of the total cells present at the prostate tumor site [37]. The exact proportion of
MSCs undergoing CAF differentiation remains unclear. Indeed, the status of CAFs 1is still the
subject of debate. There is currently no specific marker that completely and exclusively
defines CAFs. A precise molecular definition of CAF does not yet exist. Instead, CAFs are
defined operationally, by their ability to promote tumor progression. CAFs may thus be a state

rather than a cell. Nevertheless, a combination of some markers has been reported to be
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specific to the acquisition of a CAF phenotype [21-27,30]. Among these, we analyzed the
markers shown to increase in MSCs with Q641X AR variant. However, other characteristic
markers of CAFs, for instance the a-SMA, were not expressed in our model (data not shown).
These results could be explained by the emerging significant heterogeneity of CAFs. Several
recent studies have provided increasing evidence for distinct subpopulations of CAFs with
specific characteristics. Molecular markers of CAFs are hypothesized to be expressed
differentially by these subtypes in the tumor microenvironment. Moreover, in addition to
differential expression with spatial distribution, the expression of CAF markers seems to be
disease stage specific [38—40]. All these recently discovered features could be explained by
the fact that CAFs are derived from different types of cells, and are consequently extremely

heterogeneous.

SDF-1, also known as CXCL12, is one of the CAF differentiation markers we analyzed in this
study. CXCL12 is a chemokine that signals via the chemokine receptor CXCR4. The
CXCL12/CXCR4 subsequent signaling axis contributes to the proliferation, survival, and
invasion of cancer cells. This axis is particularly involved in the metastatic process by
directing migration of cancer cells to metastasis sites [41]. Here, we showed that Q641X AR
variant, expressed by PCa cells, upregulates CXCL12 expression in MSCs. Consequently, this
variant is not only able to stimulate the generation of CAFs but also to promote tumor

progression by favoring the CXCL12 axis.

Strikingly, the AR-V7 variant had no effect on the expression of CAF differentiation factors
in PCa cells compared to AR WT condition. Neither did it have any effect on the expression
of CAF differentiation markers in MSCs, compared to empty plasmid and AR WT conditions.
These results suggest that this variant has no impact on the generation of CAFs. Q641X AR
and AR-V7 variants are both constitutively active but do not originate from the same
mutation. Hence, they do not share the same amino acid sequence at the C terminal domain.
This could lead to different protein interactions and explain these differences in tumor

microenvironment composition.

The present study revealed an unexpected effect of Q641X AR variant on the
microenvironment. By demonstrating that this variant promotes the generation of CAFs, our
results show that AR variants not only act on PCa cells (EMT), but also on the surrounding

stroma. The fact that AR variants are involved in stroma corruption adds to the complexity of
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castration-resistant PCa. This underlines the urgent need to take these AR variants into

account in the development of novel strategies to improve tumor therapy.
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These results were confirmed at protein level through analysis of VEGF-A secretion by
ELISA (Human VEGF Quantikine, ELISA Kit, R&D Systems) in conditioned medium (CM)
of these LNCaP transduced cells. (b). CM was harvested from LNCaP transduced cells in
presence of serum free medium (without red phenol) with 10 nM DHT and 20 ng/mL
Doxycycline, for 72 h.
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Ces résultats ont permis de démontrer un impact positif du variant RA Q641X
sur la corruption du stroma tumoral a travers la différenciation des MSCs en CAFs,
du fait de 'augmentation de I’expression de plusieurs marqueurs de différenciation
en CAFs au niveau de MSCs mises en présence de ce variant. Confirmant ces
résultats, le variant RA Q641X a été démontré comme étant capable d’induire une
sécrétion plus importante du facteur de différenciation VEGF, impliqué dans la
différenciation des MSCs en CAFs, au niveau des cellules tumorales. De facon
surprenante, le variant RA-V7 n’a démontré aucun impact sur ’expression de tous les
marqueurs de différenciation étudiés, ainsi que sur le facteur de différenciation
VEGF, suggérant une spécificité d’action des différents variants du RA. Enfin, nous
avons pu mettre en évidence le fait que les MSCs subissant une différenciation en

CAFs ne représentent quun nombre restreint de cellules.

Au vue du faible pourcentage de MSCs différenciées en CAFs, tout en sachant
que le microenvironnement tumoral est un compartiment tres hétérogene et
dynamique, il semblerait que les études réalisées in vitro ne permettent pas de
modéliser totalement et de facon adéquate ce stroma tumoral. De ce fait, un modeéle

murin a été mis au point et constitue la 2¢me partie de mon projet de these.
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PARTIE II : MODELE MURIN

Afin de développer les résultats précédemment obtenus, un modeéle murin a
été mis au point, permettant ainsi d’étendre I’étude dans un contexte plus large et
plus approprié aux interactions cellulaires ayant lieu entre les cellules tumorales et le
microenvironnement avoisinant. Pour ce faire, ’'expression de la protéine FAP a été
analysée in vivo chez des souris exprimant, ou non, un variant du RA de facon
orthotopique. L’expression de la protéine FAP a été démontrée comme étant
spécifique d'un contexte inflammatoire chronique. En effet, 90 % des CAFs des
tumeurs épithéliales surexpriment cette protéine, alors que les cellules tumorales
épithéliales quant a elles ne semblent pas exprimer FAP. Son expression est donc
fortement augmentée et restreinte au site tumoral, en particulier au niveau du stroma

tumoral (302—-305).

L’étude de FAP a été réalisée a I'aide d’'un anticorps monoclonal couplé au
technétium, permettant ainsi une visualisation de l’expression de la protéine par
tomographie par émission monophotonique (SPECT). La production de 'anticorps
monoclonal a été supervisée par Mustapha Oulad-Abdelghani, dans le cadre d’'une
collaboration établie avec le service de production d’anticorps monoclonaux de
I'IGBMC. De méme, les expériences in vivo ont pu étre effectuées grace a une
collaboration mise en place avec 1'équipe Imagerie Moléculaire du Département
Radiobiologie, Hadronthérapie et Imagerie Moléculaire de I'Institut Pluridisciplinaire
Hubert Curien, CNRS UMR 7178.

1) Production de I'anticorps

L’anticorps monoclonal ciblant la protéine FAP a été produit a partir d'un peptide
synthétique dont la séquence contient 17 acides aminés, a savoir
168NNITYLKQRPGDPPFQIT84  (NM 004460.4). Ce  peptide  synthétique

correspondant a une partie du domaine extracellulaire de la protéine FAP a été

injecté a la souris. La production sous-jacente d’anticorps par I’animal a conduit a la
production d’hybridomes. Plusieurs clones d’hybridomes ont ainsi été testés par

ELISA afin de sélectionner les clones présentant une grande affinité contre 'antigene.
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Par la suite, les clones présentant une grande affinité ont été analysés par
immunofluorescence de maniére a distinguer le clone possédant la plus haute
affinité. Ce dernier ayant ensuite été purifié puis concentré, 'anticorps final a été

obtenu a une concentration de 10 mg/mL.

- Immunofluorescence

La protéine FAP n’est pas exprimée par les tissus sains. Son expression est restreinte
aux sites subissant un remodelage cellulaire suite a une blessure notamment. Ainsi,
les MSCs étant impliquées dans la régénération de plusieurs tissus dans un contexte
physiologique, celles-ci expriment FAP (306). Afin de tester lanticorps par
immunofluorescence sur les MSCs exprimant FAP, des MSCs en labteks ont été fixées
pendant 20 min avec du paraformaldéhyde a 2 %. Elles ont ensuite été
perméabilisées et bloquées dans une solution de PBS/BSA 1 %/TritonX100 0,1 % 30
min a température ambiante. Les MSCs ont par la suite été incubées toute une nuit a
4°C avec les surnageants de 7 clones d’hybridomes de FAP, ou avec un isotype de
souris (IgG1 x, clone MOPC 21, Sigma-Aldrich). Les surnageants et 'isotype ont été
préalablement dilués au 1/500¢me dans du tampon de blocage. Le lendemain, les
MSCs ont été incubées avec un anticorps secondaire couplé a I’Alexa Fluor 488 a 2
ug/mL (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Life Technologies).
Aprés 1 h d’incubation a température ambiante et dans l'obscurité, les MSCs ont
incubées avec 0,1 pg/mL de solution DAPI pendant 20 min a 30°C. Apres montage,
les observations ont été faites au microscope a fluorescence Leica DM5500 B a l'aide
d’'une caméra Leica DFC365FX. Les images ont été acquises grace au logiciel Leica

LAS AF, au grossissement x 10, et ont permis d’opter pour le clone n°7 (Fig. 42).
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Clone n°1

Clone n°2 ) Clone n°3

Clone n°4 ~ Clone n®s

Clone n°6 Clone n°7

Figure 42: Immunofluorescence de MSCs ayant été mises en présence de 7

surnageants de clones d’hybridome pour FAP, ou d’un isotype.

98




2) Couplage de I'anticorps

L’anticorps monoclonal ciblant la protéine FAP ayant ainsi été produit, il a par
la suite été couplé a des molécules S-HYNIC (succinimidyl-hydrazinonicotinamide),
permettant la fixation du technétium, et in fine la réalisation d’imagerie SPECT.

Le technétium est un élément radioactif de numéro atomique 43 ne possédant pas
d’isotope stable. L’isotope correspondant, le technétium métastable 99 (99mTc), est
I'isotope le plus utilisé en médecine nucléaire du fait de ses propriétés idéales pour la
réalisation de diagnostics par imagerie SPECT, permettant ainsi une haute sensibilité
de détection. La désintégration du technétium métastable 99 en technétium 99 émet
un rayonnement y par ’émission d’'un photon y. Sa période de demi-vie étant de 6 h,
il est produit a l'aide d'un générateur de technétium par désintégration [ du
molybdéne 99 (307-309). Les expériences de couplage ont été réalisées par Ali
Ouadi, chimiste a I'Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien, selon la méthode
d’Abrams et al. (310). Les molécules S-HYNIC réagissent avec les groupements
amines libres des résidus lysines des anticorps et peuvent donc former des liaisons
hydraziniques stables. De ce fait, un mix de molécules S-HYNIC et d’anticorps a subi
un temps d’agitation de 2 h a température ambiante dans un tampon borate a pH 8,5.
Le couplage se faisant généralement par méthode indirecte, ’anticorps ainsi lié aux
molécules S-HYNIC a par la suite été purifié par centrifugation (seuil de coupure de
30 kDa). Dans un deuxieme temps, le couplage au technétium a été réalisé en
utilisant les propriétés chimiques selon lesquelles le technétium est chélaté en
présence d’'un agent réducteur, comme le chlorure d’étain, par un ligand faible, a
savoir la tricine, qui constitue donc le co-ligand. Par conséquent, le technétium et la
tricine sont mélangés et ajoutés aux anticorps couplés aux molécules S-HYNIC, puis
le technétium se lie par transmétallation aux molécules S-HYNIC et a la tricine,

permettant ainsi la liaison des anticorps au technétium (Fig. 43).

0 il NH 0 T
" Technétium / \ iy
/ \ NH/ —_— NH ==N=—"Technctium
Anticerps——NH - Tricine Anticorps——NH —

T
Molécule S-HYNIC

Figure 43 : Structure du complexe Anticorps / S-HYNIC / Technétium.
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Afin de vérifier l'efficacité du couplage aux molécules S-HYNIC, I'anticorps
couplé a été analysé par spectrométrie de masse a la Plateforme de Protéomique de
I'IGBMC. Les résultats ont permis de mettre une évidence un bon rendement de
couplage avec une approximation d’environ 7 a 8 molécules S-HYNIC couplées par

anticorps, et ce essentiellement sur les chaines lourdes.

De maniere a controler que le couplage n’ait pas affecté 'immunoréactivité de
I’anticorps, les mémes expériences d'immunofluorescence que lors de la production
de anticorps ont été réalisées sur les MSCs. Les MSCs ont été mises en présence d'un
isotype ou de I'anticorps couplé, dilués au 1/1000¢me dans du tampon de blocage.
Apres révélation a I’'aide de 'anticorps secondaire, les cellules ont été observées et les

images prises au grossissement x 20. Les résultats ont permis de confirmer que

I'immunoréactivité de l'anticorps ciblant FAP n’a pas été modifiée par I'ajout de
molécules S-HYNIC (Fig. 44).

Anticorps + HYNIC

Figure 44 : Immunofluorescence de MSCs incubées avec un isotype ou avec de

I’anticorps anti-FAP couplé a des molécules S-HYNIC.
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3) Expérimentations animales

Préalablement aux expériences impliquant I’anticorps couplé au technetium
ainsi que l'imagerie SPECT, des expériences préliminires ont été réalisées afin de
déterminer la cinétique de pousse tumorale. Pour ce faire, des xénogreffes de cellules
LNCaP exprimant un plasmide vide ont été réalisées de facon orthotopique, dans la
prostate de souris Swiss Nude (311). Le geste chirurgical a été effectué selon les
instructions transmises par le Pr. Bernard Malavaud, chirurgien onco-urologiste a
I'TUCT Oncopole de Toulouse. Le suivi du poids des souris, associé a une surveillance
réguliere de leur état général, et a une palpation abdominale, ont permis de
déterminer que la croissance tumorale était optimale en moyenne a 7 semaines
suivant l'injection. Ces données ont été confirmées par la prélévement des tumeurs

chez les souris ayant atteint un point limite, a la fin de I’expérience.

Une fois I'anticorps mis au point et couplé aux molécules S-HYNIC, 1 million
de cellules LNCaP transduites avec le RA sauvage, le variant RA Q641X, ou le variant
RA-V7, ont été injectées dans chaque lobe dorsal de la prostate des souris. Les souris
ont donc été injectées avec un total de 2 millions de cellules LNCaP transduites. Afin
de déterminer la dose optimale de doxycyline, plusieurs doses ont été testées, par
administration 2 fois par semaine dans I’eau de boisson des souris, selon le protocole

suivant (Fig. 45).
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RA sauvage RA Q641X RA-V7

N TN AN

0,75mg/mL 1,5mg/mL 0,75mg/mL 1,5mg/mL 1,5mg/mL

- ) X - ) X -Dox
Dox Dox Dox Dox Dox Dox Dox Dox
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=2

Figure 45 : Représentation schématique du protocole expérimental in vivo.

Trois groupes ont été constitués correspondant a des souris injectées avec des cellules
LNCaP exprimant le RA sauvage, le variant RA Q641X, ou le variant RA-V7. Dans ces
3 groupes, différents sous-groupes ont été constitués correspondant a différentes
doses de doxycyline (Dox). Pour les groupes RA sauvage et RA Q641X, 3 sous-
groupes ont été établis, a savoir un sous-groupe sans traitement a la dox, un sous-
groupe traité avec 1,5 mg/mL de dox, et un sous-groupe traité avec 0,75 mg/mL de
dox. Le groupe RA-V7 ne contient que 2 sous-groupes, un Ssous-groupe sans
traitement a la dox, et un sous-groupe traité avec 1,5 mg/mL de dox. Tous les sous-
groupes contiennent un nombre d’individus n = 4, sauf le sous-groupe RA-V7 sans

traitement qui ne contient que n = 2 individus.

Sept semaines suivant l'injection de cellules LNCaP transduites, pendant
lesquelles les traitements + dox ont été appliqués, les souris ont été imagées par
SPECT. Pour ce faire, 'anticorps couplé aux molécules S-HYNIC a été couplé au
technétium puis 10 MBq de celui-ci ont été directement injectés dans la veine de la
queue des souris. Le volume injecté a été ajusté (50 uL a 120 pL) afin de maintenir
constante la quantité de radioactivité. Les souris ont ensuite été imagées par SPECT 2
h apres l'injection. Les acquisitions d’images ont été effectuées en utilisant le systeme
d'imagerie multimodal développé a I'Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (312).
Les images obtenues ont par la suite été traitées et analysées a I'aide du logiciel
BrainVISA / Anatomist 4.5.0. A la fin des acquisitions d’images, les souris ont été
sacrifiées afin de récupérer les tumeurs. Lors de la présence d’'une tumeur, celle-ci a
été scindée en 2, et une moitié a été immergée dans du paraformaldéhyde 4 %, a des
fins d’analyses immunohistologiques, tandis que I'autre moitié a été immédiatement

congelée dans de I'azote liquide, dans le but d’extraire des ARNSs et de les analyser par
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RT-PCR quantitative. En absence de tumeur, la prostate a tout de méme été

récupérée et séparée en 2 échantillons traités comme précédemment.

Plusieurs souris sont décédées dans différents groupes avant d’avoir pu étre
analysées par imagerie SPECT. En effet, antérieurement a I'imagerie, 3 souris sont
décédées dans le groupe RA Q641X 1,5 mg/mL Dox, 2 souris sont décédées dans le
groupe RA Q641X —Dox, 1 souris dans le groupe RA Q641X 0,75 mg/mL Dox, et 1
souris dans le groupe RA-V7 —Dox. Le groupe de souris injecté avec des cellules
LNCaP exprimant le RA sauvage n’a subi aucune perte. De facon surprenante, 2
souris ont présenté des tumeurs dans le sous-groupe non traité a la Dox, alors qu'une
seule souris présentait une tumeur dans le sous-groupe 0,75 mg/mL, ainsi que dans
le sous-groupe 1,5 mg/mL (Tableau 5). Ainsi, les différents groupes ne comprenant
plus le méme nombre d’individus, les données obtenues n’ont donc pas pu étre

interprétées totalement.
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Pas de

Petite tumeur

Tumeur moyenne

Grosse tumeur

tumeur | (¢ < 0,3mm) | (0,3mMm<@<0,8mm) | (2 > 0,8mm)
1 [
2 o000 RA sauvage
3 ] -Dox
4 °
) o RA sauvage
o ° 0,75 mg/mL
7 ° Dox
8 °
9 e RA sauvage
10 ° 1,5 mg/mL
11 o Dox
12 (]
13 Mhehs RA Q641X
14 [ -Dox
15 ° RA Q641X
16 oo 0,75 mg/mL
17 ° Dox
RA Q641X
18 o0 1,5 mg/mL
Dox
RA-V
19 ° -Dox7
20 [ RA-V7
- ° 1,5 mg/mL
22 (Y X Dox
23 o0

Tableau 5 : Récapitulatif des tumeurs trouvées ou non, suite a '’euthanasie, dans les

différents sous-groupes de souris.
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Concernant les résultats d’imagerie SPECT, ceux-ci sont nuancés. Il s’avere
que l'anticorps marqué au technétium a été fortement retenu dans la vessie des

souris, induisant une difficulté de visualisation du fait de la localisation de la

prostate, en arriere de la vessie (Fig. 46).

Vue axiale Vue coronale Vue sagittale
Figure 46 : Exemple d’images représentant un piégeage de 'anticorps par la vessie

dans une souris n’ayant aucune tumeur mais dont la vessie est pleine (souris n°11).

De plus, plusieurs souris présentant une tumeur de diameétre élevé, mais tres
nécrotique, nont pas présenté de signal strictement significatif a I'imagerie. Pour
exemple, la souris n°2 présentant une tumeur fortement nécrotique de plus de 1 cm
de diametre n’a montré qu’'un signal faible en imagerie SPECT, par rapport a la taille

de la tumeur (Fig. 47).

Vue axiale Vue coronale Vue sagittale

b 1cm

Figure 47 : Imagerie SPECT (a) et macroscopique (b)

de la souris n°2 présentant une large tumeur nécrotique.
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De méme, la souris n°13 a présenté une tumeur treés nécrotique de plus de 8 mm de

diameétre et le signal mis en évidence a I'imagerie SPECT est tres faible (Fig. 48).

Vue axiale Vue coronale Vue sagittale

Figure 48 : Imagerie SPECT (a) et macroscopique (b)

de la souris n°13 portant une large tumeur nécrotique.

A Tinverse, les souris ayant une tumeur peu nécrosée ont présenté un signal en
imagerie SPECT semblant étre représentatif de la tumeur observée post-euthanasie.
C’est le cas des souris n° 16, 18, et 22. Ces souris correspondent respectivement aux
conditions RA Q641X 0,75 mg/mL, RA Q641X 1,5 mg/mL, et RA-V7 1,5 mg/mL (Fig.
49).
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n°16 b

Vue axiale Vue coronale Vue sagittale
n°18b
4 1mim
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Vue axiale Vue coronale Vue sagittale

Figure 49 : Imagerie SPECT (a) et macroscopique (b) des souris n°16, 18, et 22. Ces

souris ont présenté une tumeur peu nécrotique.

Suite a ces études d’'imagerie par SPECT, des analyses immunohistochimiques ont été
réalisées sur les tumeurs extraites afin d’y étudier I’expression de la GFP ainsi que de
la protéine FAP. De facon surprenante, aucun résultat n’a été obtenu malgré
Papplication de plusieurs protocoles différents. De méme, aucun signal n’a été visible
lors de I'analyse de I'expression du Ki67. Au vue de ces résultats, un marquage
hématoxyline-éosine a été réalisé et a permis de mettre a jour un fort pourcentage de
nécrose dans la quasi-totalité des échantillons. En effet, les tissus présentent entre 50

et 90 % de nécrose en fonction des échantillons (Fig. 50).
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La nécrose tissulaire est donc un biais ayant fortement entravé cette étude. De plus,
les analyses hématoxyline éosine nous ont tout de méme permis de visualiser des
champs contenant de fortes concentrations de cellules tumorales (Fig. 50). Aucun
immunomarquage n’ayant fonctionné malgré cela, il est fort probable que le
protocole de fixation tissulaire utilisé n’ait pas été suffisant. Par conséquent, les

analyses devront étre poursuivies a partir des échantillons congelés.

Pour conclure, bien que les résultats de cette étude soient préliminaires, ils
permettent néanmoins de valider la mise au point d’'une nouvelle approche d’étude
du microenvironnement tumoral in vivo. En effet, les données issues des images des
souris dont les tumeurs ne sont qu’en partie nécrosées sont encourageantes et
laissent a penser que le marquage ciblant la protéine FAP, et plus largement le stroma
tumoral, est spécifique. Pour autant, il n’a pas été possible de déterminer les effets
des variants du RA sur I'expression de FAP et le microenvironnement tumoral in
vivo. Les analyses immunohistologiques ayant révélé une forte nécrose dans un
certain nombre de tumeurs, il semblerait que la cinétique tumorale utilisée pour cette
étude soit trop longue. De méme, le mode d’administration de la doxycycline, dans
I'eau de boisson des souris, utilisée pour induire 'expression des transgenes dans les
cellules LNCaP greffées, parait induire un biais. Qui plus est, au vue du nombre de
souris perdues en amont des analyses d’'imagerie, la quantité d’individus utilisée dans
chaque sous-groupe lors des expériences semble clairement insuffisante. Enfin, la
demi-vie du technétium étant faible, il n’a pas été possible de laisser I'anticorps
couplé opérer sur une période assez longue afin d’éliminer le bruit de fond observé
dans la vessie, empéchant la visualisation pertinente de la prostate située juste
derriere.

Il serait donc judicieux de reproduire ces expériences en changeant un certain
nombre de parameétres afin d’améliorer le modele. L’utilisation d’'une plus large
cohorte d’animaux, associée a une technique de gavage pour 'administration de la
doxycycline, seraient sans doute plus appropriées. De méme, l'utilisation d’un
élément radioactif présentant une demi-vie plus longue, combinée a une cinétique
tumorale plus courte, ainsi que l'utilisation d'un protocole de fixation tissulaire plus
adéquat, aboutiraient probablement a une amélioration des résultats.

In fine, ce modele permettra d’étudier les effets des variants du RA sur le

microenvironnement tumoral a travers I’étude de 'expression de la protéine FAP.

110



DISCUSSION
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A Theure actuelle, le CaP a un stade localement avancé ou métastatique reste
une maladie a lissue invariablement létale du fait de la résistance aux
hormonothérapies. De fait, la compréhension des mécanismes impliqués dans cette
résistance a la castration constitue un enjeu majeur afin d’améliorer la prise en
charge des patients atteints d’'un CaP a un stade avancé. L’axe de signalisation du RA
étant fortement impliqué dans ce phénomeéne de résistance a la castration, la
découverte et la caractérisation de variants constitutivement actifs du RA a constitué
une avancée considérable dans la compréhension des mécanismes sous-jacents. En
conséquence, le variant constitutivement actif RA Q641X, mis en évidence et
caractérisé au laboratoire, a été démontré comme étant responsable de la résistance a
la castration et grandement impliqué dans la progression tumorale, a travers
I'induction de 'EMT notamment. De plus, il a été clairement démontré ces dernieres
années que le processus tumoral ne concerne plus que les cellules tumorales
uniquement mais englobe aussi le microenvironnement tumoral avoisinant. Un
nouveau concept a donc émergé bannissant la vision traditionnelle simpliste d’'une
tumeur constituée uniquement de cellules tumorales, et laissant la place a un
nouveau paradigme de I’évolution tumorale. Ainsi, la tumeur est a présent considérée
comme une entité complexe, dynamique, et hétérogéne, comprenant plusieurs
compartiments ainsi qu'un grand nombre de types cellulaires différents. Les
interactions ayant lieu entre les cellules tumorales et le stroma aboutissent a la
corruption de ce stroma, en particulier a travers l'induction et 'activation de CAFs,
favorisant par la suite toutes les étapes du processus tumoral jusqu’a I'établissement
de métastases a distance. De plus, il a été démontré que la sécrétion de TGF-f par les
cellules stromales induit 'activation de I'axe de signalisation du RA dans les cellules
tumorales prostatiques a travers lactivation de I'IL-6 et la BMP-6 (protéine
morphogénique osseuse), 2 facteurs impliqués dans la résistance a la castration et
souvent surexprimés dans les CPRC (313). De facon similaire, 'expression du RA
dans les CAFs stimule la croissance et I'invasion des cellules tumorales prostatiques
(314). De méme, l'expression du RA au niveau des CAFs prostatiques module la
réponse cellulaire a la castration et favorise 'apparition d’'une résistance (315). Le
microenvironnement tumoral prostatique a donc une part de responsabilité non
négligeable dans I'apparition du processus de résistance a la castration.

Bien que plusieurs études aient analysé les effets du RA sauvage au niveau du

microenvironnement tumoral prostatique, aucune donnée n’est disponible a ce jour
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sur les effets des variants constitutivement actifs du RA sur le stroma réactif
prostatique. Les études réalisées dans ce projet de these ont répondu a cette
interrogation en analysant les effets des variants du RA sur l'origine des CAFs a

travers leur différenciation a partir de MSCs.

I. Co-cultures in vitro

A. Co-cultures indirectes en inserts

Dans un premier temps, jai pu mettre en évidence une augmentation de
I'expression du marqueur de différenciation en CAFs FSP-1 dans des MSCs mises en
présence de cellules LNCaP transduites avec le variant RA Q641X, a l'aide d’'un
modele de co-culture indirecte. Ce modele n’a malheureusement pas permis de
démontrer une augmentation de I’expression d’autres marqueurs de différenciation
au niveau des MSCs mises en présence de ce variant. Le modele pourrait étre en
cause puisque les MSCs étant situées au niveau des inserts au-dessus des cellules
LNCaP transduites, elles n’étaient donc pas au contact direct des facteurs sécrétés par
les cellules tumorales. De plus, la co-culture ayant duré 7 jours, le milieu de culture
des inserts de MSCs et des puits de cellules LNCaP sous-jacents a été changé une fois
lors de I'expérience. Il est possible que ce changement de milieu ait induit un biais
vis-a-vis des facteurs sécrétés par les cellules tumorales, aboutissant a une rupture
des échanges entre les deux types cellulaires. Le marqueur de différenciation en CAFs
FSP-1 étant le marqueur le plus représentatif dune différenciation en CAFs
(270,277), laugmentation de son expression suggere tout de méme une
différenciation en CAFs. Comme il a été précisé dans l'introduction, les CAFs
représentent plus un état phénotypique quun type cellulaire en tant que tel. Ainsi, il
est probable que les MSCs ayant été mises en présence de cellules LNCaP exprimant
le variant RA Q641X n’aient qu’entamé un processus de différenciation en CAFs, et de
ce fait ne présentent une augmentation de 'expression que d’'un seul marqueur de
différenciation en CAFs. Cette hypothése est en adéquation avec la théorie
récemment émise par Raghu Kalluri selon laquelle l'activation en CAFs est un
processus se déroulant en plusieurs étapes. En réponse aux facteurs sécrétés par la
tumeur, les cellules passeraient d’abord par un stade de fibroblastes associés

normaux, semblables aux fibroblastes activés lors du processus de cicatrisation. Au
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fur et a mesure de la progression tumorale, associée a une blessure chronique, ne
guérissant jamais, le processus de cicatrisation devient constitutivement actif du fait
des facteurs continuellement sécrétés par la tumeur. Par conséquent, le phénotype
des fibroblastes associés normaux évolue en CAFs exprimant plus de marqueurs et
sécrétant un plus grand nombre de facteurs, tout en ayant des capacités prolifératives

plus élevées (271).

B. Milieux conditionnés et systéme inductible

La deuxieme partie de mon projet de thése a consisté a confirmer la
différenciation des MSCs en CAFs en présence du variant RA Q641X a l'aide d’une
approche plus robuste. Pour ce faire, I’expression des transgenes a été induite a la
doxycycline dans les cellules LNCaP transduites, et une approche de milieu
conditionné a été utilisée. Les résultats m’ont permis de retrouver 'augmentation de
Iexpression du marqueur de différenciation FSP-1 dans les MSCs mises en présence
du variant RA Q641X, mais aussi de mettre en évidence une augmentation de
Pexpression d’autres marqueurs de différenciation en présence de ce variant, a savoir
PDGFR-B, VEGF, ainsi que CXCL12 (ou SDF-1). Ces données confirment bel et bien
la différenciation des MSCs en CAFs en présence du variant RA Q641X. En plus d’étre
un marqueur de différenciation en CAFS, CXCL12 est une cytokine impliquée dans
d’autres processus tumoraux dont l’établissement du processus métastatique a
travers l'induction de 'EMT (300). Ces résultats confirment donc les données
préalablement mises en évidence au laboratoire montrant un impact positif du
variant RA Q641X sur I'induction de 'EMT (139). Par ailleurs, la cytokine CXCL12 est
notamment impliquée dans 'angiogenéese tumorale (316). De facon intéressante, ce
modele m’a permis de démontrer une augmentation de I'expression du facteur de
différenciation VEGF par les cellules LNCaP exprimant le variant RA Q641X. Le
facteur VEGF ayant été démontré comme étant capable d’induire la différenciation en
CAFs, il représente aussi le facteur majoritaire de ’'angiogenese tumorale (249). Le
variant RA Q641X est donc capable d’induire la différenciation des MSCs en CAFs, de

stimuler TEMT mais aussi de faciliter 'angiogeneése tumorale (Fig. 51).
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ﬂ Différenciati‘

Cellules
Cellules souches Fibroblastes tumorales prostatiques
mésenchymateuses associés au exprimant le Cellule
(MSCs) cancer (CAFs) variant RA Q641X tumorale
prostatique
métastatique

Figure 51 : Le variant RA Q641X faciliterait 'EMT et I’angiogenése, tout en induisant

la différenciation des MSCs en CAFs favorisant la progression tumorale.

De facon surprenante, ’expression du marqueur de différenciation en CAFs a-
SMA n’a présenté aucune augmentation significative peu importe la condition
(données non représentées). Ce marqueur est pourtant considéré comme un des
marqueurs clé dont 'augmentation de I'expression témoigne d’une différenciation en
CAFs (317). Ces données pourraient étre expliquées par le caractere tres hétérogene
des CAFs. Comme nous I'avons dit précédemment, les CAFs correspondent a un état
cellulaire et de ce fait ne peuvent étre définis de facon précise et spécifique. De fagon
intéressante, il a été démontré que I'expression des marqueurs de CAFs peut varier
entre les différents types de tumeurs (277,318). Ainsi, ’expression du marqueur a-
SMA, de méme que I'expression de la vimentine, ont été mises en évidence comme
étant diminuées dans des MSCs mises en présence de milieu conditionné de cellules
tumorales prostatiques provenant de métastases osseuses. Ces MSCs ont pourtant un
phénotype de CAFs puisqu’elles favorisent l'invasion des cellules tumorales
prostatiques (319).

De plus, il a été démontré que plusieurs sous-types de CAFs pouvaient
coexister au sein du méme microenvironnement tumoral. Costa et al. ont pu
identifier pas moins de 4 sous-types différents de CAFs au niveau du
microenvironnement tumoral mammaire (320). Ces 4 sous-types de CAFs ont des
propriétés distinctes ainsi que des niveaux d’activation différents. Les auteurs se sont
focalisés sur les capacités immunosuppressives des CAFs et ont pu démontrer que le
sous-type CAF-S1 favorise 'immunosuppression en sécrétant la chimiokine CXCL12,

recrutant ainsi des lymphocytes T CD4+, et en favorisant par la suite leur
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différenciation en lymphocytes T régulateurs. Qui plus est, les sous-types CAF-S1 et
CAF-S2 présentent une accumulation différentielle en fonction du sous-type de
cancer mammaire (320).

Les marqueurs de différenciation de CAFs sont donc exprimés de facon différentielle
entre les différentes tumeurs, mais aussi a I'intérieur méme de la tumeur, et ce en
fonction du stade de la progression tumorale. L’augmentation de I'expression des
marqueurs FSP-1, CXCL12, PGFR-f, et VEGF, observée dans les MSCs en présence
du variant RA Q641X, pourrait donc correspondre a un sous-type spécifique de CAFs.

Enfin, il est important de souligner que la différenciation en CAFs ne
représente pas littéralement une différenciation au sens strict, mais plutét une
transition de la cellule vers un état pro-tumorigénique. Dans cette optique, il a été
démontré que les MSCs présentent plus de similarités que de différences avec les
CAFs. En effet, les MSCs et les CAFs partagent une morphologie cellulaire ainsi qu'un
immunophénotype similaires. De plus, les marqueurs caractéristiques dune
différenciation ne sont pas exprimés de novo dans les CAFs, et sont exprimés a un
niveau basal dans les MSCs naives. Par conséquent, lors de I’activation en CAFs, les
MSCs présentent une augmentation de lexpression de ces marqueurs de
différenciation. Il en va de méme pour les facteurs de croissance et cytokines
favorisant la progression tumorale. Ces derniers sont exprimés dans les MSCs et leur
expression est fortement augmentée lors de l'activation en CAFs. Les CAFs dérivant
des MSCs représenteraient donc un sous-type de MSCs spécialisées, recrutées au site
tumoral et ayant acquis des propriétés pro-tumorigéniques (321).

Sachant cela, plusieurs études se sont intéressées aux effets des MSCs naives
sur la progression tumorale et ont pu mettre en évidence un effet suppresseur de
tumeur de ces dernieres. Les MSCs naives peuvent inhiber la prolifération des
cellules tumorales a travers la sécrétion du facteur Dickkopf, un inhibiteur de la voie
Wnt. Elles inhibent notamment I’angiogenese en induisant 'apoptose des cellules
endothéliales. Enfin, elles peuvent favoriser 'apoptose des cellules tumorales en
stimulant 'expression de la caspase 3, une protéase pro-apoptotique. Les MSCs
recrutées au site tumoral auraient donc en premier lieu un effet anti-tumoral puis, au
fur et 2 mesure de la sécrétion de facteurs par les cellules tumorales, subiraient un
‘switch’ suite a cette exposition aux facteurs tumoraux, aboutissant a une

spécialisation en CAFs pro-tumorigéniques (322,323).
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Le switch correspondant a Dlactivation des CAFs se caractérise par
laugmentation de I'expression de marqueurs de différenciation, mais pourrait aussi
se caractériser par les modifications épigénétiques retrouvées au niveau des CAFs. En
effet, plusieurs études ont mis en évidence une dérégulation de la méthylation de
ADN au niveau des CAFs. La voie de signalisation du TGF- étant fortement
impliquée dans la différenciation en CAFs, I'effecteur du TGF-3 Smad3 a été identifié
comme étant hyperméthylé dans des CAFs de cancer du poumon. En conséquence,
Iinhibition de cet effecteur entraine une hypersensibilit¢é des CAFs au TGF-3
favorisant ainsi leur activation (324). De méme, 'expression du facteur suppresseur
de signalisation cytokinique 1 (SOCS1) est inhibée suite a une hyperméthylation au
niveau des CAFs, aboutissant a une activation du facteur de transcription STAT3
(transducteur de signal et activateur de la transcription) puis a une expression de
I'IGF-1, fortement impliqué dans la progression tumorale (325). A l'inverse, une
hypométhylation de la désintégrine et métalloprotéase ADAM12 (protéine contenant
un domaine métalloprotéinase et désintégrine) a été démontrée dans des CAFs
pancréatiques (326). Les conséquences de la surexpression de cette protéine au
niveau des CAFs sont peu claires. Toutefois, cette protéine a été étudiée au niveau
tumoral et son expression stimule I'axe de signalisation du TGF-f tout en favorisant
I'induction de TEMT a travers l’expression de marqueurs mésenchymateux dans des
cellules tumorales mammaires. En plus de faciliter 'EMT des cellules tumorales,
Iexpression ’ADAM12 est associée a une chimiorésistance (327).

Par ailleurs, d’autres modifications épigénétiques ont pu étre observées dans les CAFs
au niveau des histones. Tyan et al. ont mis en évidence une diminution de la
méthylation de la lysine K27 de l'histone H3 du gene de la métallopeptidase
ADAMTS1  (désintégrine et  métalloprotéinase  contenant des  motifs
thrombospondines), impliquée dans I'invasion tumorale, dans des fibroblastes en co-
culture avec des cellules tumorales mammaires. Les auteurs ont notamment pu
observer une diminution de la méthyltransférase EZH2, responsable de Ila
meéthylation de cette lysine K27 de I'histone H3 (328). Mis a part cette étude, trés peu
de données sont actuellement disponibles sur le statut des histones au niveau des
CAFs.

Les modifications épigénétiques subies par les CAFs pourraient donc constituer un

critere de différenciation supplémentaire, permettant ainsi de caractériser de facon
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plus précise les changements ayant lieu entre le stade de cellule saine et l'activation
en CAFs.

Afin d’analyser plus en détail ce ‘switch’ ayant lieu lors de la différenciation en
CAFs, jai cherché a visualiser a I’échelle de la cellule 'expression du marqueur de
différenciation FSP-1 dans les MSCs. Pour cela, j’ai utilisé une approche de FISH au
niveau de MSCs ayant été traitées avec du milieu conditionné de cellules LNCaP
transduites. Les images obtenues par cette technique ont par la suite été analysées
par une approche a haut débit et ont permis I’étude de ’expression de FSP-1 dans
chaque cellule individuellement. Les résultats de ces analyses ont permis la détection
et la visualisation des MSCs ayant subi une augmentation de I'expression de FSP-1
suggérant une différenciaton en CAFs. Il s’est avéré que ces cellules représentent un
faible pourcentage du nombre total de cellules. Pourtant, 'augmentation de
Pexpression de FSP-1 dans ces MSCs est tres significative. Il serait donc intéressant
d’isoler ces cellules ayant une forte expression de FSP-1 par tri cellulaire en
cytométrie en flux pour ensuite réaliser un séquencage sur cellule unique des ARNs
afin de mettre a jour les axes de signalisation impliqués dans la différenciation en
CAFs (329).

De facon inattendue, les données obtenues a l'aide de ces deux modéles in
vitro ne m’ont pas permis de mettre en évidence un impact positif du variant RA-Vy
sur 'expression du VEGF par les cellules LNCaP, ou sur l'expression de plusieurs
marqueurs de différenciation en CAFs au niveau des MSCs, augmentées en présence
du variant RA Q641X. Le variant RA-V7 est pourtant tout autant impliqué que le
variant RA Q641X dans la progression du CaP et joue un réle prédominant dans la
résistance a la castration (330). Il semblerait donc que ces 2 variants possedent des
modes d’action différents au niveau du microenvironnement tumoral. Le variant RA
Q641X et le variant RA-V7 sont tous deux des variants constitutivement actifs,
tronqués de leur partie C-terminale. Toutefois, ils possedent des séquences
différentes a leur extrémité C-terminale, a savoir 29 EKFRVGNCKHLKMTRP®%44 pour
le variant RA-V7, et 629ARKLKKLGNLKL®4° pour le variant RA Q641X (134). Ces
deux séquences n’ont d’'une part pas la méme longueur, et d’autre part ne présentent
aucune similitude. Ces divergences pourraient expliquer les différences observées au

niveau de I'impact sur le micronvironnement tumoral. Il serait judicieux d’étudier de
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facon précise les protéines interagissant avec ces 2 variants en réalisant un
interactome afin de décrypter les effecteurs cibles spécifiques de ces variants.

Par ailleurs, les CAFs représentant une population cellulaire extrémement
hétérogene, il est possible que les variants RA Q641X et RA-V7 n’induisent pas le
méme sous-type de CAFs. Les résultats obtenus dans cette étude ont permis de
montrer que le variant RA Q641X induit un sous-type de CAFs surexprimant les
marqueurs FSP-1, PDGFR-f, VEGF, et CXCL12, et ce en surexprimant le facteur de
différenciation VEGF. Le variant RA-V7 pourrait éventuellement induire I’expression
d’un sous-type de CAFs surexprimant des marqueurs de différenciation différents, et
ce a travers la sécrétion d’autres facteurs de différenciation que le VEGF. Afin de
valider cette théorie, il serait utile de réaliser un dosage multiplexe de plusieurs
cytokines et facteurs de croissance de facon simultanée au niveau de milieux
conditionnés de cellules LNCaP exprimant le variant RA Q641X ou le variant RA-V7
(331). Il serait aussi envisageable d’étudier les facteurs sécrétés par les cellules LNCaP
en réalisant une approche de spectrométrie de masse afin de détecter les facteurs
présents dans différents milieux conditionnés de cellules LNCaP (332). D’autres
marqueurs de différenciation en CAFs pourraient par la suite étre étudiés au niveau
des MSCs, comme la ténascine-C, le PDGFR-a ou encore le TGF-f (270).

Une approche alternative serait de reproduire ces expériences en utilisant un
modele de co-culture en 3 dimensions comme les sphéroides. Une telle approche
permettrait de modéliser de fagon plus adéquate les interactions ayant lieu entre les
cellules tumorales et leur microenvironnement, représentant ainsi plus
conformément I’hétérogénéité cellulaire complexe de la tumeur (333,334).

Qui plus est, les CAFs dérivent des MSCs mais peuvent aussi dériver de
plusieurs autres types cellulaires différents. Dans cette optique, il serait intéressant
d’étudier les effets des variants RA Q641X et RA-V7 sur la différenciation en CAFs a
partir d’autres cellules que les MSCs comme les fibroblastes normaux, les cellules
endothéliales, ou les cellules tumorales prostatiques elles-mémes.

Enfin, le réle des CAFs étant de favoriser la progression tumorale, des études
ultérieures pourraient analyser les effets des variants du RA sur la prolifération,
EMT, ou encore sur les capacités invasives des cellules LNCaP exprimant ces

variants et mises en présence de CAFs.

119



1I. Modéle murin

La 2¢me partie de mon projet de thése a consisté a étendre les résultats obtenus
in vitro a un contexte in vivo en mettant au point un modele murin. Pour ce faire, des
cellules LNCaP transduites avec le RA sauvage ou les variants du RA ont été injectées
dans la prostate de souris Swiss Nude et I'expression de la protéine FAP, marqueur
de différenciation en CAFs spécifique du microenvironnement tumoral, a été étudiée
par imagerie SPECT. Bien que les résultats préliminaires de cette étude n’aient pas
permis de déterminer les effets des variants du RA sur I'expression de FAP in vivo, la
mise au point du modele murin a tout de méme été concluante. Une optimisation de
certains parametres dont le nombre d’invidus par groupe, la cinétique de croissance
tumorale, le mode d’administration de la doxycycline, ainsi que le protocole de
fixation des tissus, permettra probablement d’obtenir des résultats probants quant
aux effets des variants du RA sur l'expression de FAP in vivo. De plus, un nouvel
élément radioactif, le zirconium 89, est actuellement en cours de caractérisation par
nos collaborateurs a I'Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien. Un projet de these est
en cours pour permettre le développement de cet élément radioactif a des fins de
radiomarquage d’anticorps monoclonaux pour la tomographie par émission de
positons. Le zirconium 89 est un isotope faiblement radioactif du zirconium obtenu
par double désintégration 3 du molybdéne 94. Sa période de demi-vie de 78 h est
particulierement adaptée a 1'étude de molécules dont la cinétique s’étend sur
plusieurs jours (335). De ce fait, le couplage de 'anticorps monoclonal ciblant FAP au
zirconium 89 permettrait de laisser agir I’anticorps plusieurs jours avant de réaliser
les expériences d’imageries des souris. Les anticorps auraient donc plus de temps
pour se fixer a leur cible de facon spécifique et I'accumulation de I'anticorps dans la

vessie serait supprimée.

De facon globale, il serait judicieux de reproduire toutes ces expériences en
utilisant une autre lignée cellulaire tumorale prostatique. En effet, les tumeurs
prostatiques a un stade avancé ne contiennent pas uniquement les variants RA
Q641X et RA-V7 et expriment un nombre considérable de variants. De ce fait,
I'utilisation de la lignée cellulaire tumorale prostatique C4-2B représenterait un bon
compromis. La lignée C4-2B dérive d'une métastase osseuse obtenue apres

transplantation orthotopique dans une souris Nude dune tumeur initialement
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développée a partir d’'une injection de cellules LNCaP dans une souris Nude castrée.
Cette lignée représente donc en quelque sorte une version métastatique des cellules
LNCaP (336).

La réalisation de ce projet de thése m’a permis de mettre en évidence le fait
que le variant RA Q641X est fortement impliqué dans la progression tumorale du CaP
a travers la corruption du stroma environnant, et ce en induisant la différenciation
des MSCs en CAFs. Les données obtenues laissent a penser que le variant RA-V7 agit
différemment vis-a-vis du microenvironnement tumoral, ajoutant ainsi un degré de
complexité supplémentaire a I’hétérogénéité tumorale. Des études complémentaires
devront étre réalisées afin de comprendre pourquoi le variant RA-V7 n’a pas les

meémes effets que le variant RA Q641X au niveau de I'activation des CAFs.

L’ensemble des études réalisées sur les variants du RA démontrent qu’ils
contribuent grandement a I’agressivité tumorale, tout comme le microenvironnement
tumoral du fait des CAFs. L’idéal serait donc de trouver une molécule capable de
cibler les cellules tumorales prostatiques et les CAFs prostatiques de facon
concomitante. Etonnamment, le curcuma semble avoir ces propriétés. Le principe
actif de cette épice, la curcumine, a été démontré comme étant capable d’inhiber
PEMT induite par les CAFs dans des cellules tumorales prostatiques, ainsi que
Pexpression du récepteur a la chimiokine CXCL12 CXCR4, et du récepteur a I'IL-6, et
ce en inhibant la voie de signalisation MAOA (monoamine oxydase A)/mTOR/HIF-
1a. Les cytokines CXCL12 et IL-6 étant sécrétées par les CAFs et favorisant la
progression tumorale, la curcumine aurait donc un effet protecteur vis-a-vis des CAFs
(337). De plus, la curcumine diminue la prolifération ainsi que I'angiogenese des
cellules tumorales prostatiques, inhibe ’expression du RA, et favorise 'apoptose des
cellules cancéreuses dans des modéles cellulaires de CPRC. Qui plus est, la curcumine
induit une diminution du volume tumoral prostatique in vivo (338-340). Le
développement d’analogues synthétiques de la curcumine représente donc un axe

thérapeutique encourageant pour le traitement du CaP a des stades avancés.
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Pour conclure, mes données de thése contribuent a la compréhension des
mécanismes impliqués dans le processus de résistance a la castration a travers I'étude
des effets de variants du RA sur le microenvironnement tumoral. Ces données
fournissent des notions supplémentaires sur les modes d’action des variants du RA,
ce qui permettra a terme d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques en vue

d’une prise en charge personnalisée des patients atteints d'un CPRC.
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> Le cancer de la prostate constitue un probléme
sanitaire majeur puisqu’il représente le cancer
le plus fréquent chez ’lhomme de plus de 50 ans
et la troisiéme cause de décés par cancer chez
’homme. Le traitement des patients atteints
d’un cancer de la prostate avancé repose sur une
castration médicale ayant pour conséquence une
déprivation androgénique. ’émergence de muta-
tions, ou de variants d’épissage, du récepteur des
androgénes est cependant une caractéristique
de I'histoire naturelle du cancer de la prostate.
Cette revue se focalise sur les variants consti-
tutivement actifs du récepteur des androgénes,
responsables de la résistance de la tumeur & la
castration médicale. ¢

I I s .

Signalisation des androgénes
et cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le cancer masculin le plus
fréquent en Europe et aux Etats-Unis. Il se situe au 1%
rang des cancers incidents chez I’homme de plus de 50
ans, loin devant les cancers du poumon et du célon-
rectum. Le taux d’incidence, standardisé en France en
2011, était équivalent a 97,7 pour 100000 hommes,
situant la France parmi les pays a fort taux d'incidence.
Le taux de mortalité était de 10,5 pour 100 000 hommes,
illustrant le fait que le cancer de la prostate représente
la 3% cause de décés par cancer chez I’homme, ce qui
en fait actuellement un probléme de santé publique
majeur [1].

D’un point de vue physiologique, le développement, la
croissance et la fonction de la prostate reposent sur la
voie de signalisation des androgénes, dont fait partie
la testostérone. La testostérone d’origine testiculaire,
ou issue de la conversion de précurseurs surrénaliens
tels que la déhydroépiandrostérone (DHEA) et I’andros-
ténedione, est convertie en bo-dihydrotestostérone
(DHT) par I’enzyme 5a-réductase, au niveau des tissus

Vignette (Photo © Inserm-Morad Roudbraraki).
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cibles. Pour exercer son action, la DHT
se fixe au récepteur des androgénes
(RA), un facteur de transcription androgéno-dépendant, membre de
la famille des récepteurs des hormones stéraides et de la superfamille
des récepteurs nucléaires [2]. Lexpression du RA est documentée &
tous les stades d’évolution du cancer de la pros-
tate, jouant ainsi un réle-clé dans la prolifération
et la survie des cellules cancéreuses prostatiques
[3, 4] ().

{=») Voir la Synthase
de F. Labrie et al., m/s
n° 10, octobre 2003,
page 910

Structure et fonction du récepteur des androgénes

Les fonctions de contréle androgéno-dépendant de I’expression de
genes sont portées par les quatre domaines fonctionnels du RA: le
domaine N-terminal (NTD), intrinséquement désordonné, contenant la
fonction d’activation transcriptionnelle AF-1; le domaine de ligison @
I’ADN (DBD), trés conservé, assurant la reconnaissance d’éléments de
réponse aux androgénes (ARE) ; le domaine de liaison au ligand (LBD)
contenant la fonction d’activation transcriptionnelle AF-2 ligand-
dépendante ; et la région charniére (RC) entre le DBD et le LBD, qui
contient le signal de localisation nucléaire [2] (Figure 1).

€n I'absence de ligand, la stabilité du RA dans le cytoplasme est assu-
rée par un complexe de protéines chaperonnes incluant les protéines
de réponse au choc thermique (heat shock proteins, HSP) HSP40, HSP70
et HSP90, ainsi que les protéines co-chaperonnes p23, FKBP-4 (FK506



Chromosome X

Géne du RA

Figure 1. Structure moléculaire
du géne codant la protéine du
récepteur des androgénes (RA).
Le géne du RA est localisé sur
le bras long du chromosome X

3 et contient 8 exons. Domaines
a de la protéine: NTD : domaine
amino-terminal ; AF-1: fonc-
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tion de transactivation 1;
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binding protein 4) et SGTA (small glutamine-rich tetratricopeptide
repeat-containing protein alpha). HSP90 permet le maintien d’une
structure conformationnelle assurant une grande affinité du RA pour
son ligand naturel, la dihydrotestostérone (DHT). La liaison de la DHT
& son récepteur aboutit & la dissociation de HSP90 et au recrutement
de HSP27 qui favorise la translocation nucléaire du RA, puis sa fixation
aux ARE présents au niveau du promoteur et des régions activatrices
en amont des génes cibles [5]. Cette voie de signalisation correspond
a la voie génomique, classique (ou canonique), du RA. Néanmoins, une
autre voie de signalisation du RA existe, la voie non génomique. Dans
cette derniére, le RA demeure dans le cytoplasme apreés la stimulation
androgénique et active d’autres voies de signalisation intracellulaires
convergeant vers la voie ERK (extracellular signal-regulated kinase),
puis, en aval, & I’activation de facteurs de transcription (Figure 2) [6].

Hormonothérapie du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate étant androgéno-dépendant, la premiére
ligne de traitement pour les patients atteints & des stades avancés
consiste en une privation androgénique par castration médicale [7].
Ce traitement vise a supprimer la production d’androgénes testicu-
laires, soit par désensibilisation des récepteurs hypophysaires de la
gonadolibérine (LHRH), au moyen d’agonistes de la LHRH & action
prolongée, soit par blocage direct des récepteurs hypophysaires
de la LHRH, au moyen d’antagonistes de cette derniére (Dégarelix,
Firmagon®). Afin de bloquer la contribution des précurseurs surré-
naliens, la castration est, en plus, couplée a des anti-androgénes
qui sont des antagonistes stéroidiens, comme I'acétate de cypro-
térone, ou non stéroidiens, comme le flutamide, le nilutamide et le
bicalutamide [8]. Une seconde génération d’anti-androgénes non
stéroidiens, comme I’enzalutamide, a été développée ces derniéres
années [9]. Uenzalutamide présente une affinité accrue pour le RA,
limite le transport nucléaire, altére la liaison de PADN aux ARE et le
recrutement de coactivateurs [9]. Le blocage androgénique complet
consiste également en un couplage de la castration & un inhibiteur
de la voie de biosynthése des androgénes, comme I’acétate d’abi-
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\ LBD : domaine de liaison du
919 ligand ; AF-2: fonction de
transactivation 2.

ratérone. Cette molécule est un inhibiteur sélectif et
irréversible du cytochrome CYP17A1 (aussi appelé 17a.
hydroxylase/17,20 desmolase), une enzyme clé de la
voie de biosynthése de la testostérone aux niveaux
testiculaire, surrénalien mais aussi intratumoral [10].

Résistance d la castration

La résistance & la castration est définie par la reprise
évolutive, biologique et/ou clinique, du cancer malgré
une castration efficace. Bien que 80 % des patients
répondent a la premiére ligne d’hormonothérapie,
tous présentent une reprise évolutive survenant avec
un délai trés variable aprés la mise en place de la
castration. Des mécanismes RA-indépendants comme
la substitution du RA par le récepteur des glucocor-
ticoides [11], I'activation de voies mitogéniques, et
la surexpression de la cycline D1, peuvent conduire &
une résistance & la castration [12]. La surexpression
de facteurs anti-apoptotiques, comme Bcl2 (B-cell
lymphoma 2), TP53INPL (tumor protein P53 inducible
nuclear protein I) et HSP27 est également associée d la
résistance & la castration [13].

La résistance a la castration est notamment due a la
sélection d’événements moléculaires & origine du
maintien des activités du RA en dépit des faibles taux
d’androgénes produits par la castration. Ces événe-
ments se subdivisent classiquement en mécanismes dits
ligand-dépendants et ligand-indépendants. Les cel-
lules cancéreuses prostatiques peuvent ainsi contour-
ner la castration en augmentant la synthése paracrine
de DHT au sein du strema tumoral, & partir de la
testostérone circulante [14]. Les cellules cancéreuses
prostatiques peuvent également acquérir une hypersen-
sibilité aux androgénes, par une surexpression du RA.
Une amplification du géne du RA a été mise en évidence
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Figure 2. Voies de signalisation génomique (A) et non génomique (B) du récepteur des androgénes (RA). En ’absence de ligand, le RA est maintenu

sous une forme inactive dans le cytoplasme, lié & des protéines chaperonnes de choc thermique (HSP). Les modifications conformationnelles du

RA suite @ la liaison du ligand entrafnent la dissociation des protéines chaperonnes. Les activités génomiques du RA requiérent des modifications

post-traductionnelles, la translocation nucléaire du RA, la reconnaissance d’éléments de réponse aux androgénes, et le recrutement de cofacteurs

aboutissant ainsi au contrdle de |’expression de génes cibles. Dans le mode d’action non génomique, une fois activé dans le cytoplasme suite a

la ligison du ligand, le RA active des cascades de signalisation cytoplasmiques convergeant vers la voie ERK et I'activation en aval de facteurs de

transcription. Les étoiles rouges représentent les modifications post-traductionnelle. DHT : dihydrotestostérone ; ERK : extracellular signal-regu-

lated kinases ; FT : facteur de transcription ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PKC : protéine kinase C;

RAF1 : v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 ; Src : proto-oncogéne codant la tyrosine kinase Src.

dans 25-30 % des cancers de la prostate au stade de résistance d la
castration [15]. l'augmentation de I'expression du RA peut également
résulter d’'une absence de sa dégradation a la suite d’'une mutation du
géne SPOP (Speckle-type POZ protein) qui code une ubiquitine ligase
€3 [16]. La synergie avec des voies de signalisation dépendantes de
facteurs de croissance, comme ’IGF-1 (facteur de croissance insulino-
mimétique de type 1), le FGF7 (facteur de croissance des fibroblastes
7), EGF (facteur de croissance épidermique), le LHRH, les neuropep-
tides, et I'IL-6 (interleukine-6), ainsi que la modification du mode
d’action des coactivateurs et des corépresseurs, sont susceptibles
d’aboutir & la transactivation du RA en dépit des taux faibles résiduels
d’androgénes circulants [17]. Un autre mécanisme récurrent, associé
a la résistance a la castration, est ’émergence de formes mutées ou de
variants d’épissage du RA [18].
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Mutations ponctuelles du RA

Le géne du RA étant localisé sur le chromosome X en
position ql1-14, son expression est monoallélique
chez les hommes. Il est donc raisonnable d’imaginer
que toute mutation affectant les fonctions du RA dans
une cellule donnée puisse induire un changement de
phénotype. Si une perte de fonction est généralement
attribuée aux mutations, ou altérations génétiques,
touchant le RA dans le syndrome d’insensibilité aux
androgénes (SIA), les mutations « gain de fonction »
sont prépondérantes dans le cancer de la prostate.
Ainsi, la région charniére et le LBD représentent
des points chauds avec prés de 45 % des mutations



décrites dans la littérature [19]. Ces mutations ont pour caractéris-
tique majeure de modifier la poche de liaison du ligand formée par
les résidus L702, N7056, Q712, Q739, W742, M750, et T878. De fagon
intéressante, les mutations L702H, W742C, H875Y et T878A repré-
sentent a elles seules prés de 15 a 20 % des mutations du RA décrites
dans le cancer de la prostate résistant & la castration. Ces muta-
tions étendent la spécificité de reconnaissance du RA a d’autres
stéroides. Ainsi, la mutation T878A augmente Paffinité du RA pour
la progestérone et la médroxyprogestérone [20]. Certaines de ces
mutations permettent la reconnaissance d’un composé & action
anti-androgénique comme un agoniste [18, 21]. La mutation T878A
est d’ailleurs retrouvée chez 40 % des patients traités par blocage
androgénique complet et utilisant le flutamide comme antagoniste.
Des données récentes montrent I'implication de la mutation T878A
dans la résistance d I'acétate d’abiratérone via la modification de
la voie de biosynthése des androgénes en faveur de la synthése de
progestérone & la suite de I'inhibition de CYP17Al. Les mutations
du RA peuvent également €tre a I'origine d’une résistance aux nou-
veaux anti-androgenes. Ainsi, la mutation F876L, touchant le résidu
phénylalanine en position 876, prés de la poche de liaison du ligand,
confére une résistance in vitro et in vivo & ’enzalutamide et a I’ARN-
509, deux anti-androgénes de seconde génération [22].

Mutations non-sens et variants d’épissage du RA

De nombreux variants' du RA, se caractérisant par I’absence de
la région carboxy-terminale, ont été décrits dans le cancer de la
prostate résistant & la castration. Ces variants peuvent étre géné-
rés par clivage protéolytique du RA par la calpaine 2, une protéase
dépendante du calcium. Ce mécanisme a été mis en évidence dans
des cellules de la lignée cancéreuse prostatique humaine 22RV1
[23]. A noter que le niveau d’expression de la calpaine 2 est en effet
plus élevé dans des cancers de la prostate métastatiques, en com-
paraison & des cancers localisés [24]. La présence de ces variants
tronqués de la région C-terminale peut également s’expliquer par
des mutations non-sens au niveau de I’exon 4 du gé&ne du récepteur.
Ces mutations provoquent I'apparition de codons stop prématurés
au niveau de la région charniére ou de la partie proximale du LBD
[25, 26]. €nfin, des épissages alternatifs des transcrits du RA pro-
duisent également des formes tronquées du récepteur [24]. Ces cing
derniéres années, 17 variants tronqués du RA, issus de ces épissages
alternatifs, ont ainsi été identifiés dans plusieurs lignées cellulaires
ou modéles de xénogreffes de cancer de la prostate, ainsi que dans
des échantillons isolés de patients (Figure 3). Parmi ces variants
d’épissage, les variants AR-V7 et AR-V567es ont été particuliére-
ment étudiés, notamment en raison de la disponibilité d’anticorps
spécifiques qui ont permis I’étude de leur expression par immuno-
histochimie dans des échantillons tumoraux provenant de patients.
Deux mécanismes moléculaires conduisent a I'expression de ces

! Le terme générique variant désigne ici des néo-protéines issues de modifications pest-transcription-
nelles ou produites par des génes mutés ou des transerits alternatifs.
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variants. Le premier consiste en un réarrangement au
niveau du locus du géne du RA. Le deuxiéme repose sur
une modification de I’expression de certains génes du
complexe protéique impliqué dans I'épissage, comme
hnRNPAL (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Al), DDX39A et DDX39B (DExD-Box helicase 394 et
398) [27-29].

Tous les variants d’épissage du RA délétés de la partie
C-terminale ne présentent pas nécessairement une
activité androgéno-indépendante constitutive. €n
effet, seuls les variants possédant un signal de loca-
lisation nucléaire {NLS) sur la protéine présentent
cette caractéristique. Le NLS bipartite du RA, au
niveau des exons 3 et 4, peut en effet &tre conservé,
comme c’est le cas pour le variant ARV567es, ou un
NLS peut &tre apporté par la séquence intronique
retenue. Cependant, le variant AR-V7 constitue
une exception. |l présente en effet une localisation
nucléaire et une activité constitutive ligand indépen-
dante et ce, en I'absence méme de signal de translo-
cation nucléaire.

Plusieurs données concordantes montrent une
augmentation sous castration de I’expression des
variants d’épissage au cours du temps [30]. Des taux
tres faibles de variants du RA ont ainsi été détectés
dans les tissus prostatiques non cancéreux, de méme
que dans les formes localisées de cancer de la pros-
tate, avant toute hormonothérapie, alors que ces
taux sont bien plus élevés au stade de cancer de la
prostate métastatique résistant & la castration. Le
rapport entre les variants courts (tronqués) du RA et
la forme sauvage du récepteur évolue donc au cours
du temps.

Propriétés fonctionnelles des variants du RA
délétés du domaine carboxy-terminal

La sélection positive de variants du RA & activité
transcriptionnelle ligand-indépendante est un para-
digme de mécanisme de résistance du cancer de la
prostate a la castration. Ces variants sont initia-
lement exprimés dans des tumeurs primaires, mais
leur expression est augmentée dans les métastases
osseuses isolées de patients résistants d la castration
[31]. Leurs effets sur la croissance des cellules can-
céreuses prostatiques, dans un environnement appau-
vri en androgénes, ont été démontrés in vitro et in vivo
[32]. €n pratique clinique, les études se concentrent
essentiellement sur le variant AR-V7. Sa détection
dans les cellules cancéreuses prostatiques circulantes
a été corrélée d une résistance d Ienzalutamide et
a 'abiratérone [33]. Toutefois, cette observation a
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Figure 3. Origine des variants constitutivement actifs du récepteur des androgénes (RA). Les variants constitutivement actifs du RA peuvent pro-

venir d’une mutation ponctuelle non-sens conduisant & un codon stop prématuré au niveau de I'exon 4 (étoile rouge) ou d’un exon cryptique (CE€)

pouvant étre généré lors d’un épissage aberrant des pré-ARNm. La séquence nucléotidique de cet exon cryptique « CE » conduit & un codon stop

prématuré. La séquence protéique de ces variants d’épissage en C-terminal est tronquée comparativement & la séquence normale du RA. NTD :

domaine amino-terminal ; DBD : domaine de liaison & I'’ADN ; RC : région charniére.

été obtenue 4 partir de cohortes constituées d’un faible nombre de
patients, et elle est encore débattue [34].

Les variants du RA stimulent |'expression de génes connus pour &tre
androgéno-dépendants comme celui codant I'antigéne spécifique
prostatique (PSA). Cependant, ces variants peuvent induire un profil
transcriptionnel qui leur est spécifique, en s’Thomodimérisant ou en
s’hétérodimérisant avec une autre forme tronquée du RA [35, 36]. Le
programme transcriptionnel des variants du RA impliquerait le recru-
tement de cofacteurs particuliers comme FOXO1 (forkhead box protein
01), phospho-MED1 (Mediator complex subunit 1}, ou FOXAL [27, 37].
Vav3, une Rho-GTPase échangeuse de nucléotides GDP/GTP, est égale-
ment connue pour induire une accumulation plus importante de AR-V7
dans le noyau des cellules cancéreuses prostatiques [38].

Variants constitutifs du récepteur des androgénes, transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) et motilité cellulaire

Les variants constitutivement actifs du RA sont associés & une induc-
tion de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) partielle
comme en témoigne la co-expression de marqueurs épithéliaux et
de marqueurs mésenchymateux [39]. Cette implication des variants
constitutifs du RA dans PEMT a été rapportée dans d’autres modéles
cellulaires, et dans des modeles de souris transgéniques [40-42]. Par
exemple, un lien entre ZEB1 (zinc finger E-box binding homeobox 1) et
les variants du RA a été mis en évidence dans les cellules cancéreuses
prostatiques 22RV1 [42], et des souris transgéniques, exprimant le
variant ARv567es dans I"épithélium prostatique, développent sponta-
nément des tumeurs prostatiques. La castration de ces souris conduit
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au développement d’un carcinome invasif caractérisé
par une diminution de I'expression de la £-cadhérine et
une augmentation du facteur de transcription TWIST et
de la vimentine [40].

Uanalyse du transcriptome des cellules LNCaP (des
cellules établies & partir d’un adénocarcinome pros-
tatique) qui surexpriment un RA sauvage ou le variant
AR-V7 montre que les génes affectés en présence
de ce variant sont principalement impliqués dans la
motilité cellulaire (GEO dataset GSE71334)2. En plus de
la N-cadhérine, CXCL13 (C-X-C motif chemokine 13),
FBLNS5 (fibiline 5), ou encore TGM2 (transglutaminase 2)
font partie des protéines dont les geénes sont les plus
surexprimés en présence du variant AR-V7 (Commu-
nication personnelle ; GEO dataset GSE71334). Les
variants constitutivement actifs du RA induisent aussi
Iexpression de RhoB (Ras homolog family member B),
une petite GTPase, qui est & I'origine de la migration des
cellules prostatiques LNCaP [43].

’ensemble de ces données montre que les variants
constitutifs du RA induisent I’expression d’un ensemble
de geénes impliqués dans la progression tumorale.
Toutefois, les mécanismes moléculaires associant les
variants du RA au contrdle de I"expression de marqueurs
de EMT restent a déterminer.

? Données d’ARN-seq publiées dans la banque GEO {gene expression omnibus, NCBI,
https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE71334).



Variants constitutifs du récepteur des androgénes, marqueurs
de cellules souches et de cellules souches cancéreuses

Les cellules souches prostatiques normales n’expriment pas le RA. Il en
est de méme des cellules souches cancéreuses {CSC) issues de tumeurs
prostatiques hormono-naives [44, 45]. Cependant, le RA serait faible-
ment exprimé dans les CSC issues de cancer de la prostate résistant a
la castration [45]. A ce jour, aucune étude expérimentale n'a montré
une expression des variants du RA dans les CSC prostatiques. Toutefois,
il existe un lien entre les variants du RA et I’expression de marqueurs
de cellules souches. Dans un modéle de souris transgéniques, la surex-
pression du variant AR-V7 dans I’épithélium prostatique conduit & une
augmentation de la population de cellules progénitrices exprimant les
marqueurs de cellules souches, Sca-1 (stem cells antigen-1), aldéhyde
déshydrogénase et Trop-2 (tumor-associated calcium signal transdu-
cer 2) [41]. Le mécanisme moléculaire impliqué serait une augmen-
tation de la sécrétion de facteurs paracrines comme les facteurs de
croissance TGFP2 (tumour growth factor B2) et IGF-1 par les cellules
épithéliales exprimant les variants du RA. TGF32 et IGF-1 maintiennent
la population de cellules souches/cellules progénitrices prostatiques
en prévenant ou en retardant leur différenciation [41]. L'expression
du variant AR-V7 a également été corrélée & une augmentation des
marqueurs de cellules souches Nanog et 1in28B (lin-28 homolog B),
respectivement dans les cellules cancéreuses prostatiques LNCaP et
DU-145 [42]. De plus, Iexpression du variant AR-V7 augmente la
capacité des cellules PC-3 et DU-145 & former des sphéroides [42].
Lensemble de ces données meéne ainsi & I’hypothése selon laquelle
I’expression de variants constitutifs du RA au niveau de la tumeur
pourrait conduire au maintien d’une population de CSC du fait des
effets paracrines des facteurs de croissance TGF2 et IGF-1, mais
aussi a une dédifférenciation de cellules épithéliales tumorales en
CSC. Comme I'expression de marqueurs mésenchymateux est associée
d la résistance a la castration [46], un des roles de ces variants du RA
pourrait étre la génération ou le maintien de cette population de CSC
résistant a la castration.

Conclusion

Les mécanismes de résistance a la castration semblent maintenir les
activités transcriptionnelles du RA au sein de la tumeur. Ces méca-
nismes impliquent une mutagenése importante au niveau du LBD
conduisant & I'émergence de formes mutées du RA. Ces formes mutées
du RA peuvent reconnaitre comme agonistes des stéroides autres que
les androgénes, mais aussi des anti-androgénes, d’ol I'intérét de
cibler une autre région du RA. Les recherches actuelles se focalisent
donc sur la région amino-terminale, le DBD étant trés conservé au sein
des récepteurs nucléaires. La région N-terminale constitue plus de la
moitié de la séquence protéique du RA et comprend de nombreuses
séquences répétées (polyglutamine, polyglycine et polyproline). Elle
est notamment impliquée dans les processus de modifications post-
traductionnelles du RA et d’interactions protéiques. Toutefois, des
études plus approfondies, a I'interface de la biologie et de la biophy-
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sique, sont nécessaires pour mieux comprendre le mode
d’action de cette région intrinséquement désordonnée
du RA. Par ailleurs, les interconnexions avec les autres
voies de signalisation sont nécessaires pour les fonc-
tions des variants du RA. Il serait donc intéressant
d’envisager des thérapies combinées ciblant le domaine

amino-terminal du RA et les cascades de signalisation ffj
impliquées dans le mode d’action des variants du RA. ¢ 2

7%
SUMMARY -

Androgen receptor variants in prostate cancer

Prostate cancer is a public health concern as it currently
represents the most frequent malignancy in men in
Europe. Progression of this hormone-dependent can-
cer is driven by androgens. Thus, the most common
treatment for patients with advanced prostate cancer
consists in an androgen ablation by castration therapy.
However, the majority of patients relapses and develops
a castration-resistant prostate cancer. This failure of
androgen deprivation is related to the emergence of
mutant and splice variants of the androgen receptor.
Indeed, androgen receptor variants are ligand-inde-
pendent, constitutively active and thus able to induce
resistance to castration. This review focuses on AR
variants signaling pathways and their role in resistance
to castration and prostate cancer progression. ¢
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Abstract

The androgen receptor (AR) is an intracellular steroid hormone receptor that is
widely known for its key role in prostate cancer (PCa) development. PCa is largely
driven by androgens, and thus androgen ablation therapy represents a common
therapeutic avenue for PCa. However, the majority of patients will ultimately relapse
and develop castration-resistant PCa (CRPCa), which itself is driven by constitutively
active androgen receptor mutants. Thus, increased understanding of and methods to
inhibit AR signalling are essential to improving clinical outcomes. To gain further
insight into AR signalling, herein a systems biology approach was undertaken via the
construction of a Boolean model of the androgen receptor protein signalling network.
This model (AES068) consisting of 68 nodes connected by 215 logical interactions of
activation or inhibition encapsulates a portion of the androgen receptor signalling
and to our knowledge is the first model of its kind applied to AR signalling. Genome-
wide model validation of model predictions generated after an AR in silico knockout
achieved a correct prediction rate of 71% when using previously-published,
publically-available microarray data. This high success rate of correct predictions
(p<6.27125%x10-10 compared to a random model) signifies the strength of this
modelling approach. Lastly, the use of the DRUGSURV database has identified
several potential drugs that could be repositioned in prostate cancer on the basis of
the model analysis, most promisingly sunitinib. This model thus provides a platform
for future development through model expansion and additional analyses, along with

linking to other processes such as in silico drug repositioning.

Introduction

Prostate cancer (PCa) represents a significant health concern as it is the most
common carcinoma malignancy in men in Europe (Schreyer et al. 2017) and is also
the second leading cause of cancer deaths (Tan et al. 2014). PCa is treated in the first
instance by androgen suppression through surgical or chemical castration, which sets
a clear, established role for the androgen receptor (AR) to be involved in PCa. After

initial androgen suppression, patients are placed on androgen deprivation therapy
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and this induces long-term remission in the patients (Tan et al. 2014). However, all
patients will eventually progress to castration-resistant prostate cancer, which is an
advanced form of the disease which no longer responds to androgen deprivation

(Schreyer et al. 2017; Tan et al. 2014).

The phenomenon of no longer responding to androgen deprivation is thought to arise
through a variety of mechanisms including increased sensitivity of the AR to ligands,
mutation allowing stimulation by non-androgenic ligands, and ligand-independent
AR action (Tan et al. 2014). Thus, it is clear that in order to improve therapeutic

outcomes, an increased understanding of AR signalling is needed.

Computational biology has seen increasing prevalence in recent years, in part due to
the developments in technology that allow for more powerful methodologies and
high-throughput research to be taken forward. There are many types of
computational approaches, but a popular one is systems biology, where the aim is to
successfully model a biological system (Werner et al. 2014). There are many
approaches to modelling, ranging from small-scale quantitative to large-scale
qualitative, but for modelling larger networks Boolean modelling is preferred as the
simplified logic reduces computational demand and therefore larger networks can be

modelled (Mori et al. 2015).

Like the AR, the glucocorticoid receptor (GR) is a steroid hormone receptor, and
computational methodologies have previously been applied to the GR with success
(Bakker et al. 2017). Given the success of the Boolean modelling approach to
understand GR function, with the model achieving consistently significantly better
correct prediction rates than a random model, the aim herein was to produce a
similar model of AR signalling. This model, AES068 (Androgen Receptor Model by
Edwige Schreyer, consisting of 68 nodes) contains 215 logical interactions of
activation or inhibition and has been validated on a genome-wide scale, achieving a
correct prediction rate of 71%. This highly promising correct prediction rate provides

a promising platform for further development.



Material and Methods

Extraction and Manual Curation of Protein Interaction Records

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (Szklarczyk et
al. 2017), which was in v10 at the date of initial extraction, was used as the starting
point for protein interaction records, as with previous publications (Bakker et al.
2017; Tian et al. 2013). For the model described herein, high confidence (>700
confidence score) interactions were extracted and filtered for “activation or
inhibition” as their mode of action and “t” for the option “a_is_acting”. Initially all
interactions relating  to the androgen receptor (STRING ID
9606.ENSP00000363822) and manually curated by searching the literature to find
evidence to verify the interaction that STRING predicted. This formed the ‘primary
layer’ (proteins interacting directly with the AR).

Once this layer was complete, interactions for the proteins interacting with AR were
extracted and filtered in the same way as described previously, as well as filtering to
include only interactions between the proteins that interact with the AR. The
remaining interactions were then manually curated as with the primary layer to form
the second layer. Curation evidence utilised papers found from STRING and PubMed,
along with existing curation records from previously published models (Bakker et al.
2017; Tian et al. 2013). The full interaction records, along with the PubMed ID

evidence of a paper supporting each interaction, can be seen in Table S1 and Table S2.
Model Visualisation and Topology Analysis

Model visualisation was undertaken through the use of Cytoscape, an open-source
software for model visualisation and analysis (Shannon et al. 2003). Interaction
records were imported into Cytoscape and parameters were adjusted to refine the
model’s appearance as needed. The NetworkAnalyzer plugin was used to generate

information on network topology in the form of the node degree distribution.



Model Analysis Through CellNetAnalyzer

CellNetAnalyzer (CNA, v2018.c) was used for model analysis, a software which is
capable of modelling both mass-flow and signal-flow networks (Klamt et al. 2007). In
construction of the AE068 model, a signal-flow model was chosen. Interaction
records were converted into format readable by CNA and analysis undertaken using
the two main approaches in CNA: dependency matrix generation/comparison and

logical steady state analysis (LSSA).

A dependency matrix, as generated by CNA, provides a numerical and visual
representation of the overall effect of every network constituent on every network
constituent. In generating the dependency matrices analysed herein, the exhaustive
search algorithm was employed. The benefit of a dependency matrix is that it
analyses not only the individual reactions within the model, but also takes into
account all possible signalling and feedback loops to encapsulate even indirect effects
(Bakker et al. 2017). Six types of relationship are possible with a dependency matrix
(Klamt et al. 2007).

1. A has no effect on B if no positive or negative paths link A to B

2, A is a strong activator of B if no negative paths exist and positive paths
exist between A and B. Another condition is that there are no negative

feedback loops within the positive paths.

3. A is a weak activator of B if there are positive and no negative paths

from A to B, as well as negative feedback loop in the positive paths.

4. A is a strong inhibitor of B if there no positive paths exist and negative
paths link A to B. There should also not be negative feedback along the

negative paths.

5. A is a weak inhibitor of B if there are no positive paths and negative
paths from A to B exist, along with a negative feedback loop on the

negative paths.
6. A is ambivalent to B if negative and positive paths exist between them.
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Generation of dependency matrices allows for comparison between the wild-type
model and an in silico knockout, which simulates an in vivo loss-of-function
mutation. Here, this was applied by knocking out the AR, thus simulating loss of

androgen sensitivity.

The second approach in CellNetAnalyzer is LSSA, which as a starting point has every
node set as “undertermined”. Then, by determining the input nodes where 1 is ON
and o is OFF - for instance in the wild-type model, ANDROGEN was set to 1, or in
the mutant simulation ANDROGEN was set to 1 but AR was set to 0) - the model will
then proceed logically through the model’s interactions until a steady state is reached.
LSSA will typically assign 1 (ON) or o (OFF) to every node in the model, however
some nodes may be marked as NaN, which means undetermined — in these cases it
means the node exhibits some oscillatory behaviour or that its status cannot be fully

determined (Bakker et al. 2017; Klamt et al. 2007; Tian et al. 2013).
LSSA Comparison and Genome-Wide Model Validation

As described in detail elsewhere (Tian et al. 2013) LSSA scenarios can be compared to
assess the model’s performance. In brief, a value called Emod is generated by
comparing the steady state of nodes in one scenario against another. Node i can be

described in scenario 1 as S(i)1 and as S(i)2 with the Emod values being as below.

Enod =0 if S(1);=NaN and S(i)-=NaN

Emod =0 if S): =1 and S().=1
Enod = -1 if S(i);=NaN and S(i).=o0
Enod = -1 if S(): =1 and S(i).=NaN

Enod=1 if S@);=NaN and S(i).=1
Enoa=1 if S@):=0 and S(i).= NaN
Enoa=1 if S@):=0 and S().=1



The Emoq value represents the model’s prediction as to how the node will behave in
vivo/vitro: a value of 1 indicates that the model predicts the protein will increase in
the second condition; a value of 0 indicates no predicted change between the two
scenarios whilst a -1 indicates the model predicts it will decrease in the second

scenario.

Additionally, the calculation of En.q allows for the accuracy of the model to be
assessed on a wider scale. By obtaining previously published microarray data that
was deposited into the Gene Expression Omnibus database by the authors of the
original study (Gonit et al. 2011) an E.,, value was generated. The four microarray

datasets used for this are stated below.

Table 1: Microarray data used for model validation

GSM558626 LNCaP + R1881 rep1
GSM558627 LNCaP + R1881 rep2
GSM558628 LNCaP + AR-shRNA rep1
GSM558629 LNCaP + AR-shRNA rep2

To obtain E., the following steps were performed. The repeat microarrays
(GSM558626 and GSM558627 for androgen-treated LNCaP cells and GSM558627
and GSM558629 for LNCaP cells treated with AR shRNA) were averaged for each
probe ID. The Log:, fold-change score for all probes within the microarray between
the source (androgen-treated) and target (AR-shRNA-treated) scenarios was
calculated, along with the average Logi, fold change and the standard deviation
(STDEV). This average and standard deviation was then used to create a dynamic
threshold where the upper limit was the average+STDEV and the lower limit was the
average-STDEV. This dynamic threshold was used to determine if genes were

upregulated, downregulated or unchanged between the two scenarios.

For every node within the model, the median score of all probe IDs relating to the
gene was obtained for both the androgen-treated and AR-shRNA cells. The Log, fold
change was calculated for each gene based on the median score, and then this Logo

score was compared to the dynamic threshold. If the value was higher than the upper




limit of the dynamic threshold, the gene was considered to be upregulated (Emod = 1).
If the value was lower than the lower limitof the dynamic threshold, the gene was
considered to be downregulated (Emoqd = -1). If the value lay between the lower and
upper limits of the dynamic threshold, then the gene was considered to be unchanged

between the two scenarios ((Emnod = 0).

The absolute value of Enoq — Eexp was calculated, which could take three possible
values: 0 (model prediction was correct); 1 (small error prediction) or 2 (large error
prediction). A small error occurs when the model predicts (for example) no change
but the gene actually goes up or down, or the model predicts it goes up/down but it is
actually unchanged (so a “one-step” error). A large error prediction occurs when the
model predicted the opposite of what occurred (i.e. model predicted the gene would
be downregulated when in fact it is upregulated). This previously published
methodology (Bakker et al. 2017; Tian et al. 2013). These values could then be tallied

to give an estimation of the model’s accuracy.
Calculation of P-Value for Correct Predictions

In order to determine the significance of the number of correct predictions obtained
by the model, the WolframAlpha computational knowledge engine
(http://www.wolframalpha.com/) was used with the search phase “Probability of [A]

success in [B] trials, chance of success is [C]”. [A] is the number of correct
predictions, [B] is the total number of predictions and [C] is the chance of success
(1/3, as there are only three possible outcomes so a random model would achieve
that).

In silico drug repositioning

To find repositioned drugs against potential targets identified through model
construction and analysis, the DRUGSURYV database (Amelio et al. 2014) was used.
DRUGSURYV is a tool for repositioning of approved and experimental drugs for
oncology based on patient survival information (Amelio et al. 2014). The relevant
official gene symbols were input to the system and the direct and indirect drugs (if

any) were noted.


http://www.wolframalpha.com/

Results

AES068 Model Generation

The AES068 model was generated via a similar, adapted workflow to the procedures
used for the previously published GEBo52 GR model (Bakker et al. 2017) and the
PKT206 TP53 model (Tian et al. 2013) (Figure 1).

Model
Analysis
(Dependency
Matrix, LSSA)

STRING

Model

Database

Interaction
Extraction

The AES068
Model

Model
Validation

Manual
Curation

Figure 1: Workflow diagram of the AES068 model construction.

Database files were extracted from STRING, automatically extracted, and then
manually curated. These manual curations formed the basis of the AES068 model,
which underwent analyses such as dependency matrices and LSSAs. The validation of
these analyses could then potentially be fed into the model to better refine its
interactions (hence the dashed line). As before (Bakker et al. 2017; Tian et al. 2013)
several rules were applied during the curation process: first, in the primary layer,
proteins that had an effect on AR (or were affected by the AR) but did so through
mechanisms that were considered to be too indirect were not included. In the second
layer, the “intermediary” rule was applied — if two proteins (that already existed

within the model) were predicted to interact but did so through a mediator, then the
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reaction would be put as going through the mediator if the mediator already existed
within the model to capture the most accurate signalling, whereas if the mediator did
not already exist within the model, the reaction would be put as direct, as the
inclusion of the mediator for the sole purpose of that reaction would be redundant.
Some nodes represent more than one protein or had similar noteworthy

modifications; these are noted in the S3 Table.

AES068 Model Structure

The AES068 model (Figure 2) contains 68 nodes connected by 215 logical

interactions of activation or inhibition.
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Figure 2: The AES068 model.

Green open arrows represent activation relationships, whilst red closed arrows represent inhibition
relationships. The AR, the central node, is highlighted in red whilst the model input (ANDROGEN) is a

green square at the top. Most nodes are represented in lilac circles.
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It is widely established that feedback loops are important regulatory elements in
biological systems. The AES068 model has 38 two-step (i.e. Protein A -> Protein B ->
Protein A) feedback loops, which is a lower degree of interconnectivity than has been
seen for earlier models (Bakker et al. 2017) but also a higher degree than others (Tian
et al. 2013). Understanding the degree of node connectivity is important for
understanding network integrity, as the more connected a network is the more
resistant it is to aberration (such as mutation). The degree of node connectivity was

assessed via the NetworkAnalyzer plugin in Cytoscape.

Degree Node Connectivity

MNumber of Nodes
=

O = K W L O O ~ O O

l:.l 5 1.EI 1.5 20 2.5 30 3.5 a0 -Ir5 50 5.5 &0 6.5 70 ?.5 Bﬂ 3.5 EI.I:I 'E!IS
Mumber of Edgas
Figure 3: Node connectivity of AES068 model.
The number of nodes that exhibit the degree of connectivity shown on the y-axis is

shown on the x-axis.

In terms of connectivity, the AR was clearly the most connected node, with 95 edges.
After that, the most connected nodes were MYC (24 interactions), AKT1 (20
interactions), CCND1 (20 interactions), CDH1 (19 interactions), IGFiR (18
interactions), CDKN1A (16 interactions), CREBBP/EP300 (16 interactions), TP53 (16
interactions), FOXO3 (13 interactions), SIRT1 (10 interactions). All other remaining

nodes had less than ten interactions (accounting for 84% of nodes). Understanding
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the most connected nodes is important for in silico knockouts, as the nodes that are

the most connected are the ones most likely to have a stronger effect on the network.
AES068 Dependency Matrix Generation and in silico Knockouts

As described in the Materials and Methods, CNA is capable of generating a
dependency matrix which shows the effect of every node in the model on every node

in the model. Figure 4 below shows the dependency matrix for the wild-type model.
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In total 4624 (68*68) dependencies were observed in the AES068 model. Of these,
1972 were no effect, 2221 were ambivalent, 208 were weak inhibitor, 223 were weak

activator and there were no strong inhibitors or strong activators.
To characterise how the network changes following a mutation event, an in silico

knockout of the androgen receptor (AR) was performed. Figure 5 below shows the

changes in dependencies following this.

Weak Inhibitor

Ambivalent
Factor

ator Strn.ibitor

Figure 5: Dependency matrix alterations following an in silico AR knockout.

Although the wild-type model had no strong activators or inhibitors, the removal of
the AR changed three relationships into strong/total versions. These are the changes
most likely to exert a physiological change, so they are worth investigating and may
also provide novel insight into how signalling is altered. The three changes are

summarised below.
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Table 2: Dependency matrix alterations to strong relationships

Activated Original New
Node Deleted Target Node . . . .
Node Relationship | Relationship
Weak Strong
AR PA2G4 KLK3 . .
Inhibitor Inhibitor
Weak Strong
AR KDM3A KLK3 . .
Activator Activator
AR KDMaA Weak Strong
3 - . .
Nix3-1 Activator Activator

It is also certainly possible that knockout of other highly connected nodes would

produce changes in the strong dependencies, which is something to be explored.

Genome-Wide Model Validation

Whilst the dependency matrix approach described above certainly provides useful
information, it would be more beneficial for the model to be assessed on a wider
scale. To this end, logical steady state analysis (LSSA) was employed in conjunction
with microarray validation. As described in the Materials and Methods, LSSA
between a wild-type and mutant scenario can encapsulate the model’s predictions for
the entire network, which can then be validated via microarray data. Androgen-
response and androgen-resistant cells were simulated and LSSA performed, with the

results shown below in Figure 6.
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BLOCAS2

BLOC1S2

Figure 6: LSSA results of simulations of androgen-response (A) and androgen-
resistant (B) cells.
ON/activated nodes are represented by green circles, whilst red represents

OFF/inactive nodes. Orange represents undetermined (NaN) nodes.

Table 3 below summarises prediction rates achieved from microarray validation of
LSSA results:

Table 3: Microarray validation of LSSA results using the microarrays described in
Table 1 in the Materials and Methods.

Correct Small Error | Large Error | P-Value of Correct
Predictions Predictions Predictions Predictions
46 (71%) 19 (29%) 0 (0%) 6.27125%X10710

As shown above in Table 3, the AES068 model achieved a correct prediction rate of
71%. Given that there are three possible outcomes (correct, small error, or large error)
a random model would be expected to achieve a correct prediction rate of 33.3%. 71%
is obviously significantly higher than 33.3%, and the p-value indicates extreme
statistical significance. Therefore, this provides encouraging evidence of the

predictive power of the AES068 model.
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Drug Repositioning of Androgen Receptor Activators

In order to determine if the AES068 model could be used to identify potential drug
targets, nodes that were indicated to be an AR activator by the dependency matrix
were submitted to DRUGSURV (Amelio et al. 2014). Potential drugs for multiple
targets are shown in S4 Table. The most promising repositioned drug appears to be
sunitinib, as it targets multiple nodes and pathways. Indeed, a cursory examination of

https://clinicaltrials.gov reveals that there is an ongoing trial with sunitinib plus

hormonal ablation before prostatectomy (NCT00329043), which indicates that this
approach of combined computational modelling and in silico repositioning is valid,

and able to identify potentially clinically important drugs.

Discussion

The androgen receptor remains a key player in prostate cancer. Despite decades of
research, castration-resistant PCa remains a problem, and efforts to increase our
understanding of androgen receptor signalling are ongoing. The research presented
herein shows, for the first time to our knowledge, the application of a Boolean
modelling approach using CellNetAnalyzer analytical methods to the androgen
receptor. These approaches have previously been applied to cancer in general through
TP53 modelling (Tian et al. 2013) and leukaemia through GR modelling (Bakker et al.
2017) but this approach has yet to be applied to PCa.

It is interesting that the AES068 model identified 38 two-step feedback loops. This
shows a lower degree of connectivity per node than the GR model (which had 64 two-
step feedback loops despite having only 52 nodes) (Bakker et al. 2017). However, the
AES068 model has significantly more connectivity per node than the TP53 model
(Tian et al. 2013). Thus, it is unclear whether the increased connectivity in the
AES068 model is due to updates to the STRING database (with each update offering
more accurate and a higher number of protein interactions) or due to inherent
feedback within the different biological systems.

Although achieving a 71% correct prediction rate is a promising find with regard to

the accuracy of the AES068 model, the results here are still limited through the very
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nature of Boolean modelling. The fixed-state nature of Boolean logic (i.e. ON or OFF)
does not accurately capture gene expression, where in reality it is of course a much
more quantitative scale. There have been several approaches to address this
shortcoming of Boolean modelling in the past. One that has been applied successfully
to the type of Boolean model presented herein is the signal transduction flow score
algorithm (STSFA) (Isik et al. 2012). This approach has been shown to improve
predictive capacity in both the TP53 model (Hussain et al. 2014) and the GR model
(Bakker et al. 2017), with the GR model reaching correct prediction rates as high as
87%. The algorithm works by superimposing microarray and/or ChIP-seq data on top
of a Boolean model, thus providing a “starting score” to every node within the model.
These scores then traverse along the signalling pathways present within the model.
Thus, this “semi-quantitative” approach overcomes the natural limitations present
within Boolean modelling, and therefore represents a promising avenue for future
research relating to the AES068 model.

Ultimately, the AES068 has demonstrated successful prediction rates, and is a good
source for further development. There are several key points where future work could
be directed. A common suggestion for models is model expansion to include more
nodes, more inputs as well as biologically-relevant outputs. This is a potential point
for the AES068 model. Additionally, the dependency matrix alterations could be
validated by literature searching to verify their effect (if already known) or if they are
novel mechanistic predictions then they could be validated in the laboratory (for
example by depleting AR and then tracking KLK3 or NKX3-1 expression and seeing if
it is mediated through KDM3A). Similarly, laboratory validation (for instance simple
cytotoxic assays) of the repositioned drugs against prostate cancer cells could be
performed, as DRUGSURYV identified many potential drugs. The aforementioned
STSFA could be employed onto the AES068 model to confirm its enhanced predictive
power. Lastly, the AES068 model could be validated using patient data, in much the
same way that the GR model was validated using patient data (Bakker et al. 2017).
Validation with patient data brings the model that step closer to translational
relevance, which is the ultimate aim of research to help PCa patients.

In conclusion, the data presented herein shows the novel application of Boolean
modelling to understand androgen receptor signalling. The high correct prediction
rate achieved via genome-wide model validation (71%) with a very low p-value

indicates the strength of the model’s predictive capacity. The identification of novel
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signalling events following the loss of functional AR may improve our understanding
of androgen receptor signalling, and the identification of potential repositioned drugs

could be taken forward for laboratory testing.
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Role du récepteur des androgenes dans les communications
cellulaires au sein du cancer de la prostate

La castration représente le traitement de référence du cancer de la prostate a un stade
avancé. Cependant, la plupart des patients rechute du fait notamment de I’émergence de variants
tronqués constitutivement actifs du récepteur des androgenes (RA). Le microenvironnement
tumoral, en particulier les fibroblastes associés au cancer (CAFs), favorisent largement la
progression tumorale. Ils sont tres hétérogenes et dérivent de plusieurs types cellulaires dont les
cellules souches mésenchymateuses (MSCs). Afin de mettre a jour I'impact des variants du RA sur
le microenvironnement tumoral, mon projet de these a porté sur I'étude des effets de ces variants
du RA sur la différenciation des MSCs en CAFs. Les résultats obtenus m’ont permis de démontrer
un impact positif du variant RA Q641X sur I’expression du facteur de différenciation VEGF par les
cellules tumorales, ainsi que sur 'expression des marqueurs de différenciation en CAFs FSP-1,
CXCL12, PDGFR-p, ainsi que VEGF, au niveau des MSCs. Ces données suggerent que le variant RA
Q641X est capable d’induire la différenciation des MSCs en CAFs, soulignant ainsi I'importance de

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant ces variants du RA.

Mots-Clés : Cancer de la prostate, variants constitutivement actifs du récepteur des androgenes,
microenvironnement tumoral, fibroblastes associés au cancer, cellules souches mésenchymateuses

Androgen ablation therapy remains the most common treatment for patients with advanced
prostate cancer. However, most patients will relapse due to the emergence of truncated
constitutively active androgen receptor (AR) variants. The tumor microenvironment is another
necessary feature driving prostate cancer progression. Cancer associated fibroblasts (CAFs) are the
major specialized stromal cells that favor tumor progression. These cells are very heterogeneous
and derive from several other cell types as mesenchymal stem cells (MSCs). In order to highlight
the impact of AR variants on surrounding tumor stroma, the aim of my project was to investigate
the effects of these AR variants on MSCs differentiation into CAFs. I noticed that the expression of
VEGF, a CAF differentiation factor, was upregulated in tumor cells expressing AR Q641X variant.
Similarly, the expression of CAF differentiation markers FSP-1, CXCL12, PDGFR-f, and VEGF was
enhanced in MSCs in presence of AR Q641X variant. These data highlight an unknown property of
AR Q641X variant in prostate tumor cells that is its ability to induce MSCs differentiation into
CAFs, underlining the urgent need to develop novel strategies targeting these AR variants.

Keywords: Prostate cancer, constitutively active androgen receptor variants, tumor
microenvironment, cancer associated fibroblasts, mesenchymal stem cells




