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Résumée

Résumé

Au cours de ces derniéres décennies, I’augmentation de la consommation de glucides, d’acides
gras et de cholestérol liée aux changements des habitudes alimentaires dans la plupart des pays
industrialisés est & 1’origine de nombreuses pathologies telles que 1’obésité, les troubles cardio-
vasculaires, le développement du diabéte de type Il et la survenue de cancers. Plusieurs arguments
bibliographiques suggerent notamment que le cholestérol puisse étre un élément a risque dans la
survenue du cancer de la prostate. D une part, I’hypercholestérolémie est associée a une augmentation
des cas de cancer de la prostate et, d’autre part, les cellules cancéreuses présentent des déréglements

du métabolisme des lipides associés a I’accumulation de cholestérol dans les tumeurs solides.

Les objectifs de ces travaux ont été d’analyser le réle du cholestérol dans le développement du
cancer de la prostate et d’étudier le rdle des récepteurs nucléaires LXRs (liver X receptors),
régulateurs fondamentaux de I’homéostasie du cholestérol, dans les mécanismes associés a I’initiation

et a la progression tumorale.

Nos résultats montrent qu’une accumulation de cholestérol, induite par un régime chez les
souris déficientes en LXRs, peut initier les premieres étapes du développement tumoral par des
mécanismes épigénétiques mettant en jeu 1’action répressive de 1’histone méthyltransférase EZH2 sur
des geénes suppresseurs de tumeur. En paralléle, I’activation pharmacologique des LXRs dans des
cellules cancéreuses humaines réduit la croissance tumorale en augmentant la mort des cellules par des

mécanismes faisant intervenir les rafts lipidiques.

Au total, nos travaux révélent I’existence d’une relation entre la consommation excessive de
cholestérol et la modification d’empreintes épigénétiques, mécanisme de plus en plus associé¢ aux
processus carcinogéniques. Nos données indiquent également que les LXRs, en s’opposant a
I’accumulation de cholestérol intracellulaire, ralentissent I’initiation et la progression du cancer de la
prostate. Ainsi, toute stratégie thérapeutique visant a diminuer le cholestérol intra-tumoral, telle que
I’activation pharmacologique des LXRs, peut étre considérée comme une piste thérapeutique dans le

cadre du cancer de la prostate.

Mots clés : Cancer, Prostate, Cholestérol, LXR, Rafts, EZH2.
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Abstract

In the recent decades, increased consumption of carbohydrates, fatty acids and cholesterol,
linked to changes in dietary habits in most industrialized countries, is the cause of various diseases
such as obesity, cardio-vascular troubles, development of type II diabetes and the onset of cancer.
Literature reveals several arguments suggesting that cholesterol may be a risk factor in the occurrence
of prostate cancer. First, hypercholesterolemia has been associated with an increased incidence of
prostate cancer and, second, cancer cells exhibit deregulations of lipid metabolism associated with

cholesterol accumulation in solid tumors.

The objectives of this work were to analyze the role of cholesterol in the development of
prostate cancer and to study the role of nuclear receptors LXRs (liver X receptors), fundamental
regulators of cholesterol homeostasis, in the mechanisms associated with tumor initiation and

progression.

Our results show that cholesterol overload induced by a diet in /xr knockout mice may initiate
the early stages of tumor development by epigenetic mechanisms involving the repressive action of
histone methyltransferase EZH2 on tumor suppressor genes. In parallel, the pharmacological
activation of LXRs in human cancer cells reduced tumor growth by increasing cell death through

mechanisms involving lipid rafts.

Taken together, our data reveal the existence of a relationship between environmental factors
such as diet consumption of cholesterol and changes of epigenetic imprinting, a mechanism
increasingly associated with carcinogenic process. Our data also indicate that LXRs protect from the
initiation and progression of prostate cancer by blocking the accumulation of intracellular cholesterol.
Thus, all therapeutic strategies leading to intra-tumoral cholesterol lowering, such as pharmacological

activation of LXRs, may be relevant treatments of prostate cancer.

Key words : Cancer, Prostate, Cholesterol, LXR, Rafts, EZH2.
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Préambule

Le cancer la prostate est un carcinome d’apparition tardive qui émerge sous la forme de petits
foyers disséminés dans la glande. Cette pathologie qui touche en France un homme sur sept est
d’origine multifactorielle. L’attention est trés généralement focalisée sur la perte de 1’androgéno-
dépendance de ce cancer lorsque la tumeur évolue vers des stades agressifs suite a un traitement
antihormonal. Dans ce manuscrit, notre propos sera plus orienté vers la mise en évidence de
perturbations épigénétiques qui pourraient &tre liées directement a des déséquilibres métaboliques.
Ainsi, les récepteurs nucléaires des oxystérols (LXRs) et leurs cibles moléculaires pourraient

constituer des acteurs importants de la pathologie prostatique permettant d’envisager leur activation

pharmacologique comme nouvelle stratégie thérapeutique.

Apres avoir présenté la glande prostatique, la recherche bibliographique présentée dans ce

manuscrit décrit les différents traitements du cancer de la prostate actuellement disponibles et met en
évidence, face a la progression inéluctable de la maladie et aux multiples échecs thérapeutiques
rencontrés, la nécessité 1) d’approfondir les connaissances quant aux facteurs impliqués dans la mise
en place de ce cancer afin de mieux en prévenir les risques et 2) d’améliorer les moyens thérapeutiques
en proposant de nouvelles stratégies. Ensuite sont développés les différents facteurs génétiques,
épigénétiques et environnementaux capables d’influencer le développement du cancer de la prostate.
Ces données révelent la complexité de 1’étiologie de cette pathologie et témoignent de I’existence
d’interaction entre ces différentes composantes. L’accent est tout particulicrement porté sur
I’incidence du cancer de la prostate en relation avec la consommation, de plus en plus importante dans
les pays occidentaux, de lipides tels que le cholestérol. Enfin, nous aborderons la place des LXRs dans

le maintien de I’homéostasie lipidique.

La recherche expérimentale menée au cours de cette thése permet de mettre en évidence le role

du cholestérol dans les mécanismes qui conduisent a I’initiation et a la progression tumorale. D’un
coté nous montrons que 1’accumulation de cholestérol dans les cellules prostatiques entraine la
répression d’expression de génes suppresseurs de tumeur via des mécanismes épigénétiques associés
au développement tumoral. D’un autre coté, nos travaux indiquent que la diminution de la quantité de
cholestérol intracellulaire induite par ’activation pharmacologique des LXRs est responsable du

ralentissement de la croissance tumorale.
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ABC
ACAT
ACC
ACTH
ADN
AF

AG
AKR
AMACR
APO
AR
ATP
bHLHZ
BPH
CBP
CDK
CDKN
ChREBP
CK
COP-1I
COX
CPA
CRAds
CRIP1
CRPC
CYP7A1
DAB2IP
DBD
DHEA
DHT
DIG
DLL
DNMT
DR
DRM
DTT
DZNep
EGF
EMT
EOR
ER
ERG
ESR1
ETS
EZH2
FAS

Abréviations

ATP binding cassettes

acyl cholesterol acyltranferase

acetyl CoA carboxylase
adrénocorticotrophine

acide désoxyribonucléique

activating function

acides gras

aldo-keto-reductase
a-methylacyl-CoA-racémase
apoplipoprotéine

androgen receptor

adénosine triphosphate

basic helix-loop-helix-leucine zipper
benign prostate hypertrophy

c-AMP response element binding protein
cyclin dependent kinase
cyclin-dependent kinase inhibitor
carbohydrate response element binding protein
cytokératine

coat Protein complex-11
cyclo-oxygenase

acétate de cyprotérone

conditionally replicative adenoviruses
cysteine-rich proteinl
castrate-resistant prostate cancer
cholesterol-7o-hydroxylase

DAB? interacting protein

DNA Binding Domain
déhydroépiandrostérone
dihydro-testostérone
detergent-insoluble, glycolipid-enriched complexes
delta-like ligand

DNA methyltransferase

direct repeat

detergent-resistant membrane domains
dithiothréitol

3-deazaneplanocin A

epidermal growth factor
epithelial-to-mesenchymal transition
especes oxygénées réactive

everted repeat

ETS related gene

oestrogen receptor alpha

e-twenty Six

enhancer of zest 2

fatty acid synthase






FGF
FGFR
FOX
FZL
GDEPT
GRIP-1
GSTP
HAT
HBP
HDAC
HDL
HES
HIF
HMG
HMGCOoA reductase
HMGCoA synthase
HSP
HSV-tk
HTGL
ICR
IDL
IDOL
IGF
IHH
IMC
INISG
iPReCs
IR
IRM
IMJD3
KLK3
LBD
LCAT
LDL
LDLR
LHRH
LNCaP
LO
LPL
LXR
LXRE
MAX
MEK
miR
MSMB
mTOR

Abréviations

fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor
forkhead box

frizzled

gene-derived pro-drug therapy
glucocorticoid receptor-interacting protein 1
glutathione S-transferase 1
acetyltransferases

hyperplasie bénigne de la prostate
histone deacetylase

high density lipoprotein
hairy-enhancer of spli

hypoxia inducible factor
hydroxy-méthyl-glutarate
hydroxymethylglutaryl-Coenzyme A reductase
hydroxymethylglutaryl-Coenzyme A synthase
heat Shock Protein

thymidine kinase du virus herpes simplex
hepatic triglyceride lipase

imprinting control region

intermediate density lipoprotein
inducible degrader of LDLR

insulin growth factor

indian hedgehog

index de masse corporel

rusulin induced gene

immortalized prostate epithelial cells
indirect repeat

imagerie par résonnance magnétique
Jjumanji D3

kallikrein 3

ligand binding domain
lecithine-cholesterol-acyl-transferase
low density lipoprotein

low density lipoprotein receptor
luteinizing hormone releasing hormone
lymph node cancer prostate
lipooxygénase

lipoprotein lipase

liver X receptor

LXR response element

max MYC associated factor X
mitogen-activated protein kinase
microRNA

microseminoprotein-beta

mammalian target of rapamycin






MBCD
N-Cor
NIH
NLS
ORF
P/CAF
PCNA
PG
PGCla
PI3K
PIN

PPARE
pRB
PSA
PSP94
PTC
PTEN
PXR
Rap250
RNAIi
ROR
RXR
S100P
S1P
SAH
SAM
SCAP
SCD
SHH
SMO
SMRT
SOD
SQS
SR
SRC-1
SRDSA
SREBP
STAR
STATS
SWI/SNF
TGF
TGFR
TIP60
TLR
TMPRSS2

méthyl-B-cyclodextrine
nuclear receptor Co-repressor
national institute of health
nuclear localization signal
open reading frame
P300/CBP associated factor
proliferation cell nuclear antigen
prostaglandine

PPAR-Gamma, Coactivator-1
phospho-inositid-3-OH kinase
prostatic intra-neoplasia

peroxisome proliferator-activated receptor response
element

retinoblastoma protein

prostatic specific antigen

prostatic secretory protein of 94 amino acid
patched

phosphatase and tensin homologue
pregnane X receptor

nuclear receptor-activating protein

RNA interference

retinoic acid receptor-related orphan receptor
retinoid X receptor

5100 calcium-binding protein p

srite 1 protease

S-adenosylhomocystéine
S-adénosylméthionine

srebp cleavage activating protein
stearoyl-CoA desaturases

sonic hedgehog

smoothened

silencing mediator for RAR and TR
superoxide dismutase

squalene synthase

scavanger receptor

nuclear receptor Coactivator 1

Sa-réductase de type 2

sterol response element binding protein
steroidogenic acute regulatory protein
signal transductor activator of transcription 5
mating type switching/sucrose nonfermenting
transforming growth factor

transforming growth factor receptor
tat-interactive protein 60 kDa

toll-like receptor

trans-membrane prostease serine 2
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L Cancer de la prostate

A. La glande prostatique

1. Structure et fonction

La prostate est une glande exocrine de 1’appareil de reproduction male présente chez la plupart
des mammiféres. Chez I’homme, la prostate est formée d’une masse unique entourant I’urétre a la base
de la vessie. Il est possible de distinguer une zone périphérique, une zone centrale et une zone
transitoire qui représentent respectivement environ 70, 25 et 5% de la prostate (Figure 1). En revanche,
chez beaucoup de mammiféres tels que la souris, la prostate comporte quatre lobes anatomiquement
distincts situés autour de ’urétre et présents chacun en deux exemplaires : les lobes ventraux, latéraux,
dorsaux et antérieurs, ces derniers sont aussi appelés glandes coagulantes (Figure 1). Dans tous les cas,
la prostate est composée d’un ensemble de lobules exocrines dont les sécrétions sont drainées vers
I’urétre par de multiples conduits. (Figure 2). D’un point de vue histologique, la prostate est un tissu
composite qui présente une couche de cellules musculaires lisses permettant la contraction de la
glande, des cellules stromales qui sécretent, en réponse aux androgenes, des facteurs de croissance de
type EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth factor) ou encore TGF (transforming
growth factor) (2) stimulant directement la prolifération et la différenciation de cellules souches et
intermédiaires pour former les cellules luminales définitives qui composent 1’épithélium prostatique

(Figure 2 et 6).

Ce sont les cellules épithéliales luminales qui sont responsables de la production du liquide
prostatique et conferent a la prostate la capacité de stocker et de sécréter le fluide prostatique qui
constitue 25 a 30 % du volume du sperme. Celui-ci est notamment composé de prostasomes (3),
vésicules riches en cholestérol de 150 a 200 nm de diamétre, dont le réle n’est pas ¢élucidé. Le fluide
prostatique est expulsé, avec le liquide séminal dans la premiére fraction de I’éjaculat et jouerait un
role protecteur des spermatozoides en favorisant leur survie et leur pouvoir fécondant dans les voies
génitales (4) ou en les protégeant contre les agents pathogeénes (5). On trouve également dans les
sécrétions prostatiques humaines des kallikréines, dont 1I’expression est contrélée par les androgénes,
telles que la KLK3 (Kallikrein 3) plus connue sous le nom de PSA (prostatic specific antigen) qui est
en partie responsable de la liquéfaction du sperme grice a une protéolyse des protéines séménogeline I

et II et de la fibronectine. D’un point de vue clinique, ces protéines retrouvées aussi dans le

[. Cancer de la prostate
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compartiment sanguin, sont d’un intérét majeur notamment pour le dépistage d’un déreglement de la

fonction prostatique, comme le cancer (6).

2. Une glande prostatique chez la femme ?

Au risque de surprendre, il faut noter I’existence d’une « prostate » chez la femme. En effet,
depuis 2002, les glandes para-urétrales ou glandes de Skene ont été officiellement renommées
« prostate féminine » par le Federative International Committee on Anatomical Terminology. Les
fonctions physiologiques de cette glande chez la femme ne sont pas connues. Comme chez I’homme,
elle produit du PSA dont le niveau augmente avec la présence de cancer (7). Chez certaines femmes,
cette glande est parfois capable d’expulser un fluide au moment de I’orgasme féminin présentant les

caractéristiques des sécrétions prostatiques (8).

3. Morphogenese de la prostate et genes du développement

Contrairement aux conduits génitaux et aux vésicules séminales qui ont une origine
mésonéphrotique, la prostate dérive du sinus urogénital. Son développement peut étre divisé en cinq
étapes : la détermination, le bourgeonnement, la morphogen¢se des branches, la différenciation et la
maturation (9) (figure3). Chez I’homme, ce processus se déroule chez le feetus entre le deuxieéme et le
troisiéme trimestre pour étre ainsi finalis¢ a la naissance (10). Chez les rongeurs comme la souris ou le
rat, I’excroissance des bourgeons épithéliaux s’effectue entre le 16 et le 19°™ jour feetal (11). A la
naissance, les lobes ventraux, dorsaux et latéraux sont a I’état de bourgeons encore non branchés. La
morphogenése des branches se termine entre les 15 et 30 jours post-nataux. La différenciation des
cellules épithéliales et mésenchymateuses est coordonnée avec la morphogenése des branches et
s’oriente de maniére proximo-distale (12). Chez les rongeurs, la castration chirurgicale ou chimique
visant a bloquer I’action des androgenes inhibe le développement de la prostate démontrant que le
déterminisme et I’initiation du développement prostatique sont enticrement dépendants des androgénes
produits par le testicule feetal (13). Par ailleurs, la différenciation épithéliale depuis les cellules
progénitrices est associée a une augmentation d’expression du geéne codant le récepteur des
androgénes, médiateur de 1’action des androgénes. Les androgénes sont également indispensables pour
la croissance terminale et la maturation des lobes prostatiques qui a lieu a la puberté (jours 25-40)

lorsque les taux d’androgénes circulants augmentent (9).
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Les génes qui régulent la morphogenése prostatique peuvent se diviser en trois catégories : 1)
les génes homéotiques, 2) les facteurs de transcription et 3) les ligands de signalisation sécrétés et
codés par un petit nombre de génes trés conservés comme les génes des familles Hedgehogs, Fefs,
Bmps/Tgfp et Wnt (14). Dans cette partie, [’accent est mis sur certains génes connus pour étre

également impliqués dans les mécanismes moléculaires associés au développement tumoral.

a) Les génes homéotiques (Hox)

Chez les mammiferes, la duplication des génes a donné lieu a la formation de quatre clusters
de geénes hox (A, B, C et D) portés par des chromosomes différents qui représentent 39 génes connus
pour déterminer le processus développemental d’organismes aussi éloignés que la drosophile et
I’Homme. Chez la souris, I’invalidation de hoxal3 ou hoxdl3 qui s’expriment majoritairement durant
la vie feetale, inhibe la croissance prostatique démontrant ainsi leur role fondamental dans le
développement de cette glande. Contrairement a ses paralogues A et D exprimés principalement dans
le mésenchyme, hoxbl3, dont I’expression est stimulée par les androgeénes, est retrouvé dans le
compartiment épithélial et permet ainsi sa différenciation. On peut noter que chez I’homme, hoxbl3

est retrouvé fréquemment surexprimé dans les tumeurs prostatiques (15).
b) Facteurs de transcription

(1) NKX3.1

Chez la souris, le pic d’expression de nkx3.1 a lieu entre les jours 6 et 15 postnataux lorsque
I’épithélium subit la cytodifférenciation. Ensuite, les cellules épithéliales conservent une expression
plus faible mais fondamentale de nkx3.1 qui joue un réle de suppresseur de tumeur puisque la perte de
son expression est observée au cours de la carcinogenése prostatique et de la progression tumorale (16,
17). L’invalidation prostatique de nkx3.1 chez la souris entraine la dérégulation de plus de 50 genes
(18) et est associée a des défauts de branchement, des perturbations dans les fonctions de
différenciation mais également ’apparition de foyers de néoplasie intraépithéliale (19). Par ailleurs, il
a été montré que les androgénes stimulent directement 1’expression de nkx3.1 au cours du
développement ce qui représente une voie par laquelle les androgénes contrdlent le développement

prostatique (20).

2) FOX (Forkhead box) A1-A2

FOX Al joue un rdle dans la morphogenése des canaux et la maturation des cellules
épithéliales (21). Son expression est restreinte aux bourgeons épithéliaux du sinus urogénital et
augmente au cours du développement prostatique pour étre maintenue ensuite a la vie adulte. A
I’inverse, fox A2 est uniquement exprimé dans les cellules épithéliales a D’interface avec le
mésenchyme durant les stades précoces de bourgeonnement (22). Chez ’homme, la surexpression de
Jfox Al est toujours corrélée au niveau d’agressivité des tumeurs alors que I’expression de fox A2 n’est

retrouvée que dans les cancers de trés haut grade ou dans les carcinomes a petites cellules ou il
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Figure 4 : Bourgeonnement et branchement des canaux : action de SHH,
FGF10 et BMP4. Modele de contrdle de la dichotomie de branchement des canaux
prostatiques en développement par 1I’expression localisée et le « cross-talk » de certains
morphorégulateurs. L’extrémité distale des canaux exprime SHH alors que le
mésenchyme exprime FGF10 et BMP4 (a). Le contact de ces deux types cellulaires
permet I’activation de PCT au niveau des cellules mésenchymateuses par SHH sécrété (b)
ce qui entraine une répression locale de FGF10 et une augmentation de 1’expression de
BMP4. La diminution focale de FGF10 entraine, au niveau latéral, une plus forte
expression de FGF10 adjacente au foci d’expression de SHH qui, en retour, réprime
BMP4 au niveau de cette région et active ainsi la prolifération des cellules épithéliales via
le récepteur FGFR2iiib (c¢). Ceci permet la formation de deux canaux de part et d’autre du
foci de sécrétion de SHH et permet I’initiation du branchement (d). Basé sur les travaux
publiés par Huang et al., 2005 (29).
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favoriserait la progression tumorale vers un stade androgéno-indépendant (23). Les souris fox 41-/- ne
montrent aucun défaut au niveau du bourgeonnement prostatique. En revanche, la croissance des
prostates de ces animaux est réduite avec une formation incompléte des lumiéres et une absence de
protéines de sécrétion (24). La production de sécrétions prostatiques est fortement régulée par les
androgenes. Il faut noter que FOX Al favorise ’action des androgénes pendant la formation de la
prostate puisqu’il joue un role de co-facteur du récepteur des androgénes (AR). Par exemple FOXALI
est requis pour I’expression des génes androgéno-régulés codant la probasine et le PSA (24). Ce role

de co-facteur peut donc expliquer I’absence de sécrétions prostatiques chez les souris foxA1-/-.

3) NOTCH-1/ DELTA / JAGGED

NOTCH-1 est un récepteur transmembranaire activé par les protéines JAGGED/DELTA
présentes au niveau de la membrane des cellules. Cette activation entraine un clivage de NOTCH et la
translocation de sa partie cytoplasmique au niveau du noyau pour interagir avec des facteurs de
transcription et réguler [’expression de génes cibles tels que hes-1 (hairy-enhancer of spli). Notch-1 est
fortement exprimé dans le compartiment €pithélial a la naissance et jusqu’a la morphogenése puis son
expression diminue a I’age adulte (25). DIl (delta-like ligand I) est exprimé au niveau des cellules
épithéliales adjacentes au mésenchyme, a I’endroit ou les bourgeons émergent. L’autre ligand,
JAGGEDI est plutét exprimé au niveau du mésenchyme et des cellules épithéliales du sinus urogénital
(26). Le blocage du clivage de NOTCH par des inhibiteurs de protéases diminue la morphogenése des
branches et la différenciation épithéliale de la prostate chez le rat (27) indiquant son réle clé au cours

eme -

de la morphogeneése prostatique. L’invalidation conditionnelle de NOTCH-1 a partir du 157 jour post
natal dans la prostate entraine une diminution des sécrétions et une augmentation de la prolifération
des cellules intermédiaires (27). Ces résultats confortent le role de NOTCH-1 dans I’inhibition de la
prolifération des cellules progénitrices et comme acteur important dans le processus de différenciation
cellulaire. Paradoxalement, NOTCH et son ligand JAGGED1 sont tous les deux retrouvés surexprimés
dans les cancers de la prostate et la répression de NOTCH-1 et/ou JAGGEDI]1 est associée a une
inhibition de la croissance, migration et invasion cellulaire ainsi qu’a une induction de la mort

cellulaire par apoptose par inactivation de la signalisation AKT, mTOR (mammalian target of

rapamycin), et NF-kappaB (28).
¢ Les molécules de signalisation sécrétées

(1) SONIC HEDGEHOG (SHH)

SHH est une glyco-protéine produite par les cellules épithéliales a D’interface avec le
mésenchyme dans les stades précoces de I’induction du bourgeonnement prostatique. Chez la souris,
I’expression de patched (ptc), codant le récepteur de SHH, est localisée au niveau des cellules
mésenchymateuses ce qui souligne 1’action paracrine de SHH (Figure 4). La liaison de SHH sur PTC

entraine une inhibition de Smoothened (smo) responsable d’une activation du facteur de transcription
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GLI. Par ce mécanisme, SHH est capable de controler I’expression de nombreux geénes codant pour
des protéines sécrétées et des génes homéotiques, ce qui fait de SHH un des plus importants
régulateurs impliqués dans la morphogenése prostatique. Par exemple, 1’expression de nkx3.1 est
dépendante de I’expression épithéliale de shh (30). A noter également, une action autocrine de SHH
puisque PTC est retrouvé, mais dans une moindre mesure, au niveau des cellules épithéliales. Le
blocage de I’action de SHH par un anticorps montre que la signalisation SHH est requise pour
I’initiation du bourgeonnement et 1’élongation des canaux (31). Pour autant, une étude a montré la
mise en place du bourgeonnement et de 1’élongation dans la prostate de souris s#A-/- ce qui prouve que
shh n’est finalement pas indispensable pour ces phénomenes (32). Une analyse plus approfondie des
souris shh-/- montre I’existence d’un mécanisme de compensation par la sécrétion importante de IHH
(indian hedgehog), un autre membre de la famille hedgehog, normalement absente de la prostate de
souris sauvage (33). On peut noter enfin que 1’expression de shh, qui est positivement régulée par les

androgénes, est augmentée dans les tumeurs prostatiques (34).

2) FIBROBLAST GROWTH FACTOR-10 (FGF-10)

Chez la souris, FGF-10 est impliqué dans I’initiation et 1’orientation des excroissances des
bourgeons mais aussi dans le branchement des canaux. En effet, les souris fgf~/0-/- présentent un
nombre de bourgeons trés limité ainsi qu’une croissance prostatique restreinte (35). L’expression de
fef-10 est limitée au niveau distal dans le mésenchyme de la glande ou il joue un rdle de
chimioattractant pour 1’élongation des canaux (36). En mod¢le de culture organotypique, 1’induction
du branchement des canaux par fgf~-/0 mobilise la voie MEK1/2 pour le contrdle de la morphogenese
comme le démontre 1’utilisation d’inhibiteur de MEK1/2 (37). FGFR2iiib, le récepteur membranaire
de FGF-10, est exprimé au niveau des cellules épithéliales soulignant 1’action paracrine de FGF-10 au
cours du développement prostatique. Les souris invalidées pour FGFR2iiib ne présentent pas de
prostate ventrale soulignant la dépendance de ce lobe vis-a-vis de FGF10. En revanche, ces animaux
présentent les lobes dorsaux et latéraux méme s’ils restent peu développés (38). De maniere
intéressante, le blocage par un antagoniste de FGFR2iiib montre que la signalisation FGF-10 est
essentielle pour la stimulation de shh et hoxb13 par les androgénes (20). De plus I’expression de fgf~10
et de fgfR2iiib est sensible aux androgénes, ce qui place la signalisation FGF10 au cceur des processus
de morphogenése prostatique régulés par les androgeénes. Enfin, il faut noter que la surexpression de
Jfgf~10 au niveau du mésenchyme prostatique chez la souris entraine la formation d’adénocarcinomes

prostatiques (39).

3) Les membres de la famille TGF3
TGFB1 (transforming growth factor I) est un membre de la superfamille des TGFp qui
agissent généralement comme des inhibiteurs de la prolifération cellulaire au cours du développement.
Chez la souris, #gfp 1 est exprimé en période post-natale au niveau de cellules du mésenchyme et décrit

comme impliqué dans la répression de fgf-10 par TGFB1. Par ailleurs, les génes codant les récepteurs
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Figure 5: Schéma récapitulatif de I’action des acteurs régulant
la morphogenése prostatique. Mode¢le schématique de 1’élongation et
du branchement des canaux prostatiques montrant la localisation de
plusieurs facteurs de transcription, des facteurs morphogeénes sécrétés et
leurs récepteurs respectifs. Les facteurs en vert montrent une action
stimulatrice et a l’inverse, en rouge sont représentés les facteurs
inhibiteurs. Les fleches symbolisent une action paracrine depuis le
mésenchyme ou I’épithélium en direction des morphogenes sécrétés. A
I’inverse les « T » symbolisent une inhibition.
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tgfprl et tgfPril qui sont exprimés au niveau des cellules stromales et épithéliales permettent une
inhibition de la croissance prostatique en agissant sur les deux types de population au cours du
développement (40) (Figure 4). La perte d’expression de ces deux récepteurs est corrélée a la
progression tumorale et pourrait constituer un mécanisme utilisé par les cellules tumorales pour

échapper a I’inhibition de croissance induite par TGFB1 (41).

Les bone morphogenetic proteins (bmps) sont des membres de la famille TGFB et sont
également considérés comme des inhibiteurs de la prolifération au cours du développement (Figure 4).
Les BMPs sont sécrétés par les cellules épithéliales et se fixent sur des récepteurs transmembranaires,
présents a la fois sur les cellules épithéliales et mésenchymateuses, pour activer des voies de
signalisation intracellulaire impliquant SMAD 1, 3 et 5. Par exemple, chez la souris, bmp7 est exprimé
entre les jours 1 et 5 post-nataux au niveau des centres distaux. Son invalidation, comme celle de
bmp4, multiplie par deux le nombre de branches (26) (42) ce qui démontre ainsi le role inhibiteur des

BMPs sur la morphogenése des branches au cours du développement prostatique.

4) WNT

Les génes wnt codent une large famille de 19 glycoprotéines hautement conservées et connues
pour leur implication dans le contrle de la détermination et prolifération cellulaire en se fixant au
récepteur membranaire FZL (frizzled). La voie canonique induite par cette fixation passe par
I’activation de la B-caténine qui transloque au niveau nucléaire pour activer des génes cibles. Au
niveau de la prostate, les génes wnt tels que wnt4, wntll, fzd1, fzd7, Irp, lefl et sfrp2 sont fortement
exprimés au cours du développement prostatique (43). A ce jour, leur role dans le développement
normal de la prostate n’est pas trés clair. En revanche, plusieurs études montrent une dérégulation de
la signalisation WNT au cours de la progression tumorale (44, 45). La mutation de la B-caténine
conduisant a une forme constitutivement active dans la prostate de souris entraine une hyperplasie
épithéliale et une métaplasie avec une transdifférenciation des cellules vers un lignage épidermal, ce
qui suggere le role de la voie WNT canonique dans la détermination, la différenciation et la

prolifération des cellules prostatiques (46).

La figure 5 résume 1’action de ces différents morphogeénes pendant le développement de la

glande prostatique.

4. Régulation hormonale

Les régulations hormonales au niveau de la prostate sont multiples et complexes (47). Nous
nous limiterons volontairement a celle des androgeénes et de fagcon succincte. Le rdle clé des

androgénes au cours du développement prostatique a été briévement abordé précédemment. A 1’age
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® Androgénes

Figure 6 : Action des androgénes sur la prolifération, la différenciation et le
maintien des cellules prostatiques. Les androgénes stimulent le maintien de 1’épithélium
prostatique via deux effets majeurs : 1) Ils stimulent la sécrétion de facteurs de croissance par les
cellules stromales (C.S.) qui activent la prolifération et la différenciation des cellules basales
(C.B.), des cellules intermédiaires basales (C.I.B.) et luminales (C.I.LL.) ; et 2) en stimulant
directement la survie des cellules épithéliales luminales (C.E.L.) différenciées.
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adulte, une privation androgénique induite, soit par une castration, soit par un traitement
pharmacologique, conduit a une involution des épithélia génitaux dont celui de la prostate (48), ce qui
démontre la totale dépendance de la prostate vis-a-vis des androgénes tout au long de la vie. Au niveau
de la prostate, la testostérone est transformée en DHT (dihydro-testostérone) par la SRD5SA2 (5a-
réductase de type 2). L’affinité de la DHT (kd = 0.3nM) pour son récepteur AR (androgen receptor)
est supérieure a celle de la testostérone (kd = InM). L’activité SRD5A2 est donc fondamentale pour le
maintien de I’homéostasie de la prostate par les androgénes. Les androgénes agissent non seulement
sur les cellules stromales pour stimuler la production de facteurs de croissance indispensables au
renouvellement et au maintien des cellules épithéliales, mais aussi directement les cellules luminales
afin de permettre le maintien de leurs fonctions différenciées telles que la production des sécrétions

(48) (Figure 6).

5. Les pathologies de la glande prostatique

Chez I’homme, il existe différentes pathologies de la prostate telles que la prostatite,
I’hyperplasie bénigne de la prostate (BPH), décrites ci-dessous et le cancer de la prostate qui sera plus

amplement détaillé dans le chapitre I B (page 16).

a) Les prostatites

La prostatite est une inflammation de la prostate fréquemment retrouvée chez I’homme agé. Il
existe 4 formes. Trois d’entre elles sont peu communes : les prostatites bactériennes aigiies (catégorie
I) qui résultent d’une infection de la prostate (80% E. coli et 20% P. aeruginosa, S. marcenscens,
Klebsiella spp, P. mirabilis) et les prostatites chroniques (catégorie II) qui sont des infections
récurrentes de la prostate. Ces deux types de prostatite, sont traités par des antibiotiques. La prostatite
chronique non bactérienne ou syndrome de douleur pelvienne chronique (catégorie I1I), qui représente
95% des prostatites diagnostiquées et dont 1’étiologie n’est pas connue, est traitée par des alpha-
bloquants, des massages de la prostate ou des antihistaminiques. Les prostatites de catégorie IV, trés
peu répandues dans la population générale, sont des formes de leucocytoses, c'est-a-dire la présence de

leucocytes dans les tissus et sécrétions prostatiques.

b) L’ hyperplasie bénigne de la prostate (BPH)
La BPH est une pathologie de I’homme vieillissant, de 55 ans et plus. Les signes d’appel

principaux sont : une difficulté a la miction et le besoin fréquent d’uriner. La BPH se caractérise par
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une augmentation du volume de la zone transitoire de la prostate entrainant une constriction de 1’urétre

plus ou moins importante en fonction de I’avancement de la pathologie.

Les traitements sont médicamenteux ou chirurgicaux. L’administration d’alpha-1-bloquants,
tels que la Tamsulosine® permet de diminuer le tonus des muscles lisses de la vessie et de I'urctre et
celle d’inhibiteurs de la 5-alpha réductase de type Il tels que le Finastéride® entraine une diminution
du volume prostatique avec amélioration des symptomes. Dans des cas plus avancés, il convient
d’avoir recours a une résection trans-urétrale. Il s’agit alors de retirer, par une sonde introduite dans
I'urétre du patient, I’intégralité ou une partiec de la prostate. Depuis peu, cette ablation peut étre
réalisée par d’autres techniques faisant appel aux lasers, micro-ondes ou électrovaporisation. Il faut
noter que ’incontinence et I’éjaculation rétrograde, c'est-a-dire vers la vessie et non vers I’extérieur,

sont deux complications classiques de ce type d’intervention.
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Figure 7 : Représentation schématique des différentes étapes de I’évolution
tumorale au niveau de I’épithélium prostatique. Les cellules épithéliales proliférent
de maniére incontrdlée conduisant a la formation de néoplasies intra-épithéliales. Ensuite,
les cellules peuvent acquérir différents degrés d’agressivité pour donner lieu a 1’apparition
de carcinomes in situ. Dans certains cas, il est possible d’observer la formation de tumeurs
secondaires (métastases ) lorsque les cellules envahissent les compartiments sanguin et
lymphatique pour aller coloniser des tissus/organes périphériques.
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B. Le cancer

1. Stades d’évolution de la pathologie

La formation d’un adénocarcinome au niveau de la zone périphérique de la prostate est un
processus relativement long au cours duquel il est possible de distinguer différentes étapes (Figure 7).
De nombreux arguments suggerent que les néoplasies intra-épithéliales ou PIN (prostatique intra-
neoplasia) sont des précurseurs des adénocarcinomes. La mise en place des PIN se traduit par une
désorganisation des structures d’unités prostatiques. En fonction de leur architecture et de leur
cytologie, elles sont classées en PIN de bas ou de haut grade (49). Les PIN de haut grade seraient une
transition entre les PIN de bas grade et les carcinomes invasifs (1, 50). La perte de la lame basale est la
principale caractéristique qui permet de distinguer le carcinome invasif de la PIN de haut grade. Au
stade de carcinome, les cellules épithéliales basales et luminales présentent une trés forte activité de
prolifération. Cette augmentation du nombre de cellules se traduit par une forte production de PSA
détectable au niveau plamatique. Les cellules peuvent ensuite évoluer vers un stade encore plus
agressif ou elles deviennent capables d’envahir les tissus périphériques notamment les vésicules
séminales mais aussi la vessie ou le rectum (51). Le stade ultime des tumeurs prostatiques se traduit
par la formation de métastases. Elles sont associées a une perte d’adhérence des cellules entre elles et a
la matrice extra-cellulaire, un passage dans le systéme lymphatique ou sanguin et une colonisation des

tissus périphériques tels que les ganglions lymphatiques, les os ou encore le cerveau (52-54).

2. Epidémiologie

L’age moyen des patients atteints de cancer de la prostate oscille, en fonction des données
épidémiologiques, entre 72 et 74 ans. 85% des patients sont diagnostiqués aprés 65 ans et les risques
de développer un cancer de prostate a 85 ans s’échelonnent de 0,5 a 20 % a travers le monde. En
France, le cancer de la prostate représente le premier cancer en terme d’incidence et la troisiéme cause
de mortalité par cancer chez I’homme aprés le cancer du poumon et celui du gros intestin (55). Son
incidence (59,3 cas pour 100 000 par an) a augmenté de maniére trés importante ces deux derniéres
décennies avec un taux annuel moyen d’évolution de + 8,5% entre 2000 et 2005 (55). L’incidence du
cancer de la prostate varie énormément en fonction des pays concernés (56). Les taux les plus
importants sont retrouvés aux Etats-Unis particulierement chez les américains d’origine africaine
(185,4 cas pour 100 000 par an). A I’inverse, avec 1,7 nouveau cas pour 100 000 par an, la Chine fait

partie des pays qui présentent une incidence trés faible du cancer de la prostate (figure 8). Ces données
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suggerent I’existence de plusieurs composantes dans la survenue du cancer de la prostate. Les facteurs
qui favorisent, ou a l’inverse, protégent du cancer de la prostate peuvent étre schématiquement

regroupés en plusieurs catégories.

a) Les facteurs endogénes
Les différences d’incidence liées a I’origine ethnique, pouvant étre considérées comme
facteurs endogeénes, ne seront pas abordées ici car elles sont le reflet trop complexe de plusieurs
parametres qui incluent par exemple, les composantes génétiques et alimentaires mais aussi les

moyens de diagnostic (pour revue lire (57)).

(D) L’age

Différentes hypothéses sont proposées pour expliquer I’influence du vieillissement sur
I’oncogenese prostatique. L’une d’entre elles est la formation d’adduits a I’ADN (acide
désoxyribonucléique) due [’accumulation progressive des espéces oxygénées réactives (EOR)
responsables d’un déséquilibre du statut pro-oxydant/antioxydant des cellules. Par différents
mécanismes, cela conduit a une augmentation de la fréquence des cassures d’ADN dans la plupart des
tissus créant ainsi un environnement propice aux mutations et au développement de cancers. En effet,
avec 1’age, ’activité des enzymes anti-oxydantes impliquées dans la détoxication des EOR comme les
superoxide-dismutases (SOD), la catalase ou les glutathion peroxydases est observée. La
consommation de certains produits antioxydants pourrait donc compenser I’activité de ces enzymes et

réduire la survenue de cancer de la prostate.

2) Les geénes
D’un point de vue épidémiologique, on peut distinguer les formes du cancer de la prostate
héréditaires et sporadiques. Parmi tous les génes impliqués dans la survenue du cancer de la prostate, il
convient donc de dissocier deux catégories: 1) ceux qui conférent un caractére héréditaire a la
pathologie et qui font bien partie des facteurs strictement endogénes et 2) les génes retrouvés
fréquemment dérégulés et/ou mutés souvent associés aux cancers sporadiques et dont 1’origine des
déréglements, bien souvent peu ou pas connue, peut étre liée aux facteurs exogenes. Ces genes feront

I’objet du chapitre IC (page 27) qui traite des bases moléculaires du cancer.
« The failure to identify highly penetrant genes in
hereditary prostate cancer may result from the fact that

multiple genes with a small to moderate effect are involved

in hereditary prostate carcinogenesis » (58)
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Contrairement a d’autres types de cancer, il n’y a pas de géne identifié a ce jour avec une tres
forte pénétrance associé au cancer de la prostate. Cependant on peut retrouver des polymorphismes
(Ser217Leu et Ala541Thr) de ELAC2 dans certaines familles (59). ELAC2 serait une hydrolase mais
sa fonction n’est pas encore bien ¢tablie. Son implication dans le cancer reste controversée puisque
toutes les études menées sur de larges cohortes de patients ne confirment pas cette association (60, 61).
Certaines délétions dans les génes RNASEL (62) et MSR1 (63) qui sont impliqués dans la réponse
aux infections sont associées au risque héréditaire de cancer de la prostate. Enfin, certains génes
impliqués dans le contréle du cycle cellulaire tels que NSB1 (64) et CHEK2 (65) font également partie
des geénes de susceptibilité héritée dans le cancer de la prostate. NSB1 fait partie du systéme de
réparation des cassures d’ADN double brin et CHEK?2 est un régulateur de p53, acteur dans les voies

de signalisation mises en jeu suite aux dommages de I’ADN.

b) Les facteurs exogénes

(1) La nutrition
Les facteurs nutritionnels qui protégent ou au contraire qui favorisent le développement du
cancer de la prostate sont nombreux. Parmi ceux-ci, la nature des lipides, qui sont des composants
majeurs de notre alimentation est clairement impliquée dans les mécanismes qui influencent le devenir
tumoral. Au vu de la complexité de ce sujet et de mon intérét pour la question, le lien entre les lipides

et le cancer de la prostate sera abordé et particuliérement détaillé dans le chapitre IE (page 41).

(a) Les éléments anti-carcinogénes
Puisque le stress oxydant est un facteur important impliqué dans le développement du cancer
de la prostate, il n’est pas étonnant que la plupart des molécules présentes dans 1’alimentation et
connues pour protéger de cette pathologie possédent des activités antioxydantes. Cependant leur

utilisation en nutrition préventive est encore controversée (66) :

* La vitamine E (alpha-tocophérol) inhibe la croissance et induit I’apoptose des cellules de
cancer de la prostate (67). Différentes études montrent 1) qu’un taux faible de vitamine E est
associé a une augmentation du risque de cancer de prostate au moins chez les fumeurs (68) et,
2) qu’il existe une trés forte association inverse entre la consommation de vitamine E et le
risque de cancer (69). De maniére surprenante, bien qu’en culture de cellules, la vitamine C
qui est connue pour ¢éliminer les EOR et les radicaux libres, inhibe la prolifération des cellules
de cancer de prostate (70), la plupart des études épidémiologiques n’ont pas trouvé
d’association entre la consommation de vitamine C et le risque de cancer de prostate (71).

* La curcumine, polyphénol retrouvé dans Curcuma longa, est en phase d’essais cliniques dans

le cadre de nombreux cancers en raison de son fort pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire et
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anti-prolifératif. Le traitement des cellules tumorales prostatiques par de la curcumine est
capable de moduler de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la croissance et la
survie cellulaire (pour revue lire (72)). On peut noter par exemple que le traitement de cellules
LNCaP (lymph node cancer prostate) par la curcumine bloque I’action des androgenes,
hormone impliquée dans la prolifération cellulaire, en inhibant I’expression de AR et en
diminuant ainsi la sécrétion de PSA.

* Le lycopéne, majoritairement retrouvé dans la tomate, est associ¢ a une diminution du risque
de cancer de la prostate (73). Le lycopéne est le caroténoide le plus représenté au niveau de la
prostate (74) ou il est connu pour s’opposer aux effets délétéres des espéces oxygénées
réactives grace a sa forte activité antioxydante. L’exposition des cellules LNCaP a des sérums
issus de volontaires sains ayant consommé du lycopéne purifié entraine une augmentation
d’expression de igfbp3, connu pour étre réprimé dans les cancers avancés (75).

* Les polyphénols présents dans le thé vert sont également capables d’inhiber I’expression de
IGF1 ainsi que de certains maqueurs d’angiogenése et de métastase tels que VEGF (vascular
endothelial growth factor) (76).

* Les phytoestrogénes retrouvés dans le soja par exemple semblent également protéger du
cancer de la prostate (77). Cette consommation particuliérement importante dans les pays
Asiatiques pourrait permettre d’expliquer en partie, la faible incidence du cancer de la prostate
retrouvée dans ces pays (78).

* La prostate concentre de manicre notable le zinec majoritairement dans le noyau des cellules
¢pithéliales. Avec 1’dge (79) et dans les cas de cancer (80), sans pour autant en connaitre
I’origine, la concentration en zinc dans la prostate et dans le sang diminue. Dans des
conditions physiologiques, le zinc est sécrété par la prostate et permet de prolonger la viabilité
des spermatozoides (81). Enfin, on peut noter qu'une complémentation en sélénium réduit

I’incidence du cancer de la prostate (82).

Ces données appuient donc 1’existence d’une relation entre le stress oxydant et la survenue du
cancer de la prostate qui augmente parallélement avec 1’age. Ceci dit, des études complémentaires sont

nécessaires pour mieux comprendre le role du stress oxydant dans la survenue du cancer.

Enfin une déficience en vitamine D et plus précisément en 1,25-dihydroxycholécalciférol
[1,25- (OH),Ds], métabolite de la vitamine D dont les effets sont médiés par son récepteur VDR
(vitamin D receptor), pourrait étre un facteur de risque (83) suggérant une activité protectrice de la
vitamine D sur le développement de cancer. Le 1,25- (OH),D; inhibe la prolifération des cellules
LNCaP induite par les androgénes (84). De maniére surprenante, une forte quantité de vitamine D

dans le sérum n’est pas associée a une diminution du risque de cancer de la prostate (85, 86).
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(b) Les éléments pro-carcinogenes
La vitamine A, qui regroupe le rétinol et ses dérivés métaboliques, est retrouvée
naturellement sous forme de vitamine préformée dans les aliments d’origine animale, les produits
laitiers et les poissons ou sous forme de pro-vitamine A dans les caroténoides. Une association
positive entre consommation de vitamine A préformée et cancer de prostate est rapportée dans la
majorité des études (87). En revanche, I’association entre la présence de vitamine A dans le sérum et

risque de cancer est plus incertaine (88).

Plusieurs études ont montré une association positive entre la consommation de lait et le risque
de cancer de la prostate. Il est cependant difficile de distinguer les effets des lipides, également
présents dans les produits laitiers, des effets du calcium. Ceci dit, les hommes qui consomment
beaucoup de calcium développent plus facilement un cancer avancé de la prostate (89). La forte
consommation de calcium pourrait inhiber la formation de 1,25- (OH),D; présentant un rdle protecteur

(90).

2) Les agents environnementaux

Quant a I’existence d’un potentiel risque de tel ou tel facteur environnemental sur le cancer de
la prostate, les études sont souvent controversées. Cependant il semble se dégager quelques agents a
risques. Par exemple, I’exposition a certains pesticides comme le bromure de méthyl (agent alkylant),
le DTT (dithiothréitol) ou encore I’heptachlore augmente le risque (91). Les perturbateurs
endocriniens retrouvés dans certains produits agricoles et industriels, plastiques et détergents sont
connus pour avoir des activités oestrogéniques. Une exposition a ce type de molécules peut étre
associée a une augmentation de risque de cancer de la prostate (92). Enfin le cadmium, retrouvé entre
autres dans les colorants et les plastiques industriels, semble s’accumuler de maniére notable dans les
tumeurs prostatiques par rapport aux tissus sains ou méme aux zones atteintes de BPH (93). En
parallele les études montrent une corrélation positive entre 1’exposition au cadmium et le risque de

développer un cancer de la prostate (94).

Le cancer de la prostate est donc une pathologie multifactorielle avec ['implication 1) de
composantes genétiques visiblement mal connues ou faibles au vue de la prévalence des genes
identifiés et 2) de composantes environnementales et nutritionnelles protectrices comme la plupart des
vitamines, le zinc, le sélénium, les phyto-oestrogenes et le lycopéne, ou a l'inverse déléteres telles que
certains pesticides, le DTT, le cadmium ou le calcium. Ces facteurs exogénes ont clairement un impact

sur le risque de développement du cancer de la prostate.
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Figure 9: Différents grades de cancer de la prostate chez ’homme. (A) Vue
schématique de I’histologie prostatique a cinq grades différents selon la classification de
Gleason. (B) Clichés histologiques de coupes de biopsies prostatiques normales ou
présentants un adénocarcinome de grade 3 (en jaune) a 5 (en rouge). La barre d’échelle
représente 50 uM.
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3. Diagnostic du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est asymptomatique jusqu'a des stades relativement avancés. Alors, il
peut entrainer une rétention d’urine, une hématurie (sang dans les urines), une impuissance sexuelle ou
encore des douleurs et/ou un dysfonctionnement d’autres organes lié¢ a la présence de métastases. Il
peut étre diagnostiqué précocement lors d’un dosage sanguin de PSA, ou fortuitement lorsqu’une HBP
(hypertrophie bénigne de la prostate) est initialement soupgonnée. Contrairement a la HBP, le cancer a
pour origine la zone périphérique de la prostate. Ainsi, lors du toucher rectal il est possible de
distinguer les deux pathologies. Le diagnostic est ensuite confirmé ou infirmé par analyse
microscopique d’échantillons de biopsie (figure 9). Lorsqu’il s’agit d’un cancer, il faut ensuite
déterminer 1’étendue de 1’invasion tumorale. Au niveau local, ceci est réalisée par une IRM (imagerie
par résonnance magnétique) abdomino-pelvienne puis au niveau périphérique, par une scintigraphie
osseuse pour rechercher la présence d’éventuelles métastases, puisque 1’0os qui offre un
microenvironnement favorable aux cellules tumorales prostatiques, est un des tissus de prédilection

pour le développement de métastases (95) (pour revue lire (96)).

4. Classification du grade tumoral

a) La classification TNM

La classification TNM est un systéme international qui permet de classer tous les cancers
selon leur extension anatomique. Les trois lettres symbolisent la propagation de la maladie cancéreuse
sur le site de la tumeur primitive (T), dans les ganglions lymphatiques voisins (N pour node) et a
distance pour d’éventuelles métastases (M). Chaque lettre est affectée d’un coefficient. La lettre T
symbolise la tumeur initiale. Elle est cotée de TO (quand la 1ésion primitive n’est pas retrouvée) a T4
pour les tumeurs les plus étendues. Cette cotation dépend du volume tumoral, représenté par le
diameétre maximum de la 1ésion, et de la fixation aux organes voisins. La lettre N, de NO a N3, dépend
du territoire ganglionnaire, plus ou moins proche de la tumeur, des dimensions des adénopathies, de
leur nombre et de leur éventuelle fixation aux tissus voisins. La lettre M est cotée MO en 1’absence de

métastases connues ou M1 en leur présence, quel que soit leur si¢ge, unique ou multiple.

b) Le score de Gleason
En présence d’un cancer, le pathologiste examine des échantillons histologiques de tissu
prostatique afin de déterminer le grade de la tumeur. Ce grade indique & quel point le tissu tumoral

différe du tissu prostatique normal. Il permet de prévoir la vitesse d’évolution/de progression de la
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Figure 10 : Schéma regroupant les différents traitements couramment utilisés en
fonction de ’avancé du cancer de la prostate. CAB (Combined androgene blocage), CRPC

(castrate-resistant prostate cancer). D’apres les données de Simmons et al, 2009 ; Berthold et al,
2005 (97, 98).
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tumeur. Les tumeurs dont le grade est élevé ont tendance a se développer et a progresser plus vite que
celles dont le grade est faible. Le score de Gleason est un systéme d’attribution d’un grade aux
tumeurs. Le pathologiste attribue un grade de 1 a 5 a chaque zone du cancer (Figure 9). Le score de
Gleason est obtenu en additionnant les deux grades les plus fréquents ou en additionnant le grade le
plus fréquent et le grade le plus élevé (le plus anormal). Les scores de Gleason vont de 2 a 10. Les
tumeurs de score 2 a 4 sont qualifiées de cancers de bas grade de malignité, celles de 5 a 7 de cancers
de grade intermédiaire et les scores de 8 & 10 correspondent aux cancers de prostate de haut grade, les

plus agressifs et évolutifs.

Cette classification trés approximative, car fortement dépendante du praticien effectuant la

lecture des lames, reste pourtant 1’outil de diagnostic le plus fiable actuellement.

5. Les traitements du cancer de la prostate

Plusieurs parameétres entrent en compte et orientent le choix du traitement. Il s’agira de choisir
entre une ablation chirurgicale (prostatectomie), une radiothérapie, 1’utilisation d’ultrasons, une

hormonothérapie ou encore une chimiothérapie (Figure 10) (99).

a) La prostatectomie

La prostatectomie est réservée aux cancers localisés a la prostate. Au cours de I’intervention
chirurgicale, le praticien tente, dans la mesure du possible, de préserver les bandelettes neuro-
vasculaires responsables de 1’érection. Si I’invasion tumorale est trop importante, celles-ci sont retirées
ou endommagées et le patient présentera alors des troubles de 1’érection plus ou moins importants. La
deuxiéme complication majeure de la prostatectomie est l’incontinence urinaire le plus souvent
passageére. Deux mécanismes ont été avancés dans la littérature, une lésion du sphincter strié de
I’uretre directe pendant 1’opération a ’origine d’une déficience sphinctérienne et/ou une instabilité
vésicale post-opératoire (hyperactivité vésicale). La prostatectomie peut étre radicale ou totale en
fonction de I’étendue de la tumeur. Il existe deux maniéres de procéder: la coelioscopie et la
cryoablation. La coelioscopie est réalisable par voie transpéritonéale ou par voie sous péritonéale selon
les préférences de l'opérateur. La cryoablation permet une destruction du tissu prostatique cancéreux
par application locale d'un gaz trés froid. La cryosonde (refroidie le plus souvent a l'azote liquide) est

introduite en endo-urétral jusqu'a la prostate.
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b) La radiothérapie et la curiethérapie
La radiothérapie est une méthode de traitement locorégional du cancer qui utilise des
radiations ionisantes pour détruire les cellules cancéreuses en bloquant leur capacité a se multiplier.
L'irradiation par des rayons X a pour but de détruire toutes les cellules tumorales tout en épargnant les

tissus sains périphériques. Elle est donc réservée aux cancers localisés de la prostate.

La curiethérapie est une technique encore peu utilisée en France contrairement aux Etats-Unis
qui la pratiquent depuis une dizaine d’années. Elle s’adresse aux tumeurs de la prostate localisées avec
un score de Gleason qui ne dépasse pas 6. Il s’agit d’implanter une centaine de grains d’iode 125 a
I’aide d’aiguilles échoguidées. Ces grains resteront en place au sain de la prostate de maniére
définitive. Ainsi la prostate est exposée a de fortes doses de rayons tout en épargnant les tissus sains

alentours.

(J] Les ultrasons focalisés de haute intensité
Cette technique est récente et non invasive. Son utilisation en premicre intention est
particuliérement bien adaptée a certaines indications et notamment chez les patients atteints de cancer
localisé de la prostate non candidats a la chirurgie, soit en raison de leur age (plus de 70 ans), soit en
raison de facteurs de co-morbidité (antécédents, obésité, troubles cardiaques, etc.) En seconde
intention, ce traitement a fait les preuves de son utilité dans le cas de patients en situation d'échec
apres radiothérapie. Le principe consiste a focaliser des faisceaux d'ultrasons de haute intensité dans la

prostate de maniére a obtenir un effet d'ablation thermique.

d) L’hormonothérapie

Tout comme le développement et le maintien de I’homéostasie de la prostate, la progression
du cancer de la prostate est fortement dépendante des androgénes principalement d’origine testiculaire
ou secondairement ceux produits localement par conversion de la DHEA (déhydroépiandrostérone) ou
de I’androsténedione surrénalienne. Hormis le DES (diéthylstilbestrol), I’hormonothérapie vise donc a
bloquer la production et ’action des androgénes. Elle est utilisée dans des cas de cancers parfois
localisés, si la chirurgie est contre indiquée, ou plus souvent lors de cancers avancés et métastatiques.
Plusieurs moyens existent (Figure 11) dont I’efficacité est variable. La castration physique, testée en
1895 pour la premiére fois dans le cadre d’hypertrophie de la prostate (100), était initialement la seule
solution, elle reste trés efficace mais néanmoins peu utilisée de nos jours. Il est possible maintenant de
bloquer la production de testostérone (castration chimique) par la prise d’agoniste/antagoniste LHRH

(luteinizing hormone releasing hormone) ou de ses dérivés métaboliques par des inhibiteurs de la 5-a-
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Figure 11 : Hormonothérapie du cancer de la prostate. LHRH (luteinizing hormone releasing hormone), LH
(luteinizing hormone), T (testosterone), DHT (dihydrotestosterone), AR (androgen receptor).
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réductase. Enfin, il est possible de cibler le médiateur de 1’action des androgénes, AR, par des

antagonistes.

(D) Le diéthylstilbestrol (DES)

Le DES qui est un cestrogéne semi-synthétique, fut le premier traitement non chirurgical du
cancer de la prostate. Son utilisation a grande échelle a par la suite été limitée en raison de sa toxicité
cardiovasculaire et de ses effets thromboemboliques. A la dose de 3 a 5 mg par jour, le DES montre
une rémission du cancer identique a celle observée aprés castration mais une mortalité supérieure dus

aux accidents cardio-vasculaires (101).

2) Les agonistes/antagonistes LHRH

Les méthodes de castration « chimique » ont pour principe le blocage de 1’axe gonadotrope.
Par exemple, 1’administration d’agonistes de LHRH (Leuprolide® ou Goserelin®) montre la méme
efficacité que la castration chirurgicale (102) et que le DES (103). De maniére physiologique, LHRH
est une hormone sécrétée de manicre pulsatile par I’hypothalamus pour I’hypophyse antérieure qui, en
réponse, libére la LH (Luteinizing hormone) également de maniére pulsatile. La LH permet la
production de testostérone au niveau des cellules de Leydig dans le testicule (Figure 11). Une
stimulation pharmacologique constante de 1’hypophyse par des analogues LHRH conduit a une
diminution des récepteurs de LHRH et donc de la production de LH et ainsi a une perte de la synthése
de testostérone par le testicule. A I’inverse, il est possible d’administrer des antagonistes de LHRH tels
que le Abarelix® dont les effets sur les niveaux de testostérone et de PSA circulants semblent

comparables au Leuprolide® (104).

3) Les inhibiteurs de la 5-alpha-réductase
Le finastéride (Proscar®) est un inhibiteur de la 5-a-réductase, notamment de type 2, présente
au niveau du tractus urogénital male et responsable de la synthése de dihydrotestostérone (DHT).
Ainsi, il réduit les effets uniquement de la DHT et non de la testostérone, ce qui présente 1’intérét
majeur d’éviter les effets indésirables (baisse de la libido principalement) des précédents composés qui

s’opposent aux effets généraux des androgenes sur 1’organisme entier.

“4) Le CPA (Acétate de cyprotérone)

Le CPA, analogue de I’hydroxyprogestérone, est un stéroide qui bloque !’interaction des
androgenes avec leur récepteur (AR). Il est parfois utilisé en combinaison avec les agonistes LHRH ou
la castration car il permet de bloquer I’effet des androgénes résiduels produits a partir des précurseurs
surrénaliens. Comme le DES, il entraine des complications cardiovasculaires, son utilisation est

d’ailleurs maintenant interdite aux Etats-Unis.

(5) Les anti-androgénes non stéroidiens

Les anti-androgénes non stéroidiens comme le bicalutamide (Casodex®), le flutamide

(Eulexin®) ou le nilutamide (Nilandron®) rentrent en compétition avec la testostérone ou la DHT sur
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AR afin de limiter leurs effets. Les études montrent une bonne efficacité de ces composés sauf dans les
cas de cancers métastasiques ou la castration chimique affiche une meilleure diminution du PSA

(105).

(6) Le blocage androgénique combiné
Il s’agit de bloquer I’action des androgénes qui sont obtenus par conversion des stéroides
surrénaliens au niveau périphérique (10% des androgénes totaux) et peuvent ainsi participer a la
stimulation de la progression tumorale méme aprés castration. De plus, aprés 50 ans, le pourcentage
d’androgenes surrénaliens circulants augmente (106). Il s’agit donc de combiner a la castration
chirurgicale ou aux agonistes LHRH, un anti-androgéne non stéroidien. Apres des premicres études
plutét prometteuses (107), et de maniére inattendue, la plupart des données accumulées a ce jour ne

montrent aucun bénéfice de ce type de combinaison (108).

De maniére générale, les bénéfices de I’hormonothérapie sont temporaires et ne dépassent pas
30 mois (109). Ainsi, une augmentation du PSA traduisant un échappement vis-a-vis du traitement des
cellules tumorales qui deviennent alors pharmaco-résistantes est fréquemment observée. On parle alors
de CRPC (castrate-resistant prostate cancer). L’utilisation de ces différents composés
pharmacologiques utilisés en hormonothérapie permet donc une augmentation de la survie du patient
limitée comprise entre 12 et 33 mois (110). L’échappement thérapeutique nécessite alors le recours a

d’autres types de prise en charge tels que la chimiothérapie.

e La chimiothérapie
La chimiothérapie est parfois utilisée pour traiter les cancers de la prostate métastasiques avant
hormonothérapie mais principalement pour traiter des CRPC. Le traitement de patients atteints de
CRPC par le docetaxel (Taxotére®) permet une survie médiane de 27 mois en moyenne, avec dans 46

% des cas, une diminution >50% du taux de PSA (111).

Le docétaxel favorise le maintien des microtubules en inhibant leur dépolymérisation par
liaison stable a la tubuline et entraine un blocage de la mitose. Au vu de la toxicité du docétaxel,
plusieurs combinaisons (notamment avec toute une gamme de glucocorticoides) ont été testées afin de
limiter sa dose tout en préservant son efficacité (pour revue lire (112)). L utilisation des corticoides se
justifie par leur capacité a inhiber la production des précurseurs androgéniques surrénaliens (DHEA et
androsténedione) via un feedback négatif sur I’hypophyse conduisant a une réduction de la sécrétion
d’ACTH (adrénocorticotrophine). De plus, les corticoides présentent des propriétés anti-inflamatoires
qui conduisent a I’amélioration des douleurs et de 1’état général des patients. Un inhibiteur de la
topoisomérase de type 1l peut également étre utilisé : le mitoxantrone (Novantrone®) qui interrompt la

synthése et la réparation de ' ADN par son action intercalante.
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Au final, en 2004, malgré une certaine toxicité, la premiere ligne de traitement par docétaxel
associé a des corticoides (prednisone ; Pred Forte®) est approuvée pour traiter les CRPC (113).
Actuellement, les essais se focalisent sur la « chimiothérapie moléculaire » qui vise a augmenter la

spécificité vis-a-vis des cellules tumorales et ainsi limiter la toxicité.

(1) Le systtme GDEPT (Gene-derived pro-drug therapy)

Parmi les nouvelles techniques en cours de recherche et développement, on retrouve le
systtme GDEPT composé de deux parties : 1) une prodrogue, relativement peu toxique, administrée
de fagon systémique, et 2) un géne codant I’enzyme, souvent d’origine bactérienne ou virale, qui
convertit la prodrogue en drogue toxique au niveau de la tumeur. Il s’agit alors de vectoriser
I’expression de ce géne grace a des promoteurs spécifiques de la prostate. On peut noter 1’utilisation
actuelle en phase clinique de deux systémes qui fonctionnent avec le promoteur de I’ostéocalcine : la
thymidine kinase du virus herpes simplex (HSV-tk) associé¢ a du ganciclovir (Cytovene®) (114) et la
phosphorylase nucleoside purine (PNP) associé a du 6-Méthylpurine-2’ (115). Le systéme GDEPT
peut convenir au traitement des cancers qui ne touchent que des organes non vitaux comme la glande
prostatique. En effet, de par la nature des promoteurs utilisés qui sont spécifiques de 1’organe,
I’inconvénient majeur de la GDEPT est la toxicité qui touche les cellules saines en raison du manque

de spécificité vis-a-vis des cellules tumorales.

2) Le CRAds (Conditionally replicative adenoviruses)

Le CRAdSs repose sur le développement d’un nouveau vecteur dit a réplication conditionnelle :
le vecteur adénoviral oncolytique (116) qui se réplique préférentiellement dans les cellules
cancéreuses et limite ainsi la toxicité vis-a-vis des cellules saines. Une étude en phase 1 menée sur 20
patients montre une réduction des taux de PSA par ce traitement (117). Pour I’instant cette technique
est limitée par la nature des promoteurs utilisés qui ne sont actifs que dans des cancers encore
dépendants des androgénes (probasine, psa), ce qui souligne la nécessité de continuer les recherches

pour améliorer la nature des promoteurs et des vecteurs.
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C.  Les bases moléculaires du cancer de la prostate

Quels sont les événements moléculaires responsables de I’initiation/progression tumorale ? En
d’autres termes, comment et pourquoi une cellule saine est capable d’échapper aux différents
mécanismes de controle pour acquérir des capacités de prolifération et de survie lui conférant un
caractére tumoral ? Actuellement cette question n’est bien entendu pas totalement élucidée. Ceci dit,
I’émergence des nouvelles techniques de biologie moléculaire a permis la mise en évidence de
polymorphismes et de dérégulations d’expression génique qui ont contribué a améliorer la

compréhension des mécanismes a I’origine de la carcinogenése.

Dans ce chapitre, il s’agit de souligner les principaux acteurs dont 1’expression/activité est
fréquemment dérégulée dans les cas de cancer de la prostate. Les génes impliqués dans la transmission
héréditaire de la pathologie et décrits précédemment (page 17) ne seront pas abordés ici, mais il faut
bien évidement noter que ces génes sont également impliqués dans les formes sporadiques de cancer.
Nous focaliserons sur les polymorphismes associés aux risques de cancer de prostate ainsi que sur les
principaux acteurs dits oncogéniques, c'est-a-dire pro-carcinogeénes lorsqu’ils sont activés, et les

suppresseurs de tumeurs dont I’inactivation contribue a la formation de cancer.

1. Les fusions TMPRSS2-ETS

Les fusions entre le géne androgéno-régulés TMPRSS2 (trans-membrane prostease serine 2),
et des génes membres de la famille des facteurs de transcription ETS (E-twenty six), le plus souvent
avec le géne ERG (ETS related gene), font partie des altérations chromosomiques les plus
fréquemment retrouvées dans les tumeurs solides humaines (118). Le proto-oncogéne ERG est connu
pour étre surexprimé dans 72% des cancers de la prostate (119). La fusion de ERG avec TMPRSS2
serait a I’origine de cette surexpression (120). En effet, ce réarrangement génére un transcrit hybride
qui présente le promoteur de TMPRSS2 avec I’ORF (open reading frame) de ERG donnant lieu a la
traduction du variant TMPRSS2 : ERG. Des fusions ont été identifiées également avec d’autres
membres de la famille ETS tels que ETV1, ETV4 et ETV5. 70% des cancers de la prostate présentent
ce type de fusion. De manicre intéressante, chez des patients présentant un cancer prostatique
multifocal, différentes fusions peuvent étre retrouvées au sein des différents foci tumoraux au niveau
de la prostate d’un méme patient (118, 121). Cette hétérogénéité de variant TMPRSS2: ETS
observable dans un méme échantillon cancéreux suggere fortement que les cancers multifocaux

présentent différentes populations clonales de cellules tumorales. A ce jour, aucune corrélation
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convaincante n’a pu étre établie entre la présence de ces fusions et le score de Gleason ou les niveaux

de PSA circulants.

2. Les polymorphismes associés au risque de cancer de la prostate

Comme décrit précédemment, les androgénes favorisent le développement tumoral. Dans ce
cadre, il n’est alors pas étonnant de retrouver certains polymorphismes au niveau de génes impliqués

dans le métabolisme et la signalisation androgénique :

e L’action des androgénes sur le développement tumoral est médiée par son récepteur nucléaire
AR qui agit comme un facteur de transcription. L’existence de polymorphismes dans le géne
codant AR est associée au risque de cancer de prostate. Par exemple, le domaine de
transactivation de AR posséde deux trinucléotides hautement polymorphes: (CAG)n et
(GGN)n. Une diminution du nombre de répétitions CAG, responsable d’un gain de fonction et
d’une sur-activation des génes cibles de AR (122), est associée a un risque de cancer de la
prostate (123). Le polymorphisme GGN est plus controversé. En effet, alors que les premiéres
é¢tudes ont montré une augmentation du risque de cancer de la prostate chez les hommes
présentant un faible nombre de répétitions GGN (124), les derniéres ¢tudes ne retrouvent pas
forcément cette association (125). La mutation T877A de AR mérite également d’étre
soulignée. Cette mutation, retrouvée dans les cancers de la prostate métastatiques, est présente
dans les cellules LNCaP (126, 127). Elle confére un changement de spécificité du récepteur
des androgénes qui devient alors activable par d’autres stéroides notamment oestrogéniques
(128).

* La 5-a-réductase (SRD5A2) convertit la testostérone en DHT, le métabolite actif sur AR dans
la prostate. Plusieurs polymorphismes existent au niveau du geéne codant SRD5A2. La
substitution A49T qui conduit a la traduction d’une enzyme particuliérement active (129) est
associée a une augmentation du risque de cancer. A I’inverse, un autre variant V89L, retrouvé
dans des pays présentant un taux particuli¢rement faible de cancer de la prostate tels que la
Chine, le Japon ou le Groenland, diminue I’activité SRD5A2 (130).

* Plus en amont dans la signalisation androgénique, un variant allélique (-34T>C) du géne
cypl7al codant I’enzyme responsable de la biosynthése de la testostérone au niveau du
testicule est également associé au cancer de la prostate (131). La transcription de ce variant
serait plus active, ce qui provoquerait une augmentation de la production de testostérone et

donc une stimulation du processus tumoral (132).
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On peut également noter 1’existence d’autres polymorphismes, non associés a la signalisation

androgénique mais fréquemment retrouvés dans les cancers de la prostate :

* La perte du contréle du cycle cellulaire est connue pour étre un mécanisme important de la
promotion tumorale. CDKN1B (P27%""y et CDKN1A (P21%V*™) qui appartiennent a la famille
Cip/Kip sont considérés comme des garde-fous de la prolifération cellulaire en inhibant le
cycle. Leur polymorphisme conduisant a une perte de fonction est associ¢ non seulement au
risque de cancer prostatique (133) mais également a un risque de cancer avancé (134).

* Les variations alléliques de VDR qui diminuent sa transactivation transcriptionnelle sont
particuliérement associées aux cancers avancés de la prostate (135). Comme décrit
précédemment, une déficience en 1,25- (OH),Ds;, métabolite de la vitamine D, serait un
facteur de risque du cancer de la prostate (90). De plus, le traitement par des concentrations
physiologiques de vitamine D stimule la différenciation et I’arrét de la croissance des cellules
de cancer de prostate in vitro par un mécanisme médié par VDR (136) ce qui souligne le role
protecteur de VDR dans le développement du cancer de la prostate.

* Tir4 (Toll-like receptor) code un récepteur qui joue un rdle central dans les voies de
signalisation de la réponse immunitaire innée. Son polymorphisme est associ¢ a une faible
augmentation du risque de cancer de la prostate (137). Ceci corrobore les études qui montrent
une association entre statut inflammatoire, non abordé dans ce manuscrit, et le cancer de

prostate (pour revue lire (138)).

3. Les suppresseurs de tumeur

Parmi les génes suppresseurs de tumeurs il faut citer la perte d’expression de gsipl
(Glutathione S-transferase ) considérée comme ['une des plus importantes dans le cancer de la
prostate. L hyperméthylation de gstpl observée dans 90% des tumeurs prostatiques pourrait devenir
un puissant marqueur de diagnostic (139). Cette enzyme est impliquée dans la détoxication des
produits oxydants et prévient ainsi des dommages a I’ADN (140). La diminution de son expression
pourrait expliquer I’augmentation du stress oxydant observé au cours du vieillissement dans la

prostate.

Outre le polymorphisme de cdknib décrit précédemment, il faut souligner que la transcription
de ce géne suppresseur de tumeur et I’accumulation de sa protéine, qui est réduite dans les cancers de
prostate, sont contrdlées négativement par la voie PI3K-Akt connue pour étre elle-méme
constitutivement activée dans les cellules tumorales. En effet PTEN (phosphatase and tensin

homologue) qui joue son réle de suppresseur de tumeur en inhibant la voie PI3K-Akt est retrouvé
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Figure 12 : Mécanisme d’action conduisant a ’activation de la kinase AKT et son implication dans les
voies de survie et de prolifération cellulaire. (A) En réponse a des signaux extracellulaires tels que des facteurs
de croissance, les récepteurs tyrosine kinase (RTK) entrainent une cascade de phosphorylation intracellulaire mettant
en jeu la PI3 Kinase (PI3K) qui phosphoryle I’inositol diphosphate en inositol triphosphate. La phosphatase PTEN
(phosphatase and tensin homolog) se charge de la réaction inverse. Ensuite, la kinase PDK1 (3-phosphoinositide-
dependent protein kinase-1) active AKT par phosphorylation conduisant a la stimulation de la survie et de la
prolifération cellulaire en modulant par phosphorylation I’action de facteurs clés dans ces mécanismes. Les points
rouges représentent des groupements phosphates. (B) Conséquence de I’inactivation de PTEN sur I’accumulation
protéique de CDKNI1B (p27XiP!) et sur la prolifération dans une cellule tumorale. Le taille de la police matérialise la
« quantité relative » de protéine entre une cellule saine et tumorale. Les pointes de fleches symbolisent une activation et

les « T », une inhibition. L’épaisseur des lignes représente le degré de contrdle. D’aprés les données de Downward,
2004 (143).
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inactivé dans 30 a 60 % des cancers de prostate (141, 142) par différents mécanismes incluant des
délétions hétéro ou homozygotes, des mutations ponctuelles ou encore la méthylation du promoteur.
Cette activation constitutive de la voie PI3K-Akt participe donc a I’extinction de CDKN1B (p27")
qui est dégradé par le protéasome suite a sa phosphorylation par la kinase AKT (Figure 12 B). Bien
évidemment, I’impact de I’extinction de PTEN est beaucoup plus large puisque AKT est capable de
moduler par phosphorylation ’activité d’un grand nombre d’acteurs protéiques (pour revue lire (143))
impliqué dans la survie et la prolifération cellulaire pour favoriser ainsi la progression tumorale
(Figure 12 A). Les souris invalidées pour PTEN au niveau de la prostate constituent un trés bon
modele d’étude du cancer puisqu’elles développent les différents stades de la carcinogenése observés
chez I’homme (Figure 13). Dés 4 semaines ces souris montrent des signes d’hyperplasie, a 6 semaines
on peut noter I’apparition de néoplasies intra-épithéliales qui évoluent en adénocarcinomes. A 9

semaines, les adénocarcinomes deviennent invasifs entrainant la formation de métastases (145).

Dans ce mod¢le de souris pten-/-, une diminution précoce de 1I’expression du géne suppresseur
de tumeur nkx3.1 dés 4 semaines est observée avec la formation d’hyperplasie. Chez I’homme, la perte
du locus 8p, dans lequel se trouve le géne codant NKX3.1, est un événement largement observé au
cours des phases précoces du développement tumoral. Ce facteur de transcription est absent dans 20%
des Iésions de type néoplasie intraépithéliale, 6% des cancers de bas grade, 22% des cancers de haut
grade, 34 % des cancers androgéno-indépendants et 78 % des cancers métastasiques (17).
L’invalidation de nkx3.1 chez la souris entraine la formation de néoplasies intra-épithéliales au niveau

de la prostate, ce qui démontre son réle clé de suppresseur de tumeur (146).

La dérégulation du suppresseur de tumeur pRB (retinoblastoma protein) est un événement
fréquent de la pathologie tumorale (147). La phosphorylation inactivatrice de pRB permet la
prolifération cellulaire en libérant les protéines E2F, retenues par pRB a I’état non phosphorylé, qui
stimulent la transcription de génes responsables de la transition G1/S. Les mécanismes conduisant a
I’inactivation de pRB dans les cancers incluent la perte allélique ou des mutations (148) mais
également une diminution de [’accumulation protéique observée par marquages immuno-
histochimiques (149, 150). La ré-expression d’une forme sauvage du géne codant pRB en lignée de
cellules de prostate diminue la tumorigenécité cellulaire (151), ce qui démontre le réle clé de

I’inactivation de pRB dans la carcinogenése.

Enfin des mutations de p53 sont retrouvées dans 26 % des cancers de la prostate (152). P53
restreint I’entrée en phase S du cycle cellulaire et permet 1’apoptose des cellules ayant subi des
dommages de I’ADN. La perte de sa fonction est responsable d’une croissance cellulaire incontrolée
(148). L’invalidation de p53 n’induit pas de cancer de la prostate chez la souris. En revanche, des
souris pten/p53 +/- développent des néoplasies avancées plus rapidement que des souris pten (144)

(Figure 13).
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4. Les oncogenes

Les cellules tumorales présentent des taux d’expression ¢levés de certains oncogeénes parfois
totalement absents des cellules prostatiques normales. C’est le cas de bcl-2, dont la surexpression est
due a une amplification du géne (153) et qui présente un profil d’expression en corrélation avec
I’avancement tumoral (154). BCL-2 intervient dans la régulation des mécanismes apoptotiques.
Localisé dans la membrane mitochondriale, il bloque 1’homodimérisation de BAX responsable de

I’initiation de la cascade apototique ce qui confére une action anti-apoptotique a BCL-2.

Plusieurs études ont montré une augmentation de 1’expression de 1’oncogéne c-myc en
corrélation avec le score de Gleason. C’est un facteur de transcription membre de la famille des
bHLHZ (basic helix-loop-helix-leucine zipper), capable de contrdler la transcription notamment en se
dimérisant avec d’autres membres de cette famille. C-MYC joue un réle important dans la régulation
de la prolifération, de la différenciation et de I’apoptose des cellules prostatiques (pour revue lire
(155)). 11 faut noter que c-myc peut étre activé par des facteurs tels que SHH qui, pour rappel, est
également surexprimé dans les cancers. Chez la souris, la surexpression de c-myc au niveau de la
prostate est responsable de la formation d’adénocarcinomes invasifs associé¢s a un profil d’expression
génique semblable a celui retrouvé dans les tumeurs humaines, ce qui démontre son réle oncogénique

(156).

Une forte activation des tyrosine-kinases de la famille Src connues pour étre activées par
I’oncogéne c-kit peut étre observée. Une étude décrit une forme tronquée de c-kit dans les cancers et
montre une corrélation entre la surexpression de c-kit et celle des protéines de la famille Src dans les

stades avancés de la pathologie (157).

Enfin, il faut citer I’implication de STATS (signal transductor activator of transcription 5)
identifié comme un facteur de survie crucial dans les cellules tumorales et dont 1’activation est

associée au grade (158).

Au vu des informations accumulées jusqu’ici, il est clair que le cancer de la prostate est la
résultante de plusieurs déréglements, concomitants ou successifs, d’expression génique qui conduisent
a apparition et [’évolution de la pathologie. Les mutations et les variants de polymorphismes ne
permettent pas d’expliquer ['intégralité de ces nombreux déreglements associés au cancer de la
prostate. Les causes des multiples dérégulations d’expression génique étant fondamentales dans la
promotion et la progression du cancer, il est alors nécessaire de trouver leurs origines plus en amont.
Parmi les mécanismes impliqués dans la régulation génique, |’épigénétique occupe une place

croissante dans [’étiologie du cancer de la prostate.
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D.  Epigénétique du cancer de la prostate

Le terme « épigénétique » référe aux mécanismes responsables des changements héritables
d’expression d’un geéne mais qui n’impliquent pas de changement de la séquence d’ADN ni de
modification du nombre de copies du géne. A noter qu’ici, le terme « héritable » inclut la transmission

mitotique en plus de la transmission méiotique « classique ».

La chromatine est la forme sous laquelle se présente 'ADN dans le noyau. Elle correspond a
l'association de I'ADN et de protéines structurales appelées histones. Les nucléosomes correspondent a
I'enroulement de 'ADN autour de disques protéiques composés de 8 molécules d'histones H2A, H2B,
H3, H4. Ils constituent une structure en collier de perles (Figure 12). L’histone H1 permet un niveau
de compaction supplémentaire sous forme de fibres de 30 nm de diamétre, constituant 1'unité de base
de la chromatine. Cette fibre elle-méme peut étre plus ou moins condensée (surenroulée). Ainsi pour
schématiser, on distingue I'euchromatine, peu dense, qui contient les geénes actifs et

I'hétérochromatine, dense qui contient des geénes réprimés.

On peut observer deux grands types de modifications épigénétiques : 1) la méthylation de
I’ADN associée a la répression génique, et 2) les marques d’histones dont le code semble plus
complexe avec des marques dites permissives et d’autres répressives sur la transcription. L’expression
des génes est la résultante de combinaisons complexes entre ces différentes modifications auxquelles

se rajoute 1’intervention de divers facteurs en trans.

1. La méthylation de I’ADN

La méthylation en position N° de la cytosine dans les séquences CpG augmente le niveau de
compaction de I’ADN conduisant & une moins bonne accessibilité¢ des facteurs de transcription sur les
promoteurs et donc a une inactivation de l’expression des genes (Figure 15). Le lien entre la
méthylation de I’ADN et le développement du cancer est bien établi (159). En effet, le processus
tumoral s’accompagne d’un profil de méthylation du génome particulier avec une déméthylation
globale du génome (160) et, en parallele, une hyperméthylation trés forte au niveau de certains

promoteurs de genes, associée a une puissante inactivation transcriptionnelle.
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a) Hyperméthylation
Les genes suppresseurs de tumeur sont retrouvés particulierement hyperméthylés. C’est le cas
de GSTP1, déja mentionné plus haut, qui représente le géne le plus fréquemment (> 90%) réprimé par
hyperméthylation trés tdt dans le cancer de la prostate (161, 162) ce qui fait de Iui un excellent
marqueur diagnostic. Combiné a 1’analyse du profil de méthylation de apc (Adenomatous polyposis
coli), lui aussi hyperméthylé, la sensibilité de détection du cancer approche les 100 % (163). Parmi les
autres suppresseurs de tumeurs confirmés ou candidats, touchés par ce mécanisme, il faut également

retenir les génes codant PTEN, déja mentionné plus haut, CDKN2A (p16™*

), qui inhibe le cycle
cellulaire via les CDK (cyclin dependent kinase), RASSF1A connu comme suppresseur de tumeur qui
interagit avec la kinase AURORA, E-CADHERIN intervenant dans I’EMT (epithelial-to-
mesenchymal transition) , ESR1 (oestrogen receptor alpha) décrit comme étant associé au statut
métastatique du cancer et DAB2IP qui code une protéine de la famille des RasGTPase activating

protein. A la vue de ces données, se pose alors la question du niveau d’expression et d’activité des

protéines qui régulent la méthylation de I’ADN.

La méthylation de I’ADN est contrdlée par les DNMT (DNA methyltransferase) 1, 3a et 3b qui
méthylent (Figure 15). Une étude (164) montre que DNMTI1 est surexprimé dans les cancers
conduisant a une activit¢ DNMT 2 a 3 fois supérieure dans les cellules et les tissus cancéreux par

rapport aux tissus atteints de BPH et aux cellules qui en dérivent.

b) Hypomeéthylation

Il y a un consensus selon lequel I’hyperméthylation observée au niveau de certains /oci
spécifiques n’est pas directement liée a I’hypométhylation globale. D’ailleurs, dans le cancer de la
prostate, ’hypométhylation a lieu de maniére tardive, aprés 1’hyperméthylation des ilots CpG (165).
Cependant, malgré les changements de profil d’expression des dnmt, 1’hypométhylation est un
processus hautement associ€¢ a la progression tumorale (160). Par exemple, I’hypométhylation de
wntda (wingless-related MMTV integration site 5A4), cripl (cysteine-rich proteinl) et s100p (s100
calcium-binding protein p), dont la surexpression est associée a la progression tumorale, est
fréquemment observée dans les cancers de la prostate (166). L’origine de I’hypométhylation n’est pas
déterminée mais trois hypothéses sont actuellement évoquées : la perte d’un régulateur majeur de la
méthylation de I’ADN, le découplage de I’activité ADN méthyltransférase et de la réplication de

I’ADN et la « carence » en S-adénosylméthionine (SAM), le groupement donneur pour la méthylation.
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2. Les marques « histone »

Malgré le role majeur de la méthylation CpG dans la répression génique au cours du processus
tumoral, 40% des promoteurs de génes humains ne contiennent pas d’ilots CpG (167) suggérant que
d’autres mécanismes peuvent étre impliqués dans la répression génique. Les modifications post-
traductionnelles des histones, bien décrites sur les histones 3 et 4, par méthylation, acétylation et
ubiquitinylation, appelées « marques », sont associées a une activation ou une répression génique en
fonction de la nature de ces modifications, de leur combinaison et de leur position. Comme pour la
méthylation CpG, ces modifications changent le niveau de compaction de I’ADN et ainsi
I’accessibilité des facteurs de transcription aux promoteurs. De manicre générale, des marques comme
H3K4me2 et H3K4me3 (H3 Iysine 4 dimethylation et trimethylation) et H3K9ac (H3 lysine 9
acetylation) sont associées a une transcription active et donc dites « permissives ». A 1’inverse,
H3K27me3, H3K9me2 et H3K9me3 sont dites « répressives ». Pour illustrer 1’importance des
différentes combinaisons de marques, on peut citer I’existence des domaines bivalents. Ces domaines
sont caractérisés par la présence des marques H3K4me3 et H3K27me3 et c’est une régulation bien

précise de la balance entre ces deux modifications qui permet, ou non, la transcription (168).

a) Méthylation
Les complexes protéiques du groupe des Polycombs (PRC1-PRC4) jouent un rdéle important
dans le contréle de la répression transcriptionnelle. Dans cette partie, de par son réle majeur dans le
développement du cancer de la prostate, I’attention sera portée sur la protéine EZH2 (Enhancer of zest
2), qui est la sous-unité catalytique possédant 1’activité histone methyltransferase au sein du complexe

PRC2, et sur son produit, la marque H3K27me3.
(1) EZH2

(a) Structure/fonction

EZH2 est la principale enzyme responsable de la tri-méthylation de la lysine-27 sur I’histone
H3, c’est la marque répressive H3K27me3. L’activité méthyltransférase est portée par son domaine
SET. Néanmoins, la présence des autres membres du complexe, SUZ12 et EED qui interagissent
directement avec EZH2 via les domaines II et EID respectivement et dans une moindre mesure de
RbAp48, est nécessaire pour une activité méthyltransférase optimale (Figure 16) (170). Une fois
triméthylée, la marque H3K27me3 est reconnue par le complexe PRC1 qui est impliqué dans le
maintien stable de la répression génique. PRC1 est composé des protéines des familles Polycomb et

polyhoméotiques (CBX/HPC et EDR/HPH), RING1A, RINGIB, YY1 et BMI-1 (pour revue lire
(171)).
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LOC51714 selenoprotein T
KIAA0105 Wilms' tumour 1-associating protein
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CDC27 cell division cycle 27
FRZB frizzled-related protein
SPIB Spi-B transcription factor
PRG2 proteoglycan 2
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ZNF262 zinc finger protein 262
TNA tetranectin plasminogen-binding protein
FBLN1 fibulin 1
RABS6A member RAS oncogene family
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SGPL1 sphingosine-1-phosphate lyase 1
ZNF42 zinc finger protein 42

e ITM1 integral membrane protein 1
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— — MMP7 matrix metalloproteinase 7
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Gene Symbol Gene Name

CTSG Cathepsin G

CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1)
DARC Duffy blood group, chemokine receptor

EPHB6 EPH receptor B6

FST Follistatin

ITGB2 Integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)
KRT17 Keratin 17

NCKAP1L NCK-associated protein 1-like

PRKG1 Protein kinase, cGMP-dependent, type |

PTGER3 Prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3)

RLN1 Relaxin 1

SNCA Synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor)
Socs2 Suppressor of cytokine signaling 2

WNT2 Wingless-type MMTYV integration site family member 2

Figure 17 : Exemple de génes réprimés par
la surexpression de EZH2. A) La
surexpression de EZH2 dans des cellules non
tumorales prostatiques (RWPE) ou mammaires
(SUM149) conduit a la répression de 163 genes.
Seulement une partie apparait sur cette figure.
D’aprés Varambally et al., 2002 (172). (B) Liste
de 14 genes associés a une répression
transcriptionnelle par EZH2. La répression de ces
genes dans les tumeurs métastatiques du sein est
un facteur de mauvais pronostique. D’aprés Yu et
al.,2007 (173).
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Figure 18 :
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de la police matérialise la « quantité relative » de protéine entre les deux cellules. Les pointes
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Au final, la répression transcriptionnelle par PRC2 est un mécanisme extrémement bien
conservé. Par exemple PRC2 est retrouvé aussi bien chez les mammifeéres pour I’inactivation du
chromosome X que chez C. elegans ou il intervient dans la répression génique au niveau de la lignée
germinale, en encore chez D. melanogaster ou PRC2 réprime certains génes de différenciation tels que
les génes homéotiques (#ox). Plus récemment, 1’activité de ce complexe a été associée au cycle

cellulaire et au cancer de la prostate.

(b) Implication dans le cancer

Le role de EZH2 dans la promotion et la progression tumorale est trés ¢tudié, en particulier
dans le cancer de la prostate. L’analyse par puce ADN d’échantillons prostatiques de patients révéle
que ezh?2 est le géne le plus significativement surexprimé dans les métastases par rapport aux cancers
localisés, ce qui fait de lui un bon marqueur pronostic (172). Cette étude montre également 1) que la
perte de EZH2 inhibe la croissance des cellules de cancer de prostate et 2) que la surexpression de
ezh2 dans ces cellules entraine la répression de 163 geénes. Plus récemment, 14 geénes cibles de EZH2
réprimés dans le cancer ont été¢ décrits comme outils de prédiction pour 1’évolution du cancer du sein

et de la prostate (173). (Figure 17).

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer I’augmentation d’expression de ezA2 dans les cellules
tumorales (Figure 18). Il peut s’agir d’une perte de certains régulateurs négatifs de EZH2 comme Rb
(cf suppresseur de tumeur, page 29) (174), ou de miR-26 (microRNA-26) réprimé par C-MYC
retrouvé de maniere abondante dans les cellules cancéreuses (cf oncogéne, page 31) (175). Enfin, des
travaux récents montrent que la perte génomique mono ou bi allélique du géne codant miR-101 est
corrélée a I’augmentation de I’expression de ezh2, dans 37,5% des cancers localisés et 66,7% des
cancers métastasiques (176). Ainsi, la perte génomique de mir-101 et de maniére consécutive la

dérégulation d’expression de ezh2 pourraient participer a la progression tumorale.

Parmi les génes cibles de EZH2, certains sont particuliérement intéressants (Figure 18) au vu
de leur profil d’expression au cours de la carcinogenése prostatique. C’est le cas de dab2ip dont
I’expression est diminuée via EZH2 et par méthylation CpG dans les cellules cancéreuses. Les
promoteurs de nkx3.1 et msmb sont également directement verrouillés par EZH2 (177, 178). Msmb
(microseminoprotein-beta) code la protéine PSP94 (prostatic secretory protein of 94 amino acid) qui
est sécrétée par la glande prostatique et qui fonctionne comme un suppresseur de tumeur (179). Son
expression, comme celle du suppresseur de tumeur rkx3.1, est perdue au cours de la progression

tumorale (17, 180).

2) Les déméthylases de H3K27 : IMJD3 et UTX
IMID3 (Jumanji D3) et UTX sont les deux déméthylases des motifs H3K27me3 et
H3K27me2 (Figure 19). Les études montrent qu’elles sont impliquées dans les processus

développementaux notamment via le controle des génes hox (181, 182). De maniére intéressante, UTX
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et IMJD3 co-immunoprécipitent avec des membres du complexe de méthylation H3K4 de type MLL
et RbBP5 (183, 184) ce qui suggere une coopération entre les différents acteurs de la méthylation pour
définir une chromatine active ou inactive au niveau de ces domaines. Pour 1’instant, mis a part une
étude difficile a interpréter qui montre JMD3 surexprimé dans les cancers métastatiques de la prostate

(185), aucune donnée ne relie ces déméthylases au développement ou a la progression du cancer.

3) Connexion entre la méthylation des histones et de ’ADN

La méthylation de I’ADN et la répression de celle des histones par les Polycombs sont restées
longtemps considérées comme deux processus biochimiquement indépendants. Cependant, chez
I’Homme, ce dogme semble remis en question. Des expériences de co-immunoprécipitation
démontrent que les 3 types de DNMT interagissent avec les sous unités de PRC2 (EZH2 et EED)
(186). Une inhibition par RNAi de EZH2 diminue la méthylation CpG, ce qui démontre que EZH2 est
requise pour ce mécanisme. En revanche, I’inverse n’est pas vrai, les DNMTs ne sont pas nécessaires
pour la méthylation par EZH2 (186) (Figure 19). Ces données suggérent que EZH2 agit en amont des
DNMTs comme pour « pré-marquer » certains génes qui seront ensuite hyperméthylés et réprimés au
cours de la transformation cellulaire normale ou tumorale. 11 faut noter qu’une fois les genes
hautement hyperméthylés, le maintien de la répression ne requiert pas EZH2 (187). Ce mécanisme qui
ressemble au déterminisme cellulaire au cours du développement embryonnaire peut engendrer la
formation de cellules « initiatrices de tumeurs » en accord avec le courant de pensée actuel selon
lequel des perturbations épigénétiques seraient responsables de la formation de cellules précurseurs a

I’origine du développement tumoral.

“4) Connexion entre la méthylation et I’acétylation des histones
Il existe un lien physique et fonctionnel entre EZH2 et acétylation. Ce lien passe par une
interaction entre PRC2 et les HDAC (histone deacetylase) 1 et 2 (188) (Figure 19). Ce recrutement
contribue de manicre synergique a I’action répressive de PRC2. Les HDAC peuvent retirer les

groupements acétyles de H3K27 et favorise ainsi la triméthylation par EZH2 (169).

b) L’acétylation
L’acétylation des histones est régulée par deux types d’enzymes: les histones HAT

(acetyltransferases) et les HDAC).

(1) Les histones acétyltransférases (HAT)

Bien que les HAT soient par définition les enzymes chargées de catalyser le transfert du
groupement acétyle depuis I’acétyl-CoA sur les histones, il faut noter qu’elles sont également capables
de réagir avec d’autres protéines, ce qui ne facilite pas leur étude. Pour illustrer ce propos, on peut
citer ’exemple de AR qui est acétylé dans sa région charnicre par p300, P/CAF (P300/CBP associated

Jactor) et TIP60 (tat-interactive protein 60 kDa) lors d’une activation par la DHT. Cette acétylation
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augmente la capacité transactivatrice de AR. En revanche aucune donnée pertinente n’est disponible a

ce jour quant a leur r6le sur la chromatine dans le cancer de la prostate.
2) Les histones déacétylases (HDAC)

(a) Structure / fonction
Il existe 18 HDAC séparées en 4 classes en fonction des identités de séquences et de
I’organisation des domaines (pour revue lire (189). Les HDAC sont des enzymes chargées de retirer le
groupement acétyle des lysines sur les histones de I’ADN. Le niveau d’acétylation influence 1’activité
de transcription : I’acétylation décondense la chromatine et favorise 1’accessibilité a la machinerie de
transcription et a I’inverse, la déacétylation est associée a une répression génique. Le role principal des

HDAC est donc de verrouiller I’expression génique.

(b) Implication dans le cancer de la prostate
Parmi toutes les HDAC étudiées, on retrouve une forte expression de HDAC1, HDAC?2 et
HDACS3 dans les cas de cancer de la prostate (190). Par ailleurs, HDACS est sous-exprimée au niveau
des cellules cancéreuses (191). Une localisation nucléaire de HDAC4, normalement cytoplasmique
dans des cellules saines ou de cancers localisés, est observée dans des cellules de cancers androgéno-

indépendants (192).

De maniére intéressante, les cancers de la prostate qui présentent une translocation TMPRSS2-
ERG surexpriment trés souvent HDAC1 (193). A ce jour, la relation entre ces deux événements n’est
pas connue. De plus, le géne dab2IP déja décrit comme étant « doublement » réprimé par EZH2 et
méthylation CpG, est également ciblé par HDAC1 dans les cellules cancéreuses (194). Une autre
HDAC, SIRT]I, joue un rdle important dans la déacétylation de H4K16 et H3K9. Une diminution de
l’activité des SIRT1 entraine une réactivation des geénes codant les agonistes de type WNT dans le
cancer du colon et du sein (195). Ces résultats laissent penser qu’un mécanisme identique peut exister
dans les cellules tumorales prostatiques dans lesquelles les voies de signalisation WNT sont également

retrouvées suractivées (196).

Le code histone met donc en jeu plusieurs mécanismes qui sont visiblement tous
interconnectés (Figure 19). Il y a maintenant un certain nombre d’études qui montrent que la
dérégulation de ces mécanismes est associée au cancer de la prostate. Par exemple, la méthylation
aberrante des histones par EZH2, pouvant étre associée a [’acétylation des histones et a la
méthylation de I’ADN sur des promoteurs de genes clés, est un mécanisme qui semble participe a la
carcinogenése en permettant la répression génique. Aujourd’hui de nombreuses hypothéses postulent
Dexistence des perturbations épigénétiques comme événement précoce ayant lieu dans les cellules
progénitrices ce qui formerait ainsi une population polyclonale de précurseurs a [origine du

développement tumoral. Cependant ceci n’est pas démontré pour le moment.

I. Cancer de la prostate
D. Epigénétique du cancer de la prostate
2. Les marques « histone »

37



6F22—(QcrRH H19

Alleleanaternele

Cellules normales

K6F22 I6F H HGF2 |

Allelegpaternele

lGFZZ HGF2 |

Alléleé aternele

Cellules tumorales

H6F22 I6F 1 HGF2 |-

Allelegaternele

Figure 20 : Méthylation de novo au
niveau de I’ICR du locus IGF2-H19 au
cours de la carcinogenése. ICR
(imprinting control region). Les points
rouges symbolisent la méthylation de
I’ADN. Adapté d’aprés Henckel er al.
2008 (199).



Introduction bibliographique

3. La perte des empreintes parentales

Outre le role des marques décrites précédemment, la pose d’empreintes épigénétiques
(imprinting) est également un mécanisme qui permet 1’expression spécifique des alleles paternels ou
maternels. Il faut rappeler qu’au moment de la fécondation, les génomes maternel et paternel sont
globalement configurés de maniére différente: le génome de I’ovocyte est empaqueté avec des
histones, celui du spermatozoide est empaqueté avec des protamines. Les deux génomes sont
également tres différents sur le plan fonctionnel : dans les cellules germinales males et femelles, des
marques épigénétiques distinctes sont acquises au niveau des génes soumis a [’empreinte qui sont pour
la plupart organisés en domaines chromosomiques, ce qui permet une régulation par des régions de
contrdle de I’empreinte (ICR : imprinting control region) souvent riches en CpG (197). Ce sont ces
régions qui présentent la particularité d’€tre méthylées de maniére différentielle selon I’origine
parentale des alleles. 11 faut noter que la méthylation CpG n’est pas la seule marque retrouvée au
niveau de ces régions puisque des modifications d’histones répressives telles que H4K20me3 ou
H3K9me3 sont également associées aux ICR (198). Dans tous les cas, une mise en place ou un
maintien inadéquat de cette asymétrie épigénétique entre les deux génomes parentaux qui se manifeste
par une expression, ou une répression, biallélique d’un géne normalement soumis a I’empreinte et qui
s’exprime habituellement a partir d’un seul allele, peut se traduire par différentes pathologies telles

que le cancer.

Dans le cadre du cancer de la prostate, la région chromosomique 11p15 qui contient les alleles
IGF-II et H19 semble particuliérement intéressante a ce sujet. Dans des conditions normales, I’ICR de
ce locus est méthylée uniquement sur 1’alléle paternel ce qui entraine une expression paternelle du
geéne IGFII et une expression maternelle du géne voisin H19 (Figure 20). Dans les cancers, un gain
important de méthylation est retrouvé au niveau de cette ICR ce qui est associé a une surexpression de

IGF-II (200).

4. Les acteurs épigénétiques comme cibles thérapeutiques

L’ensemble de ces informations indique que des dérégulations épigénétiques peuvent étre a
I’origine des processus tumoraux. Certains acteurs impliqués dans ces déréglements peuvent ainsi
constituer des cibles thérapeutiques pertinentes dans le cadre du traitement du cancer de la prostate. La
stratégie consiste a limiter ’activité de ces enzymes par des molécules telles que le DZNep®,

(inhibiteur de EZH?2), la trichostatine A ou la romidepsin (inhibiteurs d’HDAC ; pour revue, lire
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(189)) et la 5-azacytidine (inhibiteur de DNMT) afin de « reprogrammer » le statut épigénétique des

cellules tumorales et de retrouver des empreintes dites normales.

5. L’influence des facteurs environnementaux sur les marques

épigénétiques

Si le déréglement des systémes responsables du maintien correct des marques épigénétiques
est un mécanisme clé impliqué dans le développement tumoral, il faut alors comprendre quelles
peuvent étre les causes de ces perturbations. Un grand nombre d’études (201) montrent que de plus en

plus de facteurs environnementaux et nutritionnels sont reliés a ces changements épigénétiques.

a) Les facteurs environnementaux

Parmi les facteurs environnementaux, on retrouve 1’exposition aux carcinogeénes physiques,
chimiques et les agents infectieux (202-204). Par exemple, les radiations ionisantes (205), les UV
(206), la fumée de tabac (207), I’arsenic (204), le cadmium (208), le nickel (204) sont considérés
comme des « épimutageénes » c'est-a-dire pouvant modifier les marques épigénétiques. Certains virus
comme I’Epstein-Barr virus (209), le papillomavirus humain (209) et le virus de 1’hépatite (210) sont
capables d’altérer 1’expression des génes de 1’hote par des modifications épigénétiques. A titre
d’exemple, cdkn2a (p16™**) et cdkn2b (p15™*®) sont des geénes connus pour étre

« épigénétiquement » dérégulés par la présence de nikel. (pour revue lire (201)).

b) Les facteurs nutritionnels
Parmi les facteurs nutritionnels, 1’alcool (211), les folates (212), les vitamines A, B6, B9, B12
(213, 214), le zinc (215), la méthionine (216), la choline (217), les phytoestrogénes tels que 1’équol
(métabolite de la daidzeine) (218) et certains polyphénols du thé (219), la génistéine (220), le
coumestrol (218) retrouvé dans les graines de soja, le resvératrol (221, 222) (polyphénol retrouvé entre
autre dans le raisin) sont capables de modifier les marques épigénétiques et de modifier la

susceptibilité a développer un cancer.
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c) Les mécanismes impliqués

@9) La méthylation de I’ADN

Tous les facteurs impliqués dans le métabolisme de la méthionine sont potentiellement
capables d’interférer avec la méthylation de I’ADN puisqu’ils peuvent modifier 1’apport en
groupements méthyle et donc les voies de méthylation. La méthionine est I’acide aminé utilisé pour la
formation du S-adénosylméthionine (SAM) qui est ensuite converti en S-adénosylhomocystéine
(SAH) par les DNMT pour la méthylation de ’ADN. Le contréle de I’apport en SAM est fondamental
a I’établissement normal de la méthylation CpG du génome. Les folates, la choline, la vitamine B6 et
B12 ainsi que la méthionine elle-méme font partie des nutriments qui influencent la méthylation de
I’ADN par modification de la disponibilité en groupements méthyle (pour revue lire (223) (Figure 21).
Par exemple, une alimentation riche en méthionine pendant le développement embryonnaire chez la
souris induit une augmentation du niveau de méthylation et des changements permanents d’expression
génique (224). A I'inverse, I’exposition chronique a 1’arsenic induirait une déplétion en SAM (225) et
ainsi une hypométhylation globale de I’ADN, phénomene impliqué dans 1’activation d’oncogenes
comme C-MYC (226). Certains agents mutageénes tels que le benzo[a]pyréne retrouvé dans la fumée
de tabac semblent se fixer et former des adduits a I’ADN préférentiellement au niveau des sites CpG

méthylés favorisant ainsi les mutations G vers T (227).

2) La modification des histones
Différentes classes d’HDAC peuvent étre altérées par des facteurs nutritionnels. Par exemple
le resvératrol est un inhibiteur potentiel de SIRT-1 (228, 229). Des données montrent en effet que
I’inhibition de SIRT1 réactive I’expression de génes réprimés dans les cellules cancéreuses (195), ce

qui peut suggérer un effet du resvératrol sur les modifications épigénétiques.

L’exposition au nickel diminue le niveau d’acétylation sur les résidus lysine 12 et 16 de
I’histone H4 (230) en bloquant I’accés des HAT a la chromatine (231). Le nickel induit également la
perte de ’acétylation sur H2A, H2B, H3 et H4 ainsi qu’une augmentation de la diméthylation H3K9 et

de I’ubiquitinylation de H2A et H2B (232) conduisant au final a une répression transcriptionnelle.

Au vu de ces informations et dans une optique de prévention contre les risques de cancer, il
semble fondamental d’approfondir les études sur ['impact des facteurs environnementaux et
nutritionnels capables de modifier les marques épigénétiques. En effet, les interrogations restent
encore nombreuses quant aux mécanismes d’action de beaucoup de facteurs environnementaux, de
plus en plus abondants, connus pour favoriser la survenue de cancer. C’est le cas par exemple de la

consommation de lipides et du risque de cancer de prostate.

[. Cancer de la prostate
D. Epigénétique du cancer de la prostate
5. L’influence des facteurs environnementaux sur les marques épigénétiques
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E.  Quel rdle pour les lipides dans le cancer de la prostate?

Des études épidémiologiques montrent que les pays d’Asie tels que la Chine, le Japon ou
encore 1’Inde présentent des taux d’incidence du cancer de la prostate nettement plus faibles que les
pays occidentaux comme les Etats-Unis ou les pays scandinaves : 1’incidence atteint 185,4 cas pour
100 000 afro-américains par an aux Etats-Unis contre 1,7 pour des Chinois vivant en Chine (56).
Lorsque des Chinois de Qidong migrent a San Francisco, I’incidence de ce cancer passe de 0,5 a 26
cas pour 100000 (233). Parmi les différents facteurs environnementaux pouvant expliquer ces
variations d’incidence du cancer de la prostate, la nature des régimes alimentaires trés différente entre
les pays occidentaux et les pays asiatiques notamment en ce qui concerne leur composition en lipides,

semble un facteur prépondérant.

Les régimes alimentaires de plus en plus riche en lipides dans les pays occidentaux ainsi que
les données épidémiologiques qui attribuent des effets importants dans la survenue du cancer de la
prostate (233) posent la question du role des lipides au cours de I’initiation, la la promotion et de la

progression dans les processus de carcinogénese.

Parmi les lipides, on peut distinguer les différents types d’acides gras et le cholestérol.

1. Les acides gras et le cancer de la prostate

a) Géneéralités

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique de 4 a 28 carbones.
Ils sont retrouvés au niveau de I’alimentation dans les graisses animales et végétales, les huiles ou les
cires sous forme de triglycérides, estérifiés avec le glycérol. Ils sont stockés majoritairement au niveau
du tissu adipeux sous la forme de triglycérides dans les adipocytes. Les acides gras sont
principalement apportés par 1’alimentation, cependant les cellules humaines possédent I’ensemble de
I’équipement enzymatique nécessaire pour réaliser la synthese de la quasi-totalité des acides gras (mis
a part certains acides gras polyinsaturés, voir ci-dessous, page 43). La lipogenése est réalisée a partir
de I’acétyl-CoA et met en jeu des enzymes telles que I’ACC (acetyl CoA carboxylase) et 1la FAS (fatty
acid synthase) (figure 22). L’ACC est une enzyme qui catalyse en présence d’ATP la synthése du
malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA, de CO, et de biotine. Le malonyl-CoA va ensuite servir de
substrat pour la synthése d’AG par la FAS. Par la suite, sept réactions apportant successivement les
molécules de malonyl-CoA conduisent & la production de palmitate (AG en C16). Une étape

importante dans la biochimie lipidique consiste en une désaturation de la chaine aliphatique pour
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former des acides gras mono ou polyinsaturés. Par exemple, les SCD 1 et 2 (stearoyl-CoA

desaturases) sont des enzymes qui catalysent une désaturation en A9-cis des acides gras saturés.

Les AG remplissent différentes fonctions. Tout d’abord, ils ont un réle majeur dans I’apport
énergétique puisqu’ils sont métabolisés par la voie de la B-oxydation et du cycle de Krebs pour fournir
de ’ATP. Ensuite, ils ont un réle structural puisqu’utilisés pour la synthése de phospholipides,
constituants principaux des membranes cellulaires. Le degré d’insaturation des phospholipides
présents dans les membranes modifie leurs propriétés physico-chimiques. Enfin, ils ont un réle de
messager intra et extracellulaire puisqu’ils sont précurseurs dans la synthése de certaines hormones

comme les eicosanoides (leucotriéne et prostanoide) intervenant dans I’inflammation.

La nature et la quantité des AG présents dans 1’alimentation font parti des facteurs
nutritionnels qui semblent influencer le développement tumoral. Dans 1’alimentation, quatre grandes
classes d’AG peuvent étre distinguées en fonction du degré d’insaturation et de la conformation : les

AG dit trans, les AG saturés et les AG polyinsaturés, soit de type ®3 soit 6.

b) Données épidémiologiques et expérimentales
Peu de données sont actuellement disponibles concernant les effets des acides gras trans sur le
cancer de la prostate. A ce jour, il ne semble pas y avoir d’association claire entre leur niveau circulant
et le risque de développer un cancer de la prostate. Néanmoins, la présence dans le plasma de C18 :1
n-9t (dérivé de 1’acide oléique C18 :1), et de C18 : 2t (dérivé de 1’acide linoléique C18 :2) est associce

aux cancers de prostate de bas grade (234).

(D) Les acides gras saturés
Chez I’homme, la présence d’acide palmitique (C16:0) et I’absence d’acide stéarique
(C18:0), deux acides gras saturés sont associés aux cancers de prostate de bas grade (235). Seule la
présence plasmatique de I’acide myristique (C14 :0) est associée aux cancers de haut grade. Chez des
souris sur-exprimant le proto-oncogéene C-MYC, un régime pauvre en AG saturés diminue le

développement de carcinomes invasifs (236).

Indépendamment de la nature des AG circulants, les cellules tumorales présentent des
déréglements dans les voies de synthése endogeéne d’acides gras. Le blocage de la synthése d’acides
gras par le Soraphen A, inhibiteur de ACC ralentit la prolifération et diminue la survie des cellules
LNCaP et PC-3M (237). L’apport exogéne d’acide palmitique bloque les effets du Soraphen A, ce qui
indique une dépendance des cellules tumorales vis-a-vis de cet acide gras. De plus, une forte
augmentation de 1’expression de la FAS et ACC est retrouvée dans les zones tumorales (238, 239),
(240). L’inhibition de la synth¢se d’acides gras par la technique de RNAI dirigés contre FAS ou ACC
n’a pas d’effet sur la viabilité des cellules non malignes (241). Ces données démontrent ainsi que les

cellules tumorales acquiérent une dépendance a leur anabolisme lipidique anormalement élevé.
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Figure 23 : Insaturation et élongation des acides gras. Chez ’homme, la synthése de tous
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I’acide linoléique. Les enzymes sont en italique. SCD (stearoyl-CoA desaturase), COX (cyclo-
oxygenase).



Introduction bibliographique

Les mécanismes moléculaires a 1’origine des changements d’expression et les roles
oncogéniques de ACC et FAS sont encore peu connus. Néanmoins, dans les cellules prostatiques,
I’expression de FAS est positivement contrdlée par p63 dont I’expression augmente au cours de la
carcinogenése (242). Ceci suggere donc un possible controle de 1’expression de fas par p63 au cours
de la carcinogenese. Concernant le role oncogénique de FAS, son activité conduit a la synthese
d’acide palmitique fournissant le substrat pour la palmitoylation de WNT-1. Ainsi, la surexpression de
fas dans des cellules iPReCs (immortalized prostate epithelial cells) conduit a une palmitoylation de
WNT-1 qui est responsable de la stabilisation cytoplasmique de la B caténine, connue pour son role
oncogénique (243). Une trés forte association entre la surexpression de FAS et la stabilisation
cytoplasmique de la  caténine est reportée dans les cas de cancer de prostate chez I’homme. Ce
mécanisme souligne, une fois de plus, le réle clé de 1’acide palmitique dans les mécanismes de

carcinogengse.

L’expression d’autres enzymes intervenant dans le métabolisme lipidique est connue pour étre
dérégulée dans le cancer de la prostate. Par exemple, I’a-méthylacyl-CoA-racémase (AMACR) est
surexprimée dans les cellules tumorales. Cette enzyme régule la B-oxydation peroxysomale des acides
gras branchés. L’augmentation de son activité serait responsable de la production de composés
oxydatifs pro-carcinogéniques (244). L’enzyme SCD1 (stearoy! Co-A desaturase 1) est sous-exprimée
dans les cancers de prostate (245). Cette enzyme intervient dans la production d’acides gras mono-
insaturés tels que les acides palmitoléique et oléique depuis les acides palmitique et stéarique
respectivement. La perte d’expression de SCD pourrait résulter d’un mécanisme actif visant a

augmenter la disponibilité de I’acide palmitique, capitale pour les cellules tumorales.

2) Les acides gras insaturés

Les cellules humaines sont incapables de réaliser la synthése d’acide a-linoléique (w3) (C18:
2 n-6), qualifié¢ d’acide gras essentiel, a partir de I’acide oléique mono-insaturé (09) (C18 : 1 n-9)
(Figure 23). Ainsi, les différents acides gras polyinsaturés retrouvés chez 1’homme proviennent
directement de I’alimentation ou indirectement via une synthése depuis I’acide a-linoléique,
précurseur de tous les acides gras polyinsaturés. Parmi les deux grandes classes d’acides gras poly-
insaturés (o3 connus pour leurs rdles protecteurs et w6 pour leurs effets délétéres sur le cancer de la
prostate), certains sont les précurseurs d’importantes voies de synthése impliquées dans
I’inflammation. Il faut rappeler que malgré la controverse, de nombreuses études montrent une
corrélation entre le statut inflammatoire et le cancer de la prostate (pour revue lire (138)). Ainsi, un
apport plus ou moins important de certains acides gras polyinsaturés pourrait, en modifiant le statut

inflammatoire, influencer le développement tumoral.
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(a) @6
Chez I’homme, il existe une association entre la présence d’acide a-linoléique (ALA ; C18: 2
n-6) de type @6 et les cancers de prostate de haut grade (235). Dans le mod¢le génétique murin pten-/-
de cancer de la prostate, un régime riche en acides gras w6 favorise la progression tumorale (246). En
parallele, I’exposition des cellules humaines de cancer de prostate PC3 a ’acide de type w6 stimule la

croissance tumorale (247).

Des études montrent que les effets délétéres des w6 pourraient s’expliquer par 1’accumulation
de certains dérivés métaboliques des acides linoléique et eicosatétraénoique (acide arachidonique,
C20 :4n-6). L’acide arachidonique est le précurseur principal des molécules de la famille des
leucotrienes et des prostanoides connus pour leurs activités pro-inflammatoires. D une part, dans les
tissus prostatiques tumoraux, il est décrit une forte expression de la 15-lipoxygénase-1 (15 LO-1) qui
transforme l'acide arachidonique en acide 15(S)-hydroxypéroxy-5,8,10,14(Z,Z,E,Z)
éicosatétraé¢noique (15(S)-HPETE) (248). La réduction biochimique de la 15(S)-HPETE conduit a la
formation de 15(S)-HETE (acide 15-(S)-hydroxy- éicosatétraénoique) fortement impliqué dans
I’inflammation. D’autre part, I’étude de Kelavkar ez al. décrit également une forte expression de COX-
1 et COX-2 (cyclo-oxygenase) dans les cancers de la prostate (248). Ces enzymes transforment 1’acide
arachidonique en PGG2 (prostaglandine G2) substrat pour la synthése des prostaglandines PGE2 ou
PGF2 a activité pro-inflammatoire. De plus, I’inhibition pharmacologique des COX par des anti
inflammatoires non stéroidiens diminue a la fois les risques de développer un cancer de la prostate et

les taux de PSA chez les patients (249) démontrant donc leur implication dans la progression tumorale.

Ainsi, I’augmentation du catabolisme des acides gras @6, illustrée par une expression élevée
de 15-LO-1 et des COX, liée a la production de médiateurs pro-inflammatoires dans les cellules
tumorales prostatiques, permettrait d’expliquer les effets pro-carcinogénes des w6. En effet, la
surexpression orthotopique de 15-LO-1 induit une augmentation de la prolifération et la formation

d’hyperplasie bénigne dans la prostate murine (250).

(b) w3

La plupart des études épidémiologiques montrent une corrélation inverse entre la
consommation d’acides gras 3 et le risque de développer un cancer de prostate. Par exemple, une
forte consommation et/ou forte quantité plasmatique d’AG de type ®3 sont associées a une réduction
du risque de cancer agressif de la prostate (251, 252). En culture cellulaire, les @3 augmentent la
réponse a la thérapie d’ablation hormonale et retardent la progression vers les stades d’androgéno-
indépendance (253). De maniére intéressante, dans le modéle de souris pten-/-, un apport important en
®3 (acide stéaridonique, C20 :4 n-3) induit I’apoptose des cellules tumorales et une réduction de la
croissance tumorale. Les auteurs proposent que ’effet protecteur des w3 pourrait passer par une

compétition des o3 avec les w6 sur les enzymes 15-LO-1 et COX (254) pour limiter la production de
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médiateurs pro-inflammatoires. Trés récemment une étude montre que les acides gras polyinsaturés de
type ®3 tels que les acides eicosapentaecnoique (EPA ; C20: 5 n-3) et docosahexaenoique (DHA ;
C22 : 6 n-3) sont capables de favoriser la dégradation de EZH2 par le protéasome et ainsi d’inhiber la
marque répressive H3K27me3 dans des cellules de cancer du sein (255). Cette modification des

marques épigénétiques est associée a une inhibition de I’invasion des cellules tumorales.

2. Le cholestérol

a) Généralités
La molécule comprend quatre cycles carbonés, ou noyau cyclo-pentano-phénanthrénique, noté
A, B, C et D (Figure 24). Le cholestérol posséde un groupe hydroxyle -OH sur le carbone 3. Ce
groupement chimique constitue la téte polaire et constitue donc la partie hydrophile du cholestérol. La
fonction OH du cholestérol peut étre estérifiée par un acide gras qui rend la molécule totalement

insoluble dans I'eau, on parle d’ester de cholestérol.

Le cholestérol est retrouvé dans les produits d’origine animale. Les sources alimentaires
majeures sont les fromages, le jaune d’ceuf, la viande bovine et porcine. La synthése endogéne du
cholestérol se fait dans le cytoplasme des cellules du foie et de I'intestin principalement. La synthése
débute par la condensation de trois molécules d'acétate en hydroxy-méthyl-glutarate (HMG). Cette
synthése est effectuée par ' HMG-CoA synthase (hydroxymethylglutaryl-Coenzyme A synthase) en
présence de coenzyme A, un cofacteur d'enzyme. L'hydroxy-méthyl-glutarate est ensuite réduit en
mévalonate. Le mévalonate est ensuite décarboxylé en isoprénoide a 5 carbones (l'isopentényl
pyrophosphate et le diméthylallyl pyrophosphate). La condensation de 6 molécules d’isoprénoide
aboutit finalement au squaléne. Enfin, le squaléne subit 1’action de la squaléne cyclase qui crée les

cycles du cholestérol a partir des insaturations présentes dans le squalene (figure 25).

b) Réle physiologique du cholestérol

C’est un composant majeur des membranes cellulaires dans lesquelles il s’intercale entre les
phospholipides et diminue la perméabilit¢é membranaire aux molécules hydrosolubles. 1l joue un role
prépondérant dans la coalescence des radeaux lipidiques ou rafts (256) aussi connus sous le nom de
DRM (detergent-resistant membrane domains) ou encore DIG (detergent-insoluble, glycolipid-
enriched complexes). Les rafts sont des microdomaines tres riches en cholestérol et sphingolipides. La
coalescence de rafts désigne le regroupement de plusieurs domaines pour former des microdomaines
de taille plus importante. L’intérét de ce mécanisme est évoqué ci-apres. Par ailleurs, le cholestérol est

également le précurseur de plusieurs voies biochimiques comme la stéroidogenése ou la synthése
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composent les lipoprotéines sont indiquées.



Introduction bibliographique

d’acides biliaires (Figure 25). En effet, le cholestérol est utilisé comme précurseur pour la synthése de
vitamine D et des hormones stéroidiennes telles que les hormones surrénaliennes (cortisol et
aldostérone) ou les hormones sexuelles (progestérone, cestradiol et testostérone). Enfin, dans le foie, il
est converti par la CYP7A1 (cholesterol-7a-hydroxylase) en acides biliaires qui sont stockés dans la

vésicule biliaire puis déversés au niveau de I’intestin pour permettre I’absorption des lipides.

c) Transport
Le cholestérol et de manic¢re générale tous les lipides plasmatiques, insolubles en milieu
aqueux, circulent dans le plasma liés a des protéines spécifiques, les apolipoprotéines, et forment ainsi

des complexes macromoléculaires appelés lipoprotéines.

(D) Structure et role des lipoprotéines
Les lipides polaires constituent la zone périphérique : cholestérol libre, phospholipides et
apolipoprotéines ; le noyau est formé de lipides hydrophobes : triglycérides et esters de cholestérol. 11
existe quatre classes de lipoprotéines : les chylomicrons, les VLDL (very low density lipoprotein), les
LDL (low density lipoprotein) et les HDL (high density lipoprotein) qui différent de par leur densité de
flottation qui est fonction de la quantité et qualité des lipides qui les composent et de par leur

composition en apolipoprotéines (figure 26).

Les apolipoprotéines (APO) ont un double réle : le premier, structural, permet le maintien du
complexe macromoléculaire lors du transport depuis les sites de synthése vers les sites d’utilisation et
le second, fonctionnel, assure la reconnaissance des lipoprotéines avec les sites récepteurs et active
certaines enzymes. Par exemple, APO A1 qui est principalement retrouvée dans les lipoprotéines HDL
« protectrices », permet [’estérification du cholestérol des HDL en activant LCAT (lecithine
cholesterol acyl transferase). Les APO B et Al sont les apolipoprotéines les plus importantes. L’APO

B est retrouvée au sein des lipoprotéines dites athérogenes : LDL et VLDL.

) Métabolisme des lipoprotéines

(Figure 27)
* Les chylomicrons et les VLDL :

Les chylomicrons sont d’origine intestinale ou ils sont synthétisés a partir des lipides de
I’alimentation. La majorité¢ des VLDL est d’origine hépatique ou elles sont synthétisées a partir de
triglycérides endogénes. Seulement 20% sont synthétisés par 1’intestin. Ces lipoprotéines sont libérées
dans la lymphe puis circulent dans le sang ou elles subissent I’action de la LPL (/ipoprotein lipase).

Les chylomicrons sont transformés en particules résiduelles, ou remnants, qui seront ensuite reconnues
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via les APO BJ/E et dégradées par le foie. Les VLDL sont transformées en IDL (intermediate density
lipoprotein) rapidement converties en LDL par la HTGL (hepatic triglyceride lipase).

e JesLDL :

Les LDL ainsi formées se composent d’APO B, de cholestérol libre et estérifié. Elles circulent
dans le sang vers les tissus périphériques et le foie. Elles sont reconnues par le récepteur 8 APO B/E :
LDLR (low density lipoprotein receptor). Aprés fixation sur le site récepteur, la LDL est internalisée
dans des endosomes puis dégradée en cholestérol libre, acide gras et acides aminés de I’APO B. Le
cholestérol libre peut : 1) intégrer et structurer les membranes plasmiques ; 2) favoriser la coalescence
des rafts ; 3) étre estérifié avec un acyl-coenzyme A par 'ACAT (acyl cholesterol acyltranferase)
pour étre stocké sous forme d’esters de cholestérol ; 4) étre utilisé pour la synthése d’hormones ; 5)
inhiber la synthése endogéne de cholestérol ; et 6) inhiber la synthése de LDLR (Figure 28). Il faut
noter que certaines LDL ne sont pas captées par LDLR car elles sont modifiées par peroxydation ou
acétylation. Elles sont alors catabolisées par la voie des SR (scavanger receptor) notamment B1 mais
également Al et A2. Le cholestérol libre cellulaire en exceés pourra étre pris en charge par les HDL

pour étre redirigé vers le foie et y étre dégradé, c’est le transport inverse de cholestérol.
e Les HDL :

Les HDL plasmatiques ont plusieurs origines : sécrétion par l’intestin et par le foie ou
formation a partir des chylomicrons et des VLDL. En effet, au cours de la lipolyse, il y a des échanges
permanents de lipides et d’apolipoprotéines entre les différentes classes de lipoprotéines. Les
premiéres HDL libérées dans la circulation sanguine par les hépatocytes ne contiennent pas d’esters de
cholestérol. Ce n’est qu’au fur et a mesure de sa circulation dans le compartiment sanguin que la
particule s’enrichit en cholestérol et phospholipides au niveau des tissus périphériques. La fonction
principale des HDL est d’assurer le transport inverse du cholestérol en récupérant 1’exceés de
cholestérol libre des tissus périphériques via une interaction avec les cassettes ABC (ATP binding
cassettes) impliquées dans 1’efflux du cholestérol et en permettant I’estérification du cholestérol libre
par la LCAT (lecithine-cholesterol-acyl-transferase). Au niveau du foie, les HDL sont reconnues par
SR-B1, le cholestérol est libéré dans les hépatocytes puis métabolisé en acides biliaires ou €liminé

directement dans la bile.

d) L’homéostasie du cholestérol
La régulation de I’homéostasie du cholestérol repose sur la gestion a la fois de sa synthése
endogene, de son stockage et de son élimination. Les principaux responsables de la gestion de cette
homéostasie sont les récepteurs nucléaires LXRa et LXRB (liver X receptor) dont le rdle et le

mécanisme d’action sont détaillés dans le chapitre II (page 59).
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Figure 28: Internalisation et devenir du cholestérol dans une cellule. Les LDL (low
density lipoprotein) sont reconnus par leur récepteur LDLR (low density lipoprotein receptor)
puis internalisés dans la cellule par endocytose (1). L’endosome ainsi formé va fusionner avec
des lysosomes (2). Lors de cette fusion, une fraction membranaire contenant LDLR est libérée
pour permettre le recyclage de ce récepteur (3). Dans les lysosomes, les LDL sont dégradés
pour libérer le cholestérol libre (C.L.) (5) ou permettre le stockage sous forme de d’esters de
cholestérol (E.C) (4). Le cholestérol libre structure la membrane plasmique et les rafts. 11 peut
également étre utilisé pour la synthése d’hormones ou étre redirigé vers le foie sous forme de
HDL (high density lipoprotein) aprés export vers le milieu extracellulaire par les cassettes

d’efflux ABC. Les « T » en fin de ligne symbolisent une inhibition.
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e) Cholestérol et incidence du cancer de la prostate

Au cours des années 1980-90, le risque de cancer de la prostate a été associé a la
consommation de produits d’origine animale (257), notamment par la présence des lipides dont la
nature exacte restait a déterminer (258). En fait, les lipides semblent avoir un impact sur
I’augmentation des cancers métastatiques plus que sur l’incidence totale des cancers. Alors que
certains nutriments comme les acides gras permettent d’expliquer [’association observée entre
consommation de produits laitiers et risque de cancer de la prostate de haut grade, le risque li¢ a la
consommation de viande rouge reste inexpliqué (257), orientant de fait les études vers un autre lipide :
le cholestérol. Pendant de longues années, les liens existant entre la consommation excessive de
cholestérol, les taux de cholestérol circulant et le risque de cancer de la prostate ont soulevé la

controverse.

Les premic¢res études ont d’abord démontré une corrélation entre le risque de cancer et des
taux faibles de cholestérol circulant (259), suggérant ainsi qu’une faible cholestérolémie favorise la
survenue de cancer. Des études plus récentes ont montré a I’inverse 1) qu’un fort taux de LDL-
cholestérol circulant est associé a une augmentation de 60% du risque de cancer de la prostate (260), et
2) qu’un « faible » taux de cholestérol circulant (< 200mg/dl) est associé a une réduction du risque de
développer un cancer de la prostate de haut grade (score de Gleason 8-10) (261). Ces derniéres
données indiquent donc contrairement, aux premicres études, que la présence de cholestérol
plasmatique favorise le développement de cancer de la prostate, notamment de haut grade. Comment
expliquer ces résultats contradictoires ? Par la suite, il a été établi que le niveau de cholestérol
circulant diminue avant les signes d’appel et le diagnostic du cancer. Ainsi, si les 5 8 9 premiéres
années de suivi sont exclues des études, la corrélation entre la faible cholestérolémie et la survenue de
cancer, montrée initialement, est perdue (262). De plus, I’inclusion dans les cohortes de patients
atteints d’autres cancers encore non diagnostiqués et connus pour diminuer les quantités de cholestérol
circulant pouvait également entrainer un biais d’interprétation des résultats (256). Au total, ces

données épidémiologiques suggérent que le cholestérol favorise le développement tumoral.

/) Inhibiteurs de ’HMG-CoA réductase et cancer de la prostate
L’association entre la présence de LDL cholestérol et le risque de cancer de la prostate pose la
question de I’impact de la prise de statines, agents hypocholestérolémiants, sur le risque de cancer. Les
statines se concentrent essenticllement au niveau du foie et leurs effets hypocholestérolémiants
s’expliquent majoritairement par 1’inhibition de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-
CoA) réductase, enzyme limitante de la voie de biosynthése du cholestérol depuis le mévalonate. Les
études épidémiologiques rétrospectives effectuées sur des cohortes de patients traités pour des

maladies cardiovasculaires montrent que la prise de statines diminue de fagon importante le nombre de
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cancers agressifs de la prostate (263, 264) surtout lorsque la durée du traitement est supérieure a 5 ans

(265, 266).

Au final, I’ensemble de ces données montrent que de fortes quantités de cholestérol circulant
augmentent le risque de cancer avancé de la prostate alors que la prise d’agents
hypocholestérolémiants comme les statines diminue ce risque, indiquant de facto le réle promoteur du

cholestérol dans la progression tumorale et/ou [’invasion métastatique.

2) Le cholestérol dans les cellules tumorales

Apres les travaux de White (267) qui montrent une accumulation de cristaux de nature
lipidique dans les tumeurs, Swyer ef al. sont les premiers a rapporter une augmentation de cholestérol
dans les zones atteintes d’hypertrophie bénigne de la prostate par rapport aux tissus sains (268). Par la
suite, ces observations se sont généralisées a d’autres types de cancers tels que les tumeurs gastro-
intestinales, pulmonaires ou rénales. Deux mécanismes ont été identifiés : 1) une augmentation du
captage du cholestérol circulant (269, 270) associée a la perte des mécanismes régulateurs de
I’expression du récepteur des LDL (247) ; 2) une augmentation de 1’expression des enzymes de la voie
de synthése du cholestérol comme I’HMG-CoA réductase (271). Dans les deux cas, il s’agit de
mécanismes actifs qui favorisent la disponibilité intracellulaire du cholestérol au cours du
développement tumoral. Ceci souléve la question des mécanismes moléculaires par lesquels le

cholestérol peut favoriser la progression tumorale.

h) Cholestérol, rafts et cancer de la prostate

Dans les membranes plasmiques ou intracellulaires, le cholestérol s’accumule en partie dans
des rafts. La présence de la cavéoline 1, marqueur des radeaux lipidiques, est un signe de mauvais
pronostic associ¢ aux cancers agressifs de la prostate (272, 273). A I’inverse, I’administration d’un
anticorps dirigé contre la cavéoline 1 bloque la dissémination métastatique du cancer de la prostate sur
un modele de tumeur orthotopique chez la souris, suggérant le lien potentiel entre les rafis et la
progression tumorale (274). Depuis ces derni¢res années les rafts lipidiques (Figure 29), domaines
riches en sphingolipides, cholestérol et en protéines, sont considérés comme de véritables plate-formes
impliquées dans la transduction des signaux intracellulaires. Ainsi, la sérine-thréonine kinase AKT est
activée par phosphorylation au niveau de ces microdomaines lipidiques pour stimuler les processus de
survie et de croissance cellulaire dans les tumeurs prostatiques. Cette phosphorylation est en partie
dépendante de la présence de cholestérol dans la membrane qui, par sa présence, augmente la

coalescence des rafts (Figure 29), facilitant ainsi le recrutement de AKT au niveau de la membrane
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plasmique (275). Le traitement des cellules cancéreuses prostatiques par la simvastatine (statine), la
méthyl-B-cyclo-dextrine (chélateur de cholestérol) ou la filipin (agent dispersant le cholestérol dans la
membrane), diminue la phosphorylation de AKT au niveau des rafts et entraine par conséquent
I’apoptose des cellules (276). Ce role du cholestérol membranaire semble spécifique des cellules
cancéreuses puisque la filipin ne modifie ni la phosphorylation de AKT ni I’apoptose des cellules non

tumorales de prostate iPrEC (277).

Pour conclure, ces données bibliographiques mettent en évidence l’'impact des lipides sur le

processus tumoral dans le cadre du cancer de la prostate.

Parmi les acides gras, ['acide palmitique favorise le développement tumoral par des
mécanismes encore peu connus qui semblent faire intervenir la palmitoylation de wnt-1 et en cascade,
l’activation de la voie p-caténine. Les acides de type w6 favorisent la croissance tumorale par des
actions pro-inflammatoires encore mal comprises. A ['inverse, les w3 inhibent le processus tumoral
par des mécanismes qui font intervenir la modification d’empreintes épigénétiques en inhibant la
méthyltransférase EZH2. 1l faut souligner les nombreux changements d’expression génique (FAS,
ACC, SCD, COX, 15-LO-1) au sein des cellules tumorales prostatiques qui contribuent a augmenter
la disponibilité des acides gras, notamment de [’acide palmitique, ou qui favorisent la formation de

molécules pro-inflammatoires impliquées dans le développement cancéreux.

En paralléle, [inhibition de la synthése de cholestérol par des statines, agents
hypocholestérolémiants, diminue la prolifération des cellules tumorales prostatiques qui présentent de
fortes quantités de cholestérol intracellulaire. De plus, la prise de statines, chez des patients
hypercholestérolémiques est associée a une diminution du risque de cancer avancé de la prostate. Ces
données montrent que les cellules tumorales prostatiques présentent donc des perturbations de
[’homéostasie du cholestérol qui leur conferent un avantage prolifératif important par des mécanismes

faisant intervenir les rafts lipidiques.

Tout cela incite fortement a approfondir les recherches pour 1) mieux comprendre quelle est
la place des lipides, acide gras et cholestérol, dans le développement tumoral et 2) mettre en évidence
les mécanismes mis en jeu dans les perturbations de I’homéostasie des lipides qui favorisent la

progression tumorale.

Parmi les acteurs clés de cette homéostasie lipidique, LXR joue un rdle prépondérant.
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Figure 30: Expression des récepteurs nucléaires dans

Mangelsdorf. (http://www.nursa.org/)

la prostate de souris. D’aprés David
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FXR

PXR /SXR
CAR
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Figure 31 : Classification fonctionnelle des récepteurs nucléaires. Les récepteurs sont
classés en fonction de leur capacité a fixer un ligand. En couleur sont représentés ceux pour lesquels
un ligand est connu ; les récepteurs orphelins pour lesquels aucun ligand physiologique n’est connu
sont représentés en noir. Les 48 récepteurs nucléaires humains sont présentés, ainsi que le récepteur
EcR (Ecdysone Receptor) isolé chez les insectes. Adapté d’apres Chawla ef al., 2001 (280).
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Il.  Les récepteurs nucléaires des oxysterols : Liver X Receptors

A.  Généralités sur les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription potentiellement activables par un
signal habituellement lipophile. La nature hydrophobe des ligands leur permet de franchir facilement
les membranes cellulaires, méme si des transporteurs membranaires ont parfois été décrits et d’activer
leurs récepteurs dont la localisation est intra-cellulaire. Les récepteurs nucléaires sont largement
répandus dans le régne animal et semblent étre apparus tot dans 1’évolution des métazoaires (278).
Chez I’homme, 48 récepteurs nucléaires ont été identifiés et regroupés en 7 sous-familles définies
d’aprés une classification phylogénétique (279). La plupart de ces récepteurs sont exprimés au niveau

de la prostate (Figure 30).

D’un point de vue fonctionnel, on peut définir trois classes de récepteurs nucléaires : les
récepteurs endocriniens ayant un ligand de forte affinité, les récepteurs nucléaires orphelins
« adoptés » possédant un ligand de faible affinité et les récepteurs nucléaires orphelins, pour lesquels

aucun ligand naturel n’a encore été identifié a ce jour (280) (Figure 31).

Le mode d’action des récepteurs nucléaires des hormones stéroides est spécifique de la sous-
famille 3 des NRs. Ces hormones sont synthétisées a partir du cholestérol et leur nature dépend de leur
lieu de synthese. Il existe 5 classes d’hormones stéroides activant chacune un récepteur différent : les
androgénes, les glucocorticoides, les minéralocorticoides, les cestrogénes et les progestines. Trés
schématiquement, en absence de ligand, ces récepteurs nucléaires sont complexés a des protéines
chaperonnes de type HSP (Heat Shock Protein), les maintenant a 1’état inactif. La fixation du ligand,
directement ou aprés transformation enzymatique, entraine le départ des protéines HSP, la
translocation nucléaire du récepteur et sa dimérisation. Le dimére formé se fixe ensuite au niveau de

ses éléments de réponse spécifiques et induit la transcription de ses génes cibles.

Canoniquement, il est admis que les récepteurs des hormones non stéroidiennes sont en
permanence fixés sur leurs éléments de réponse dans les régions promotrices de leurs genes cibles. En
absence de ligand, le contact de co-répresseurs permet le maintien de la chromatine dans un état non
permissif vis-a-vis de la transcription. L’entrée passive du ligand dans le noyau et sa fixation sur son
récepteur induit I’initiation de la transcription des génes cibles. Ces récepteurs peuvent agir sous forme
d’homodimere, d’hétérodimere avec le partenaire obligatoire RXR (Retinoid X Receptor), récepteur de

I’acide 9-cis rétinoique ou bien de monomeére. Les récepteurs dimériques peuvent se fixer sur des

II. Les récepteurs nucléaires des oxystérols : Liver X Receptors
A. Généralités sur les récepteurs nucléaires
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éléments de réponse ADN définis comme des répétitions directes DR (Direct Repeat), des

palindromes IR (Indirect Repeat) ou des palindromes inversés ER (Everted Repeat) (281).

I1. Les récepteurs nucléaires des oxystérols : Liver X Receptors
A. Généralités sur les récepteurs nucléaires
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B. Structure et mode d’action des LXRs.

1. La structure biochimique

Les LXRs font partie des NRs qui forment des hétérodimeres avec RXR. Chez I’homme et la
souris, il existe deux isoformes LXRo (NR1H3) et LXRB (NR1H2) provenant chacune de deux génes
distincts. L analyse des profils d’expression (Fig 3) montre que I’expression de LXR[ est ubiquiste,
alors que celle de LXRa présente de forts niveaux d’expression dans les organes présentant un
métabolisme lipidique trés actif (282, 283) (figure 32). D’un point de vue structural, ils sont constitués

de quatre domaines fonctionnellement indépendants (pour revue lire (284) (Figure 33) :
-Le domaine N-terminal (domaine A/B)

Ce domaine porte une fonction activatrice AF1 (Activating Function 1) (286). C’est a ce niveau que

I’on trouve le plus de divergence de séquence entre LXRa et LXRf.
-Le domaine de liaison a I’ADN (domaine C)

Ce domaine qui définit en partie ’appartenance a la superfamille des récepteurs nucléaires, leur
confeére la possibilité de reconnaitre leurs séquences cibles spécifiques sur I’ADN et présente une
homologie de séquence dans la superfamille. Ce domaine DBD (DNA Binding Domain) est caractérisé
par la présence de deux doigts de zinc de type C,C,. Dans chaque doigt, la disposition de quatre
cystéines invariables permet la chélation d’un ion zinc. On peut a I’intérieur du DBD définir quatre
sous domaines (figure 34) : 1) La boite P (P box, boite proximale) est portée par le premier doigt de
zinc. C’est elle qui est impliquée dans la reconnaissance du demi-site de 1’élément de réponse, dont la
séquence canonique est AGA/GTCA (287) ; 2) La boite D (D box ; boite distale ou de dimérisation)
située dans le second doigt de zinc, définit I’écartement entre les deux demi-sites de 1’élément de
réponse sur I’ADN. Cette partie du DBD définit aussi le caractére homodimérique ou hétérodimérique
du récepteur nucléaire (288) ; 3) I’extension carboxy-terminale (CTE) située en C-terminal du second
doigt de zinc, permet l’interface protéine / protéine et protéine / ADN, notamment par la
reconnaissance des régions riches en A/T en 5° des éléments de réponse des récepteurs nucléaires
monomériques (287) ; 4) le signal de localisation nucléaire (NLS) est une succession de 5 a 6 acides

aminés basiques riches en arginine et lysine, il permet le signal de transfert nucléaire.
-Le domaine charniére (hinge ; domaine D)

Cette région constitue la charniere entre le DBD et le LBD (ligand binding domain) du récepteur. Elle

permettrait une rotation de 180° du LBD pour permettre la fixation du dimeére de récepteurs sur des

I1. Les récepteurs nucléaires des oxystérols : Liver X Receptors
B. Structure et mode d’action des LXRs.
1. La structure biochimique
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éléments de réponse de type DR ou IR. Le r6le principal du domaine charniére est le contact de co-
répresseurs tels que N-Cor (Nuclear Receptor Co-Repressor) ou SMRT (Silencing Mediator for RAR

and TR) en I’absence de ligand, maintenant la transcription inactive (289, 290).
-Le domaine C-terminal : le domaine de liaison du ligand (LBD)

Il est le siége de plusieurs fonctions dont la principale est la liaison du ligand. L’organisation
structurale du LBD définit une poche hydrophobe dans laquelle le ligand de nature lipophile peut venir
se fixer. L hélice 12 porte la fonction AF-2 (Activating function 2) (291). En I’absence de ligand, cette
hélice est orientée vers I’extérieur du LBD. La liaison de I’hormone permet le réarrangement des
hélices 10 et 11 en une hélice unique, ce qui a pour conséquence de libérer I’hélice 12 de son contact
avec la boucle Q (entre les hélices 2 et 3). L hélice 12 se réaligne ainsi contre la poche hydrophobe de
liaison du ligand, agissant ainsi comme un « couvercle » qui scelle la poche en renfor¢ant les

interactions entre le ligand et le LBD. Ce modele est décrit comme le modéle « mouse trap ».

Le LBD intervient également dans la dimérisation car tous les récepteurs nucléaires qui forment des

dimeres sont liés par leur LBD (292).

2. Les genes codant LXRao. et LXRf

Le géne murin xra se situe sur le chromosome 2, il s’étend sur 11 kb et comporte dix exons
(293, 294). L’analyse de la séquence de I’ADNc a révélé qu’il existe deux sites donneurs d’épissage
dans I’exon 1, générant deux ARNm différents (LXRalA et LXRa1B) mais la protéine formée est
identique quel que soit le site d’épissage. Chez ’homme, le géne Ixra se situe sur le chromosome 11.
Comme chez la souris, il existe deux variants d’épissage pour le premier exon sans impact sur la
séquence protéique en raison de sa position en région 5’ non traduite. Deux transcrits supplémentaires
ont toutefois été décrits (286). L analyse de I’expression des trois isoformes réveéle comme attendu de
forts taux d’expression de LXRal au niveau du foie, du cceur, du cerveau, de la rate et du rein.
LXRa2 est quant a lui exprimé au niveau testiculaire, ou il représente ’isoforme majeure. En

revanche, les niveaux d’expression de LXRa3 sont trés faibles, quels que soient les organes étudiés.

Le géne murin /xrf occupe 5 kb du chromosome 7 (293) alors que son homologue humain se
situe sur le chromosome 19 en position. Comme le géne murin, il posséde 10 exons, dont les deux

premiers ne sont pas traduits.

I1. Les récepteurs nucléaires des oxystérols : Liver X Receptors
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3. Mode d’action des LXRs

a) Les éléments de réponse des LXRs
Les LXRs se fixent sur I’ADN principalement sur des LXRE de type DR4 ou DR1 dont les
séquences consensuelles sont : DGGTYAyynnVGKKCA (295)ou D=A,GouT;K=GouT; V=
A,CouG;etY=CouT pourles DR4 et AGGTCAaAGGTCA (296) pour les DR1.

b) En P’absence de ligand : les co-répresseurs
Dans le mode d’action canonique des LXRs, lorsqu’aucun ligand n’est présent au niveau du
LBD, I’hétérodimeére est constitutivement fixé sur les DR4. Ainsi, a 1’état inactif ces NRs agissent-ils
comme des répresseurs de la transcription génique par le recrutement de co-répresseurs (pour revue
lire (297)). Les co-répresseurs les plus documentés sont N-CoR et SMRT. Par des motifs situés en
position N-terminale, le co-répresseur contacte a la fois directement et indirectement des HDAC
(298) ; (299). Les activités HDAC maintiennent la chromatine dans un état de condensation non

permissif pour la transcription génique.

Ainsi, lorsqu’il n’y a pas de ligand, la présence constitutive sur les LXRE (LXR response
element) des complexes RXR/LXR-Co-répresseur-HDAC agit comme un répresseur basal de
I’expression génique. Pour plusieurs génes cibles, chez les souris pour lesquelles les génes codant les
LXRs a et f ont été invalidés (Ixra; ), on assiste 4 une levée de la répression basale de ces génes
cibles comme pour akrib7 (aldo-keto-reductase 1b7) (295) ou star (steroidogenic acute regulatory

protein) (300).

¢ En présence de ligand : les co-activateurs
De maniere schématique, la fixation d’un agoniste de LXR ou de RXR dans la poche de
liaison du ligand provoque le départ des co-répresseurs et la fixation de co-activateurs ce qui crée un

environnement chromatinien permissif pour la transcription.

Parmi les co-activateurs, il faut distinguer : 1) les facteurs remodelant la chromatine dont la
famille la plus connue est la famille SWI/SNF (mating type switching/sucrose nonfermenting). Ces
facteurs sont capables d’hydrolyser I’ATP pour déstabiliser les interactions entre I’ADN et les
histones, permettant ainsi un reldchement de la chromatine et facilitant I’acces a ’ADN par les
facteurs de transcription ; 2) les facteurs modifiant les histones parmi lesquels on retrouve certaines
HAT : SRC-1 (Nuclear Receptor Coactivator 1), GRIP-1 (Glucocorticoid Receptor-Interacting
Protein 1), CBP (c-AMP Response Element Binding Protein), p300, PGCla (PPAR-Gamma,
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X Receptor. Modifié d’apres Peet et al., 1998a (302).
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Coactivator-1), TRRAP (Transformation/Transcription Domain-Associated Protein) ainsi qu’un

facteur affectant la méthylation des histones : Rap250 (Nuclear Receptor-Activating Protein).

Au final, le recrutement du complexe de pré-initiation de la transcription entraine 1’activation
de ’expression des genes cibles (301) (Figure 35). Il faut noter que I’hétérodimere LXR/RXR est dit
permissif car il peut étre activé par un ligand de RXR seul ou de son partenaire LXR. En présence des

deux ligands, 1’activation est additive voire synergique selon le géne cible considéré.
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C. Régulation de I’activité transcriptionnelle des LXRs

1. Les agonistes naturels

La plupart des agonistes naturels des LXRs sont des oxystérols, dérivés du cholestérol,
produits par oxydation ou hydroxylation (pour revue lire (303)). Ces molécules peuvent dans
I’organisme avoir deux origines : une origine endogene, par synthése chimique et enzymatique, et une
origine exogene, par apport alimentaire. On peut schématiquement considérer les oxystérols comme
des précurseurs des acides biliaires et des hormones stéroidiennes. Les oxystérols ayant révélé les
meilleurs facteurs d’induction des LXR sont: le 22(R)-hydroxy-cholestérol, le 20(S)-hydroxy-
cholestérol, le 24-hydroxy-cholestérol et le 7a-hydroxy-cholestérol (304).

2. Les agonistes synthétiques

Parmi les fonctions physiologiques attribuées aux LXRs, leur role hypocholestérolémiant crée
un challenge thérapeutique dans la découverte de molécules a destinée anti-athérosclérotique (voir
chapitre D, page 59). Toutefois, par I’activation de genes impliqués dans la synthése de triglycérides,
les LXRs ont un rdle hypertriglycéridémiant, rendant 1’utilisation des ligands agonistes actuels
impossible en thérapeutique humaine (301). C’est pourquoi le développement de molécules
activatrices des LXRs pouvant exercer un role hypocholestérolémiant sans effet sur le métabolisme

des triglycérides est actuellement un domaine d’intérét.

Parmi les nombreux composés qui ont été développés sur la base d’étude in silico des relations
entre structure et activité, le T0901317 (N-(2,2,2-trifluoroéthyl)-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1-
trifluorométhyl-éthyl)-phényl]-benzénesulfonamide) est resté longtemps le ligand synthétique le plus
utilisé dans les études fondamentales des LXRs. Ce composé présente toutefois l’ensemble des
caractéristiques d’un ligand agoniste du récepteur nucléaire PXR (Pregnane X Receptor) (305). Un
autre composé possédant un fort pouvoir agoniste de LXRa et LXRp et complétement inactif sur le

récepteur nucléaire PXR (305) est actuellement largement utilisé en recherche fondamentale : le

GW3965. (figure 36 ; (285)).
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3. Les ligands inhibiteurs et antagonistes

Les LXRs ayant un fort pouvoir hypocholestérolémiant, les efforts des compagnies
pharmaceutiques sont plutdt centrés sur le développement de ligands synthétiques activateurs plutdt
qu’inhibiteurs. Cependant, au cours de cribles de composés pouvant se fixer théoriquement dans la
poche hydrophobe de LBD et potentiellement capables d’activer les LXRs, certaines molécules
synthétiques antagonistes ont ét¢ identifiées. Par exemple, le 22(S)-hydroxy-cholestérol est capable de
déplacer un ligand connu du LBD des LXRs, suggérant une liaison directe de la molécule (306). 11
existe également des antagonistes naturels notamment le 7-cétocholestérol et le 5a,6a-époxy-
cholestérol qui sont des composants des LDLs oxydés. Sous leur forme 3-sulfatée, ces deux composés
naturels sont des inhibiteurs des LXRs (307). Enfin, les acides gras poly-insaturés connus pour étre
des ligands agonistes de PPARa et PPARS (308), (309) sont capables d’exercer un effet antagoniste
sur LXRa (310) et sur LXRf (311).

I1. Les récepteurs nucléaires des oxystérols : Liver X Receptors
C. Régulation de I’activité transcriptionnelle des LXRs
3. Les ligands inhibiteurs et antagonistes

58



RNA-pol II

\
géne cible UBE====2=—  R¢éponse physiologique

homodimérisation

SREBP « activée»

clivage

4=
a0 g o >

migration

cholestérol oxystérols

- stérol + stérols

Figure 37 : Le mécanisme d’action des SREBP. En I’absence de stérol, dés sa synthése au niveau du
réticulum endoplasmique, SREBP s’associe aux protéines SCAP. Ces dernicres contactent des protéines COP-II,
permettant au complexe SREBP/SCAP de migrer vers ’appareil de Golgi dans des vésicules bordées de COP-II. A
ce niveau, SREBP est clivée en deux temps par les protéases S1P puis S2P, libérant le domaine N-terminal de la
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D.  Fonctions physiologiques régulées par les LXRs

Ces dernicres années, la recherche des geénes cibles des LXRs a permis de les associer a de
nombreuses fonctions physiologiques telles que 'immunité dans laquelle ils jouent un réle anti-
inflammatoire (312), le métabolisme énergétique avec un contrdle de 1I’homéostasie lipidique et
glucidique (313) et la stéroidogenése (314). Ici nous présenterons seulement le réle des LXRs dans la

gestion de ’homéostasie lipidique, acides gras et cholestérol.

1. Le métabolisme des acides gras

a) Les cibles directes
L’administration de T0901317 a des souris provoque une augmentation des ARNm des génes
acc, fas et scd-1 au niveau du foie (315). Cette augmentation, qui n’est pas induite chez les souris
Ixra; B, s’accompagne d’une hypertriglycéridémie marquée. Par la suite, plusieurs études ont montré
une activation directe des trois geénes acc (316), fas (317) et scd-1 (318) via un élément de réponse
fonctionnel dans leur promoteur. Les LXRs, activés par le T0901317, ont au total un effet

hypertriglycéridémiant.

b) SREBP-1c¢

Les facteurs de transcription SREBP (sterol response element binding protein) sont des
régulateurs clés du métabolisme des lipides. Trois SREBPs sont actuellement connus : SREBP-1a et
Ic sont issus de promoteurs alternatifs d’'un méme géne et SREBP2 provient d’un géne distinct (pour
revue lire (319, 320)). Les stérols peuvent contrdler les SREBP a deux niveaux. La protéine SREBP
est synthétisée sous forme d’un précurseur associ¢ a la membrane du réticulum endoplasmique. Dans
des cellules ou la concentration en cholestérol est faible, immédiatement aprés sa synthése dans le
réticulum endoplasmique, SREBP s’associe aux protéines SCAP (Srebp Cleavage Activating Protein).
Cette association permet la migration du complexe SCAP/SREBP vers I’appareil de Golgi, dans des
vésicules bordées de protéines COP-II (Coat Protein complex-II). La protéine SREBP y est clivée par
la protéase S1P (Site I protease) (Figure 37). Un second clivage par la protéase S2P permet la
libération du domaine N-terminal de SREBP de la membrane. Ce domaine, de type bHLH-Zip, est le
facteur de transcription stricto sensu. 1l traverse la membrane nucléaire et stimule la transcription de
ses genes cibles en se fixant sur les SRE situés dans les régions promotrices. Lorsque la concentration

en cholestérol augmente, le cholestérol membranaire contacte SCAP, qui recrute une protéine INISG
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(insulin induced gene). Cette association bloque la liaison entre SCAP et COP-II (321), séquestrant

SREBP dans le réticulum endoplasmique.

Des travaux du groupe de Brown et Goldstein ont montré que les oxystérols ligands des LXRs
sont capables de se lier aux protéines INSIGs, permettant la formation du complexe SCAP/INSIG
(322).

Le second niveau du contréle des SREBPs par les stérols est dépendant des LXRs. En effet,
les deux isoformes des LXRs peuvent activer I’expression du géne srebplc par leur fixation a un
LXRE (323). Cette activation transcriptionnelle, confirmée in vivo, n’est pas retrouvée chez les souris
déficientes en LXRs. Ainsi, les ligands des LXRs peuvent-ils stimuler indirectement les genes cibles
de SREBPIc, notamment acc, fas, sdc-1 et le géne codant la glycerol-3-phosphate acyltransferase,

responsable de I’étape initiale de la synthése des glycérolipides.

¢ ChREBP

ChREBP (carbohydrate response element binding protein) est un facteur de transcription
récemment identifié activé par un régime riche en glucides (324). En condition de concentration faible
en glucose, ChREBP est localisé¢ dans le cytoplasme (325). Lorsque la concentration en glucose
augmente, ChREBP est déphosphorylé, permettant son entrée dans le noyau et 1’activation de ses
génes cibles par fixation a des séquences ChRE dans les régions promotrices. Ce facteur de
transcription peut activer directement I’expression des génes fas et acc par fixation dans leur
promoteur, stimulant ainsi la lipogenése hépatique in vivo (326). Des travaux récents montrent que
ChREBP est une cible transcriptionnelle directe de LXRoa (327). Les auteurs ont identifié deux
LXREs fonctionnels dans le promoteur du géne codant ChREBP. /n vivo, le T0901317 stimule son
expression hépatique chez des souris sauvages et I’induction est perdue chez les souris déficientes en
LXRs. Le traitement par ce ligand active I’expression de génes cibles communs a ChREBP, SREBP1c
et LXR. Toutefois, il est important de noter que I’induction des génes cibles hépatiques de ChREBP
par un régime riche en glucides est conservée chez les souris invalidées pour les LXRs (328)
démontrant que dans ce contexte, 1’activation de ces genes est indépendante de LXR. Cette derniére
étude s’oppose aux travaux de Mitro ef al. qui avaient précédemment montré une induction de

I’expression de genes de la lipogenése par le glucose par fixation directe aux LXRs (329).

Qu’ils agissent directement ou indirectement sur l’expression des genes de la lipogenése, les
LXRs sont capables d’activer la synthése d’acides gras, ce qui leur confere une activité

hypertriglycéridémiante.
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2. Le métabolisme du cholestérol

a) La synthése des acides biliaires

Initialement, la découverte des oxystérols comme ligands potentiels des LXRs a laissé
supposer que ces récepteurs pourraient contrdler le métabolisme du cholestérol. Ainsi, un LXRE
fonctionnel a-t-il été découvert dans le promoteur du géne cyp’7al (330). C’est par I’invalidation du
geéne Ixra chez la souris que Peet ef al. (294) ont pu établir un lien fonctionnel in vivo entre LXRa et
CYP7AL. Les souris transgéniques, nourries avec un régime contenant 2 % de cholestérol pendant 90
jours développent une stéatose hépatique (« foie gras»). Cette hépatomégalie résulte d’une
accumulation d’esters de cholestérol dans le cytoplasme des hépatocytes. Les auteurs ont montré que
le phénotype est causé par 1’absence de régulation du géne cyp7al. L’excés de cholestérol n’est ainsi
plus catabolisé en acides biliaires et s’accumule dans les cellules hépatiques des souris Ixra”. De
maniére intéressante, la présence de LXRf au niveau hépatique n’est pas capable de compenser la
perte de I’isoforme a. Ainsi, LXRa permet une diminution du taux de cholestérol intracellulaire en

stimulant son catabolisme hépatique et son élimination sous forme d’acide biliaire.

b) La synthése de novo

L’invalidation du récepteur LXRow (/xra””) augmente I’expression basale de plusieurs génes
impliqués dans ’homéostasie du cholestérol (294) tels que HMG CoA synthase, HMG CoA Reductase,
farnesyl diphosphate synthase et sqs (squalene synthase). On peut également noter une augmentation
d’ARNm SREBP-2, un facteur de transcription régulateur des geénes codant ces enzymes.
L’augmentation des transcrits HMG CoA synthase, diphosphate synthase et sqs est également présente
chez les souris Ixrff” (331). In vivo, I’administration de T0901317 4 des souris sauvages provoque une
diminution des transcrits HMG CoA Synthase et sqs au niveau hépatique (315). Au total, les deux

isoformes des LXRs inhibent la synthése endogéne du cholestérol.

c) Le captage du cholestérol circulant
Récemment la découverte de idol (inducible degrader of LDLR) comme nouveau gene cible
des LXRs a permis la mise en évidence de leur role dans la régulation du captage de LDL par les
cellules. IDOL est une E3 ligase qui ubiquityle LDLR au niveau du domaine cytoplasmique, ce qui
conduit a sa dégradation par la protéasome. En culture de cellules, I’activation des LXRs entraine une
augmentation d’expression de ido/, le dégradation de LDLR et ainsi une diminution du captage de
LDL par les cellules. A I’inverse, I’absence de régulation de ido/ par LXR est responsable d’une forte

accumulation de LDLR dans Dintestin gréle et le foie de souris xra; 8 (332). Les LXRs participent
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donc au contréle du captage de LDL par les cellules via ce mécanisme de régulation post-traductionnel

de LDLR mettant en jeu I’E3 ligase IDOL.

d) Le transport inverse
Le transport inverse du cholestérol désigne sa prise en charge des organes périphériques et son
retour au foie ou il est métabolisé. Le contréle du transport inverse du cholestérol par les LXRs

s’effectue a deux niveaux.

Les transporteurs de type ABC (4TP Binding Cassette) sont des protéines transmembranaires
capables de multimériser et de former une structure de type « canal ». Grace I’hydrolyse de I’ATP, ces
transporteurs permettent le transport actif unidirectionnel d’un substrat spécifique au travers des
membranes. Dans cette vaste famille, ABCA1 exerce un rdle clé dans le métabolisme lipidique. La
découverte de mutations dans le géne abcal chez des familles de patients atteints de la maladie de
Tangier a permis d’identifier son role prédominant dans le métabolisme du cholestérol (333). Le
traitement de macrophages humains par du 22(R)-hydroxy-cholestérol ou de I’acide 9-cis rétinoique
active I’expression d’abcal (334). In vivo, cette régulation, présente au niveau des macrophages et de
I’intestin gréle chez les souris sauvages, est abolie chez les souris xra; 8 (335). De plus, alors que
chez des souris sauvages le T0901317 inhibe I’absorption intestinale de cholestérol et son
accumulation au niveau hépatique, il n’a aucun effet chez les souris /xra; 8. Un régime riche en
cholestérol ainsi qu’un traitement par du T0901317 provoquent in vivo une augmentation de
I’expression des génes abcg5 et abeg8 (336). Cet effet n’est pas retrouvé chez les souris Ixra,; 7. Par
la suite, d’autres transporteurs de type ABC dont le géne est controlé par les LXRs ont été associés au

transport inverse du cholestérol, notamment abcgl (337) et abcg4 (338).

Les apolipoprotéines sont, pour rappel, des protéines permettant la prise en charge des lipides
dans la circulation sanguine. Les génes codant les apolipoprotéines APO E/CI/CII/CIV, qui entrent
dans le composition des HDL, sont directement régulés par les LXRs. Cette régulation est abolie chez
les souris Ixra; B (339, 340). Les LXRs stimulent donc le retour hépatique du cholestérol via les HDL
(pour revue lire (341)).

Au total, par 1) la stimulation a la fois de [’export cellulaire du cholestérol intracellulaire et
de son retour hépatique et 2) I’inhibition de sa synthése endogeéne et de son captage sous forme de
LDL, les LXRs permettent le maintien de |’homéostasie du cholestérol. Le réle hypocholestérolémiant
des LXRs est le plus étudié et tous les efforts des compagnies pharmaceutiques visent a activer de

maniere sélective cette fonction.
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III.  Conclusion et projet de recherche

En France, le cancer de la prostate est une pathologie de I’homme agé qui représente le
premier cancer en terme d’incidence et la troisiéme cause de mortalité par cancer chez I’homme. Son
incidence varie énormément selon les pays concernés et les nombreux facteurs impliqués dans le

cancer de la prostate rendent son étiologie complexe.

D’un coté, il existe des composantes génétiques (Figure 38) que 1’on peut néanmoins qualifier
de « mineures » puisqu’il reste difficile de trouver des polymorphismes génétiques héréditaires
associés a une forte pénétrance du cancer de la prostate par rapport a d’autres types de cancers. En
revanche I’expression d’un nombre important de génes est fréquemment dérégulée dans les cellules
cancéreuses de prostate. Ces génes sont souvent qualifiés d’oncogénes ou de génes suppresseurs de
tumeur et certains d’entre eux sont des régulateurs clés du développement de la prostate. Les études se
sont alors concentrées pour trouver 1’origine de ces dérégulations encore non élucidée pour la plupart
de ces genes.

Depuis quelques années I’attention se porte de plus en plus sur I’étude de certains acteurs
épigénétiques capables de participer au contrdle de 1’expression des génes par remodelage de la
chromatine. Ces acteurs sont responsables de la mise en place, notamment au cours des processus
développementaux, et de la conservation des empreintes épigénétiques qui sont fondamentales pour le
maintien de ’intégrité prostatique a 1’age adulte. Une activité anormale d’un ou de plusieurs de ces
acteurs entraine des modifications d’empreintes épigénétiques et ainsi un profil d’expression génique
anormal pouvant étre associ¢ a la carcinogenése. Dans le cancer de la prostate, on retrouve ainsi une
forte expression/activité de ’ADN méthyl-transférase DNMT1 et de I’histone méthyle transférase
EZH?2 associée a la répression d’expression de certains génes suppresseurs de tumeurs verrouillés par
hyperméthylation.

La question se pose donc alors de comprendre quels sont les facteurs liés aux changements
d’expression/activité de ces acteurs ¢pigénétiques. Parmi ces facteurs, de plus en plus d’études
montrent la capacité de la composante environnementale et nutritionnelle & modifier les empreintes
épigénétiques, ce qui constitue une piste intéressante au vu de 1’augmentation croissante des données

qui révelent I’impact de ces facteurs sur le risque de développement du cancer de la prostate.

D’un autre coté, les données accumulées a ce jour permettent de considérer la consommation
de lipides et notamment de cholestérol comme un élément a risque dans le cadre du développement du
cancer de la prostate et ceci pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les études épidémiologiques
montrent 1) que la forte incidence du cancer de la prostate observée dans les pays occidentaux peut, en

partie, s’expliquer par la nature des régimes alimentaires riches en cholestérol par rapport aux pays

[1I. Conclusion et projet de recherche
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Figure 38 : Impact des altérations génétiques et épigénétiques par des facteurs
environnementaux et nutritionnels sur le développement du cancer. Les changements
d’expression de genes observés dans les cellules cancéreuses peuvent étre le résultats de diverses causes
telles que des changements génétiques somatiques ou hérités et des dérégulations épigénétiques. Certains
facteurs environnementaux et nutritionnels sont potentiellement capables de modifier I’expression des génes
impliqués dans le cancer via ces changements génétiques et épigénétiques.
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asiatiques trés peu touchés par ce cancer ; 2) la prise d’agents hypocholestérolémiants comme les
statines est associée a une diminution du risque de développer un cancer agressif de la prostate.
Ensuite, les é¢tudes fondamentales révelent que le cholestérol s’accumule fortement dans les cellules
tumorales. Ce stockage résulte de différents déréglements d’expression de genes impliqués dans
I’homéostasie du cholestérol et favorise la croissance tumorale observée dans des modeles de culture

cellulaire et de xénogreffe.

En parallele, ces dernie¢res années ont confirmé le role fondamental des LXRs « senseurs » du
cholestérol intracellulaire en agissant comme « soupape de sécurité » vis-a-vis de 1’excés en

cholestérol.

Dans ce contexte (Figure 38), nous nous sommes posé plusieurs questions faisant 1’objet de
deux projets de recherche menés au cours de ma thése et qui sont présentés dans les chapitres I (page

67) et 11 (page 86) suivants :

1) Le cholestérol est-il un facteur impliqué dans D’initiation et la progression
tumorale via des mécanismes mettant en jeu la modification d’empreintes épigénétiques

au niveau de la prostate ? Quel réle pour LXR ?

Pour cela nous avons caractérisé le phénotype prostatique des souris /xra, /- nourries avec un
régime riche en cholestérol. Les résultats montrent que la forte accumulation de cholestérol observée
dans la prostate de ces animaux est associée a une augmentation d’expression de I’histone méthyle
transférase EZH2 responsable de la répression de certains génes suppresseurs de tumeur. Cet effet
« épimutageéne » du cholestérol conduirait a I’hyperprolifération des cellules épithéliales prostatiques
et ainsi a la formation de néoplasie, signe précoce de développement tumoral. L expression des LXRs
dans un fond génétique sauvage s’oppose a I’accumulation de cholestérol et prévient 1’initiation du
développement tumoral suggérant donc un rdle protecteur des LXRs vis-a-vis de ce type de

pathologie.

2) Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance des cellules tumorales prostatiques?

Pour cela nous avons utilisé des cellules cancéreuses humaines en culture et un modele in vivo
de xénogreffes en souris Nude afin de mimer au mieux le contexte tumoral. L’activation
pharmacologique des LXRs par un agoniste synthétique (T0901317) diminue la quantité de cholestérol
intratumoral via une activation de ABCG1 et inhibe le développement de la croissance tumorale. En
culture de cellules nous avons montré que cette chute de cholestérol intracellulaire réduit la taille des

rafts lipidiques et diminue ainsi la signalisation AKT, capitale pour la survie cellulaire. Au final, par
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ce mécanisme, l’activation des LXRs entraine la mort des cellules tumorales et ralentit leur
progression. Ces donnés appuient ainsi le role délétére du cholestérol dans les mécanismes tumoraux
et permettent d’envisager les LXRs comme cibles thérapeutiques dans le cadre du cancer de la

prostate.
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Chapitre I :

Le cholestérol est-il un facteur impliqué dans
[’initiation et la progression tumorale via des

mécanismes épigénétiques au niveau de la prostate ?

Quel role pour LXR ?

Chapitre I :
Le cholestérol est il un facteur impliqué dans ['initiation et la promotion
tumorale via des mécanismes épigénétiques au niveau de la prostate ? Quel réle pour LXR ?
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Présentation du contexte scientifique

Les données bibliographiques montrent une association entre les niveaux de cholestérol
circulants et le risque de cancer de la prostate. D’un coté, ’augmentation des taux de LDL
plasmatique semble favoriser le risque de développer des tumeurs de hauts grades (260). A
I’inverse, une faible cholestérolémie est associée a une réduction du risque de cancers avancés
(score de Gleason 8-10) (261). De plus, des études rétrospectives montrent que des patients traités
par des statines dans le cadre de maladies cardio-vasculaires présentent une diminution du risque de
développer un cancer de la prostate de haut grade (263, 264).

Plusieurs arguments expérimentaux permettent de considérer le cholestérol comme un
agent favorisant le développement tumoral. En effet, un régime riche en cholestérol favorise la
croissance tumorale en modéle de xénogreffes en inhibant la mort cellulaire par apoptose via des
mécanismes impliquant les rafts lipidiques (276). A I’inverse, le traitement de cellules tumorales en
culture par des statines, agents hypocholestérolémiants, favorise la mort cellulaire (276). A ce jour,
toutes ces études ont été réalisées sur des modeles in vitro, ou en xénogreffes sur des souris Nude,
de cellules prostatiques déja tumorales. L’ utilisation de ces modéles permet d’évaluer les effets du
cholestérol uniquement sur la progression tumorale et non sur des événements plus précoces tels
que Dinitiation ou la promotion du cancer. L’impact du cholestérol sur les stades précoces de
développement tumoral reste donc inconnu.

En parallele, le développement tumoral prostatique est associé a des changements d’ordre
métabolique notamment au niveau de 1’homéostasic du cholestérol. En effet, plusieurs
dérégulations qui incluent une entrée incontrolée de LDL associée a la perte des mécanismes
régulateurs de LDLR (247) ou une augmentation d’expression des enzymes de la synthése
endogene de cholestérol (271), pourraient étre responsables d’une accumulation de cholestérol
intracellulaire dans les tumeurs (267, 268). Puisque le cholestérol est un élément constitutif
important des membranes plasmiques, ces changements métaboliques peuvent étre considérés
comme de simples conséquences d’importants besoins en cholestérol pour la synthése des
membranes lors de la division des cellules tumorales. En revanche, aucun argument ne permet
d’exclure que la dérégulation de I’homéostasie du cholestérol soit un événement précoce, voire
causal, dans I’initiation et la progression du cancer.

Puisque les LXRs sont capables de contrdler les voies de synthése et d’entrée du
cholestérol dans les cellules, nous avons voulu étudier I’impact d’un régime riche en cholestérol sur

la physiopathologie prostatique de souris invalidées pour les LXRs.
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Article 1: Intracellular cholesterol overload induced by diet upregulates ezh2 expression and

initates prostate cancer development.

Article en cours de préparation.
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Intracellular cholesterol overload induced by diet upregulates
ezh2 expression and initiates prostate cancer development

AJC Pommier'* et al.

IClermont Université, Université Blaise Pascal, Génétique Reproduction et Développement, BP 10448, F-63000
CLERMONT-FERRAND, France; 2CNRS, UMR 6247, GReD, F-63177 AUBIERE, France; 3Centre de Recherche en
Nutrition Humaine d’Auvergne, F-63000 CLERMONT-FERRAND, France

Abstract

Prostate cancer progression is correlated with various metabolic homeostasis deregulations
associated inter alia to cholesterol accumulation within the tumor cells. Several evidences, performed to
date only on tumor cell models, strongly suggest that cholesterol could promeote prostate cancer
progression. However, whether cholesterol is able to initiate prostate cancer remains unknown.
Deregulated pathways leading to cholesterol accumulation within the cells involve several enzymes
controled by the nuclear receptors LXR (liver X receptors). Thus, given this key regulator action of LXRs
in cholesterol homeostasis, we analyzed effect of cholesterol enriched diet on the non tumoral prostate of
Ixr-/- mice. Lxr-/- mouse fed a high cholesterol diet accumulate cholesterol in prostatic cells leads to a
neoplasic phenotype associated to: 1) high proliferation level of prostate epithelial cells, 2) gene expression
pattern similar to prostate cancer cells, 3) overexpression of the histone methyltransferase EZH2 and 4)
repression expression of its downstream target nkx3.1 and msmb tumor suppressor genes. In addition,
human prostate cancer PC3 cells reveal an increase of ezh2 expression level and proliferation rate when
exposed to LDL cholesterol. We conclude that cholesterol accumulation increases repression activity of
EZH2 leading to the repression of nkx3.1 and msmb tumor suppressor genes. Consequently, prostatic cells
loss regulation of proliferation thus promoting the development of neoplasia. These data demonstrate for
the first time that cholesterol is able to induce prostate cancer initiation in vivo and promote prostate
cancer progression in vitro through mechanisms involving epigenetic modifications. Thus, high amount of
intracellular cholesterol observed in solid human tumors could be an early event in carcinogenesis by
stimulation of ezh2 expression, found highly overexpressed in human prostate cancer.

Keywords: Cholesterol, LXR, EZH2, prostate cancer, tumor suppressor, epigenetic.

Introduction

Among the various environmental risk factors
found abundantly in western lifestyle associated with
the occurrence of many diseases such as obesity,
cardiovascular diseases or cancer, epidemiological
analyses revealed a correlation between high lipid
consumption and incidence of prostate cancer. Recent
clinical and fundamental evidences point out the effect
of cholesterol in favor of tumor progression. While
hypercholesterolemia is associated with an increased
risk of advanced prostate cancers (1, 2), patients
treated  for  cardio-vascular  disorders  with
hypocholesterolemic agents such as statins exhibit a
lower risk of aggressive prostate cancer (3).
Furthermore, high cholesterol diet increases tumor
growth in LNCaP xenograft model whereas statin
exposure leads to LNCaP cell death (4). These are
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Reproduction et Développement”, UMR CNRS 6247 Clermont
Université, 24 avenue des Landais, 63177 Aubiére Cedex, France
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E-mail: Silvere. BARON@univ-bpclermont.fr

consistent with previous observations that showed
high cholesterol content in solid tumors and benign
prostate hypertrophy (5, 6). Cholesterol accumulation
within cells may be the result of several deregulations
in cholesterol homeostasis such as a high synthesis
level through mevalonate pathway, low reverse
transport and increase of cholesterol uptake by tumor
cells. In plasma , cholesterol is transported as low
density lipoprotein (LDL) to peripheral tissues where
uptake is mediated through LDL receptor (LDLR).
Previous studies showed that aggressive prostate
cancer cells present an absence of feedback regulatory
system to control LDL uptake by LDLR (7) and
suggest that high intracellular level of cholesterol
could be involved in aggressiveness of tumor cells.
However, cholesterol accumulation could be
considered as a simple consequence of high
proliferation rate level of the cells that require new
component to build de novo plasma membrane. Thus
association between cholesterol and cancer
progression is still debated and mechanisms
potentially involved are not completely understood.
Moreover, whether cholesterol accumulation within
cells is an early event in cancer development that
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Figure 1: High cholesterol diet induces cholesterol ester accumulation in prostate of Ixr-/- mice. 5 month wild type and /xr-/- mice
were fed either a Control Diet (CD) or a High Cholesterol Diet (HCD) for 5 weeks. Neutral lipid accumulation in latero-dorsal prostates was
observed after Oil-Red-O coloration (A) and lipids were quantified by thin layer chromatography (n=3 per group) (B). (C) Plasma
concentrations of triglycerides (TRIG.), cholesterol (CHOL.), LDL-cholesterol and HDL-cholesterol were determined (n=9 to 13 per
group). (D-E) ABCA1, IDOL and LDLR levels were determined by quantitative RT-PCR (n=9 to 13 per group) and/or Western blot
analysis. Wild type and /xr-/- Murine Prostatic Epithelial (MPE) cells were treated by 10 pM of T0901317 or vehicle (DMSO) for 24 hrs
(n=3 per group). Idol expression was analyzed by quantitative RT-PCR (F) and LDLR accumulation by western blot (G). Data are means +
s.d. bars and are representative of three independent experiments. Student’s t-test : ¥P<0.05. Scale bar = S0pum.

could initiate carcinogenesis is still unknown.

Zelcer et al. published that regulation of
cholesterol uptake by LDLR is controled by molecular
pathway involving liver X receptors (LXR) known to
play a crucial role in cholesterol homeostasis (8).
LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2) belong to the
nuclear receptor superfamily and bind to naturally
occurring oxidized forms of cholesterol, known as
oxysterols (9, 10). Interestingly, previous works
showed that pharmacological LXR activation leads to
tumor growth reduction in xenograft model by both
inhibition of proliferation (11) and induction of cell
apoptosis (12). LXR stimulation activates cholesterol
reverse transport via upregulation of ABCGI
expression resulting in a low cholesterol level within
tumor cells. These data support previous observations
that cholesterol can be involved in prostate cancer
progression (13) and suggest a crucial impact of LXR
pathway on deleterious effects of cholesterol.

Given that, we analyzed in this study the
effect of a cholesterol rich diet on wild type and lxr-/-
mice prostates in order to deepen the role of

cholesterol and LXR in the physiopathology of
prostate gland. High cholesterol content was observed
in prostate of /xr-/- mice fed a cholesterol rich diet
leads to the wupregulation of the histone
methyltransferase ezh2 expression and neoplasic
phenotype associated to gene expression pattern
similar to cancer cell signature. Functional LXR in
wild type mice protect from cholesterol accumulation
in prostatic cells and prevent prostatic neoplasm
induced by cholesterol rich diet through mechanism
involving regulation of wuptake and efflux of
cholesterol.

Results

Mice lacking LXR showed LDLR-IDOL pathway
defects and ABCAI expression deregulation leading to
cholesterol accumulation in prostate

Most of recent publications underline the role
of cholesterol both in prostate cancer risk and prostate
cancer progression. Given that LXRs act as central
sensors of intracellular cholesterol, we investigated
potential phenotype in latero-dorsal prostate of Ixr-/-
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Figure 2: High cholesterol content in Ixr-/- mice prostate results in abnormal increase of epithelial cell proliferation rate associated
with epithelium neoplasic phenotype. (A) Tissue architecture and proliferative cell nuclei were analyzed by Hematoxyline/Eosine (H&E)
and PCNA immuno staining respectively. Scale bar = 50um. (B) Magnification of prostate epithelium of /xr-/~- mice fed a HCD. Head arrow
indicates mitotic cell, scale bar = 25um. (C) RT-PCR quantitative of cyclin D2 expression was performed to quantify proliferation rising
(n=9 to 13 per group). (D) Magnification of proliferative (PCNA) and apoptotic nuclei (TUNEL), indicated by head arrows, in prostate of
Ixr-/- mice fed a HCD. Scale bar = 10pm. Data are means + s.d. bars and are representative of three independent experiments. Student’s t-

test : ¥P<0.05

mice fed either control (CD) or high cholesterol diet
(HCD). Positive Oil Red O staining indicates high
level of neutral lipids in prostate of [xr-/~ mice only
when fed a HCD (Fig 1A). Qualitative analyze by thin
layer chromatography reveals a slight accumulation of
cholesterol esters in prostate of Ixr-/- mice, which is
largely amplified under HCD (Fig 1B). While HCD
induces an increase of cholesterol (especially LDL
cholesterol) in both /xr-/~ and wild type mouse plasma
(Fig 1C), prostates from wild type mice do not
accumulate cholesterol suggesting that /xr-/- mouse
prostate present an aberrant LDL-cholesterol uptake
activity and cholesterol storage. In one hand,
expression of the recent novel LXR target gene idol
(8), encoding an ubiquitin ligase that triggers LDLR to
proteasome degradation, is strongly downregulated in
Ixr-/- mice prostate and does not respond to the HCD
(Fig 1 D). Conversely upregulation of ido/ by LXR in
wild type mice prostate fed a HCD allows regulation
of LDLR protein level that remains stable (Fig 1E).
Thus, absence of idol regulation leads to high level of
LDLR protein level and increase of LDL-cholesterol
uptake in /xr-/- mice prostate fed a HCD (Fig 1E). In
the other hand, western blot analysis reveals that
ABCAT1 protein level is lower in Ixr-/- than wild type
control mouse prostate even in HCD condition despite
the increase of abcal mRNA (Fig 1D-E). These data

clearly indicate that the lack of idol and abcal
expression control in /xr-/- prostatic cells make them
unable to manage high cholesterol exposure leading to
aberrant LDL uptake and high cholesterol storage.
Using mouse epithelial cells derived from mouse
prostate explants (MPE), we demonstrated that LXR-
IDOL-LDLR pathway is functional in prostatic cells
as the synthetic LXR agonist T0901317 induces idol
expression and, consequently, decreases LDLR
protein accumulation in wild type cells (Fig 1F-G).
This cholesterol regulation feedback is completely
abolished in Ixr-/- MPE demonstrating a LXR
dependant mechanism (Fig 1F-G). Taken together,
these results show that latero-dorsal prostate of [xr-/-
mice fed a high cholesterol diet exhibits a strong
deregulation of intracellular cholesterol homeostasis
leading to abnormal accumulation of cholesterol
esters.

Intracholesterol  accumulation is associated to
prostatic neoplasia phenotype and cancer molecular
signature

In order to investigate the effects of
cholesterol accumulation on tissue architecture, we
performed histological analysis on mouse prostate by
H&E staining. Lxr-/- mouse latero-dorsal prostates
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Figure 3: Transcriptome profiling reveals gene expression pattern similar cancer signature in prostate of Ixr-~ mice fed a HCD. (A)
Comparison of prostate gene expression pattern between wild type and [xr-/- mice fed or not a HCD was performed using Agilent microarray
approach. Arrays 1 and 3 reveal genes deregulated by high cholesterol diet in wild type and /xr-/- prostate mice respectively. Arrays 2 and 4
exhibit genes deregulated by the absence of LXR whatever the diet was (B) Change in gene expression of 40 top up (red) and down (green)
regulated genes of each array were compared by hierarchical clustering to other arrays. (C) Using Venn diagram approach we focused on
common deregulated genes only between arrays 3 and 4 that were not deregulated in arrays 1 and 2 (254 up and 209 down), representing
gene involved in neoplasic phenotype. (D) Gene ontology allowed to identify cancer, organ development, cellular growth and proliferation as
top networks and to focus on target genes deregulated in prostate of HCD fed /xr -/~ mice involved in these mechanisms.

reveal a massive destructuration of the epithelial layer
characterized by dysplasia, hyperplasia signs and the
presence of mitosis figures in epithelium (Fig 2A-B)
suggesting the presence of proliferation and cell death.
We performed PCNA staining in order to evaluate
proliferation rate and neoplasia development.
Immunohistochemistry reveals that I[xr-- mouse
epithelium under HCD exhibit a large number of
proliferative PCNA stained nuclei. Quantification of
cyclin d2 expression level confirmed increase of
proliferation level in prostate of [xr-/~ mouse fed a
HCD compare to those fed a CD or to wild type
mouse (Fig 2C). TUNEL experiments showed the

presence of apoptotic nuclei in prostatic lumen of /xr-
/- HCD fed mice that seem to emerge from epithelium.
Abse nce of apoptotic positive nuclei directly into the
epithelium suggests that high proliferation rate leads
to cell detachment from epithelium and cell death in
lumen thereafter (Fig 2D; Supplementary data 1).

To identify the molecular pathways
deregulated by high cholesterol content in prostate
leading to epithelial cell hyperproliferation,
transcriptome analysis between each genotype and
each diet condition was performed (Fig 3A). Arrays 1
and 3 reveal genes deregulated by high cholesterol
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diet in wild type and Ixr-/- prostate mice respectively.
Arrays 2 and 4 exhibit genes deregulated by the
absence of LXR whatever the diet was. 320 up and 53
down “diet effect” genes are deregulated by HCD in
wild type mice prostate versus 463 up and 334 down
in Ixr-/-. 480 up and 146 down “genotype effect”
genes are deregulated by the lack of LXR in mice
prostate of CD group versus 715 up and 483 down in
HCD group. Next, we compared gene expression
pattern of 40 top up and down deregulated genes of
each array by hierarchical clustering analysis.
Interestingly, the pictures obtained showed high
similarity of deregulated gene expression profile
between arrays 3 and 4 that correspond to conditions
leading to neoplasic phenotype in “high cholesterol
prostate” (Fig 3B). These common genes between
arrays 3 and 4 were considered as “phenotype genes”.
Another similarity was observed between arrays 2 and
4 when the 40 top genes of array 2 were compared to
other arrays (Fig 3B). These genes typically
correspond to genes deregulated by “genotype effect”.
Given the fact that the lack of LXR only (array 2), or
HCD in wild type mice (array 1) do not impair neither
cholesterol content nor prostate histology, we
postulated that genes deregulated in these arrays were
not involved in neoplasia development. Thus we
performed Venn diagram approach to exclude the
“genotype effect” genes deregulated in array 2, and
the “diet effect” genes deregulated in array 1, from the
“phenotype gene” list commonly deregulated in arrays
3 and 4 (Fig 3C). By this method, we identified and
clusterized a set of 254 up and 209 down deregulated
genes closely related to the phenotype (Fig 3 C-D).
We next used the Ingenuity software to identify
relevant networks and functions in which these genes
could be involved. Cancer was strongly pointed out by
gene ontology analysis with a high p-value in both
“networks” and “diseases and disorders” lists (Fig
3D). Moreover, “cellular growth and proliferation”
and “cell cycle” appeared in top significant molecular
and cellular function. Examination of gene identity in
the cancer cluster (Supplementary data 2) leads us to
focus on two important tumor suppressor genes in
prostate cancer, nkx3.1 and msmb. Down regulation of
nkx3.1 and msmb expression observed on microarray
was confirmed by qPCR analysis (Fig 4A). Because
downregulation of key suppressor genes seems to be a
master event in proliferation deregulation, we
examined in vivo epithelial proliferative cells for
NKX3.1 level in /xr-/- mouse prostate fed a HCD.
IHC co-staining against NKX3.1 and mKi67 reveals
that proliferative cells harbour less nuclear
accumulation of NKX3.1 (Fig4B).

Ezh2 expression is sensitive to high cholesterol cell
contents and repress expression of nkx3.1 and msmb
in Ixr-/- mice prostate

Individual qPCR data analysis of #kx3./ and
msmb gene expression profile in prostate of /xr-/- mice
fed a HCD, revealed that both gene expression
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Figure 4: Nkx3.1 and msmb tumor suppressor genes are down
regulated in prostate that accumulates high cholesterol level.
(A) Nkx3.1 and msmb expression was analyzed by RT-PCR
quantitative. (B) mKi67 and NKX3.1 coimmuno-staining reveals
the loss of nkx3.1 expression in proliferative cell nuclei. Data are
means + s.d. bars and are representative of three independent
experiments. Student’s t-test : *P<0.05. Scale bar = 10pm.

exhibited a significant correlation indicating that they
were probably co-regulated (Fig 5A). Recent data
demonstrated that nkx3./ and msmb gene are
transcriptionnaly ~ repressed by  the  histone
methyltransferase EZH2. EZH2 is the major enzyme
that trimethylates lysine-27 of histone H3 (H3-K27) in
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) leading to
the inactivation of targeted genes. We investigated the
potential involvement of EZH2 in the downregulation
of nkx3.1 and msmb gene expression. Western blot
and RT-qPCR reveal overexpression of ezh2 in the
“high cholesterol prostate”. Moreover, individual data
analysis demonstrated that upregulation of ezh2
expression is closely correlated to nkx3.1 and msmb
repression level (Fig 5B). These results strongly
suggest that ezh2 overexpression inhibits nkx3./ and
msmb expression by H3K27me3 imprinting on their
promoter in /xr-/- mice fed with a HCD.

To exclude the effect of HCD on paracrine
factors from stroma compartment known to be
involved in stimulation of epithelial cells in vivo, we
analyzed the direct effect of serum from [xr-/~ mice
fed either CD or HCD on wild type and Ixr-/- MPE
cells. Serum from mice fed a CD had no effect on
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Figure 5: Upregulation of ezh2 expression is correlated to co-
repression of tumor suppressor gene nkx3.1 and msmb in cells
exposed to high cholesterol level. (A-B) Analysis of nkx3.1-msmb
and ezh2-nkx3.1-msmb expression correlations was performed
using Stat View software and significativity was determined by
ANOVA test. (C-D) Ezh2 expression was analyzed by RT-PCR
quantitative (n=9 to 13 per group) and western blot. (E) Wild type
and /xr-/- MPE were treated for 48 hr with 3% serum from /[xr-/-
mice fed either a control diet (CD) or a high cholesterol diet (HCD)
and cell number was determined by flow cytometer analysis (n=3
per group). (F) EZH2, H3K27me3 and NKX3.1 levels were
quantified by western blot. Data are means + s.d. bars and are
representative of three independent experiments. Student’s t-test :
*P<0.05

MPE cells proliferation whatever the genotype.
However, serum from HCD fed /xr-/- mice, containing
high amount of LDL (Supplementary data 3),
stimulated cell proliferation and increased global
H3K27 trimethylation in Ixr-/- MPE only (Fig 5E-F).
No effect was observed on wild type cells indicating
that, contrarily to Ixr-/- MPE, LXR controls LDL
uptake as demonstrated in Figure 1. Surprisingly,
unlike in vivo experiment, both NKX3.1 and EZH2
protein accumulation remain unchanged whatever the
treatment. We hypothesized that ezh2 upregulation
happened ecarlier and that the existence of EZH2
feedback regulation makes this deregulation invisible
after 48 hrs of treatment. Altogether these results
indicate that uncontrolled high LDL uptake in /xr-/-
epithelial prostatic cells induces increase of
proliferation rate associated with deregulation of
H3K27me3 imprinting on tumor suppressor genes.

LDL exposure of human PC3 cells results in an
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Figure 6: LDL exposure enhances ezh2 expression level and
increases proliferation of PC3 prostate cancer cells. (A) PC3
cells were treated with different doses of native LDL for 48 hr and
proliferation was analyzed by quantification of S-phase cell
percentage using flow cytometer. LDLR protein accumulation was
analyzed by western blot after either a 12 hr at 3ug/ml of LDL (C)
or a 48 hr (B) treatment. (B-E) Ezh2 expression was quantified by
western blot and quantitative RT-PCR (3pg/ml of LDL) after 48 hr
of treatment. (D) Lipids were quantified by thin layer
chromatography in PC3 cells upon 3pg/ml of LDL treatment. For
each experiment n=3 per condition. Data are means =+ s.d. bars and
are representative of three independent experiments. Student’s t-
test : ¥P<0.05

increase of proliferation and ezh2 expression

Advanced prostate cancer cells exhibit loss of
LDLR feedback regulation mechanism leading, as in
Ixr-/- cells, to a high LDL uptake (7). Given that, we
examine whether LDL cholesterol exposure could
modulate ezh2 expression and proliferation in human
prostate cancer PC3 cells. Human LDL cholesterol
treatment on PC3 cells enhanced S phase entry and
leads to an increase of proliferation (Fig 6A). We next
investigated ezh2 expression and found that LDL
enhanced its mRNA and protein accumulation (Fig 6B
and E). Futhermore, LDLR accumulation is sensitive
to LDL treatment (Fig 6C) suggesting that LDL
uptake is a key point to enhance ezh2 expression and
stimulate proliferation. Indeed, LDL cholesterol
induction results in an increase of intracellular
cholesterol levels in PC3 (Fig 6D). These results
suggeste that LDL uptake is the initial process
involved in proliferation and that, beside its
involvement in initiation of tumor development,
cholesterol could promote prostate cancer progression
by stimulation of ezA2 expression as well.

The neoplasic phenotype of Ixr-/- fed a high
cholesterol diet is reversible after 4 weeks of control
diet

Because histone marks are known to be plastic
and particularly reversible, we next investigated
whether a recovery period of 4 weeks of CD feeding
could abolish the neoplasia phenotype of Ixr-/- mice
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Figure 7: After a 4 week diet recovery ezh2 and tumor
suppressor gene expression returns to basal levels,
hyperproliferation is abolished and prostate homeostasis
appears healthy. (A) Percentage of LDL plasma enrichment in
mice fed a CD versus HCD before and after a 4 week recovery
period. (B) Gene expression analysis by RT-PCR quantitative (n=
6 to 9 animals per group). (C) Hematoxylin/Eosine staining of
dorsal prostate of wild type and /xr-/- mice fed for 4 weeks with
control diet (recovery) after 5 weeks of control (CD) or high
cholesterol diet (HCD). Data are means + s.d. bars and are
representative of three independent experiments. Student’s t-test :
*P<0.05 Scale bar =25um.

fed a the HCD for 5 weeks. Plasma lipid analysis
revealed that 4 weeks of CD feeding were sufficient to
restore physiological cholesterolemia, even if the
diminution was slightly lower in Ixr-/- (60%) than
wild type mice (90%) (Fig 7A). Expression of ezh2
and its downstream target genes nkx3./ and msmb,
returned to a basal level after recovery period (Fig
7B). As shown by cyclin D2 expression, epithelial cell
hyperproliferation observed after 5 weeks of HCD
feeding in /xr-/- mouse is completely abolished after 4
weeks of CD recovery (Fig 7B). Finally, histological
analyses showed similar features between wild-type
and Ixr-/- whatever the treatments (Fig 7C). These
observations indicate that the phenotype of neoplasia
is completely reversible when cholesterolemia returns
to a basal level.

Discussion

Alterations of epigenetic marks are
extensively studies in human prostate cancer.
Nevertheless, environmental factors causing these
events and molecular mechanisms involved remain
largely unknown. Dietary factors, especially lipids, are
strongly suspected to affect cancer incidence.
Epidemiological studies suggest that high levels of
LDL increase cancer incidence. Case-control study
reveals that high LDL cholesterol in plasma was
associated with 60% increased risk for prostate cancer
(2). These data pointed out that LDL exposition could
affect both cancer risk and progression. Interestingly,
high intra-cellular cholesterol levels are observed in
several solid carcinoma (5, 6). It is well known that
tumor cells exhibit cholesterol homeostasis
deregulation such as a high de novo synthesis or a
high LDL uptake that could explain their cholesterol
accumulation (14, 15). These deregulations could be
the simple consequence of high cholesterol necessary
to sustain growth, proliferation and resistance against
apoptosis  (4). Until now, whether cholesterol
homeostasis deregulation is involved in tumor
development is unknown. Here we demonstrate for the
first time that cholesterol accumulation is able to
initiate mechanisms involved in tumor development in
vivo. Indeed, Ixr-/-transgenic mice exhibited
cholesterol metabolism deregulation resulting in
prostate cholesterol accumulation provide useful
model to investigate the link between circulating
cholesterol and cancer. When these mice are fed a
high cholesterol diet, the lack of ido/ and abcal genes
expression regulation by LXR leads to high LDL
uptake and low HDL reverse transport responsible of
cholesterol accumulation within the prostate epithelial
cells. Associated with results showing high
proliferation of prostate overloaded in cholesterol,
these data indicate that cholesterol storage
deregulation, observed in human cancer cells as well,
could be sufficient to deregulate epithelial cell cycle.
Interestingly, even when fed a control diet, lxr-/-
mouse present a slight higher amount of cholesterol
and cholesterol ester in prostate than wild type mouse.
These observations are associated to a weak increase
of cyclin d2 expression. Nevertheless, we failed to
show a significant increase of cell proliferation,
neither in latero-dorsal nor in ventral prostate (data not
shown) of Ixr-/- mice observed by Kim ef al. in the
ventral prostate (16). The differences in analysis
methods or in genetic background between the two
Ixr-/- mouse strains could explain this discrepancy.
Besides, hypertriglyceridemia has also been shown to
be a risk factor for prostate cancer (17, 18). Indeed,
circulating fatty acid such as remnant lipoproteins has
been reported to enhance tumor cell growth (19).
Here, we show that the high cholesterol diet feeding
on [xr-/- mice results in a decrease of circulating
triglycerides that exclude hypertriglyceridemia to be
involved in the neoplasic phenotype. Beyond
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plasmatic fatty acids, numerous studies pointed de
novo lipogenesis in carcinogenesis process (20). Here
again we have not observed any variation in
triglyceride amount, neither between wild type and
Ixr-/- mice prostate fed a HCD, nor in PC3 cells
exposed to LDL. Thus the neoplasic phenotype results
essentially from cholesterol overload in prostatic
epithelial cell. Moreover, our conclusions are
consistent with experimental studies demonstrated that
statins, an inhibitor of cholesterol synthesis, inhibit
growth of prostate cancer cells in vitro or in
xenografts models (4). Also, retrospective analysis
clearly highlights a reduction of advanced prostate
cancer risk in long term statins users (21, 22). Taken
together, these observations point out cholesterol as a
central actor in carcinogenesis initiation, promotion
and aggressiveness.

Molecular mechanism resulting from chronic
cell exposition to high levels of circulating cholesterol
in vivo remains elusive. Here, we took the advantage
of the /xr-/- mice model exhibiting genetic
susceptibility for cholesterol accumulation in prostate.
We observed that Ixr-/~- mice fed a high cholesterol
diet develop neoplasic epithelium with a strong
dysplasia and harbor a transcriptome signature of
prostate cancer. In these mice, correlation analysis
showed that the downregulation of tumor suppressor
genes nkx3.1 and msmb are closely coregulated with
the overexpression of ezh2. In human, the histone
methyltransferase EZH2 was scored as the most
significant up-regulated gene in metastatic prostate
cancer (23). Functional studies allow to consider
EZH2 as an oncogene like protein that alters the
genomic  expression program by  chromatin
hypersilencing. Indeed, ezh2 overexpression induces
cell proliferation and enhances tumor growth in vitro
(23, 24). Conversely, inhibition of EZH2 blocks cell
cycle, reduces tumor growth and decreases metastasis
formation (23, 25). Msmb and rkx3.1 promoters are
known to be directly targeted by EZH2 (26, 27).
NKX3.1 was extensively studied in prostate cancer
since it was identified in locus 8p21, a chromosomic
region frequently deleted in prostate carcinoma (28).
Invalidation of nkx3.1 is sufficient to induce prostatic
intraneoplasia in mouse (29) demonstrating its crucial
role of tumor suppressor gene. Msmb encodes the
prostatic secretory protein of 94 amino acids (PSP94)
that is secreted in prostate lumen and functions as a
suppressor of tumor growth and metastasis (26).
Altogether, these data strongly support that ezh2
overexpression could be the primum movens of
hyperproliferation induction observed in prostate cells
of Ixr-/- mice or in PC3 cells exposed to LDL, in part
via the repression of Msmb and nkx3.1 expression.

The reversibility of the phenotype, observed
after 4 weeks of CD recovery can be interpreted in
two different ways. Firstly, the return to a control level
of nkx3.1 and msmb expression with the abolishment
of ezh2 overexpression could indicate that H3K27me3

repressive mark is reversible which is consistent with
literature (30). In this case, when cholesterol level
turns back to the control level, proliferative cells do
not transmit it transcriptional memory to their
daughter cells excluding thereby the involvement of
highly repressive and heritable epigenetic system such
as DNA methylation, known to interplay with PRC2
complex (31). Nevertheless, this hypothesis cannot be
excluded. Indeed, the increase of apoptotic nuclei,
observed in the prostates of /xr-/- mouse fed a HCD,
suggests the existence of protective mechanism
leading to neoplasic cell death. In this case, we could
hypothesize that, after abolishment of ezh2
overexpression, all H3K27me3 imprinted proliferative
cells were eliminated by apoptose thus explaining the
normal expression of nkx3./ and msmb and the
reversion of the neoplasia phenotype.

In all cases, present work raises the question
by which molecular mechanism cholesterol
accumulation results in ezh2 upregulation. EZH2
regulation reveals a high complexity regarding
literature that describes multiple step of control:
transcriptional, posttranscriptional and
posttranslational. Three main hypotheses could be
evocated to explain ezh2 overexpression. Firstly, ETS
genes have been emerged as central elements in
prostate carcinogenesis, especially  through
translocations rearrangements (i.e. TMPRSS2:ERGa)
leading to over-expression of ERG (32, 33). ETS
transcription factors ERG, ESE1 and ESE3 have been
recently demonstrated to be potent regulator of ezh2
gene transcription (27). These results propose a link
between ETS transcription factors and epigenetic
regulation of nkx3./ gene expression by EZH2.
Secondly, recent publications indicate that ezh?2
overexpression in prostate cancer is tightly correlated
with genomic deletion of the locus encoding the
microRNA miR-101 (34). Overexpression of miR101
in DUI145 prostate carcinoma cells decrease cell
invasion and in vitro and attenuates DU145 tumor
growth in a mouse xenograft model by EZH2
extinction (34). Thirdly, dietary lipids have been
already described to suppress expression of EZH2 in
breast cancer cells (35). Omega-3 polyunsaturated
fatty acids such as EPA (eicosapentaenoic acid) and
DHA (docosahexaenoic acid) treatment leads to both
downregulated EZH2 and decreased H3K27
trimethylation. ~ The  authors  propose  this
downregulation involves posttranscriptional
mechanisms, proteasome-dependent. Thus, ETS or
miR-101 and post translational pathway could be
relevant candidates to investigate molecular
mechanism underlying ezh2 overexpression in [xr-/-
mice fed a HCD.

In  summary, this study established
cholesterol overload in prostate epithelial cell is
associate in vivo to deregulation of key epigenetic
mechanisms, which control cell homeostasis. Our
results link cholesterol cell contents to EZH2
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deregulation and its downstream target tumor
suppressor genes nkx3./] and msmb. These
observations indicate that to decrease circulating LDL
cholesterol could present a preventive dietary
intervention to reduce prostate cancer risk. Moreover,
our findings suggest that deregulation of cholesterol
metabolism leading to abnormal cholesterol storage in
prostate could promote the initiation of cancerous
lesion. Because cholesterol regulation pathways are
deregulated in many other cancers such as breast,
colorectal or leukemia (14, 15, 36) our results raise an
emerging fundamental question: which role for the
key regulators of cholesterol homeostasis, LXR, and
their targets genes in human cancers?

Material and methods

Mice study

Lxra and Ixrf double knock-out mice (Ixr-/-) and their
wild-type controls were maintained on a mixed strain
background (C57BL/6:129Sv) and housed in a
temperature-controlled room with a 12-h light/dark
cycle. Mice were fed ad libitum with water and
control diet (CD ; Global-diet 2016S) until 5 months
of age. Then, mice were fed either a control diet or
isocaloric high cholesterol diet (Cocoa butter-diet
TD.88051) from Harlan (Gannat, France) for 5 weeks.
For recovery protocol, mice were afterwards fed with
control diet for 4 weeks before sacrifice. Blood plasma
samples were obtained just before necropsy by heart
puncture on anesthetized mice. Prostates were
removed and were either O.C.T embedded, or fixed in
an alcohol, formaldehyde 37% and acetic acid mixture
(7.5:2:0.5 ; v/v) and then embedded in paraffin for
histological analysis, or were snap-frozen in liquid
nitrogen for lipid, protein and RNA analyses. All
animals were maintained in a controlled environment
and animal care was conducted in compliance with the
national standards and policies (C 63 014.19). All

experiments were approved by Regional Ethic
Committee.
MPE establishment

Culture procedure was derived from methods
developed for mouse vas deferent epithelial cells by
Manin et al.(37). MPE cells were harvested from the
dorsal prostatic lobes from Ixra,f-/- mice and their
wild-type controls. Dorsal prostatic lobes were
obtained from 20- to 30-day-old mice under
microscope. Fragments were kept in a sterile
phosphate buffer solution (PBS) and minced with a
razor blade. Minced tissue was transferred onto cell
culture inserts (BD Falcon TM) coated with a thin
layer of ECM (Extra Cellular Matrix) gel (Sigma),
platted onto 35 mm culture dishes, and cultured in
“complete” medium [Dulbecco’s modified Eagle’s
medium  (DMEM) /F12  (50:50, GIBCO)
supplemented with 0.5% fetal bovine serum (FBS)
(Biowest ; Nuaillé ; France), cholera toxin (10 ng/ml),
epidermal growth factor (5 ng/ml), gentamycin (100

pg/ml), insulin (5 pg/ml), transferin (10 pg/ml),
glutamine (2 mM), HEPES (20 mM), ethanolamine
(0.6 pg/ml), cAMP (25 pg/ml), selenium (17.3 ng/ml)
and hydrocortisone (10 nM)] at 37°C in a humidified
air 5% CO, incubator. The ECM was set by
incubation at 37°C for 30 min. Growth medium was
changed every 2 days. Cells emerging from the
explants were mainly epithelial cells. Upon
confluency, cells were re-plated in the same
conditions at a split ratio of 1:2 until they survived
senescence which typically occurred about six
passages. After this point, cells were transfer onto
100-mm culture dishes every 3-4 days at a 1:5 to 1:10
split ratio. Studies on MPE cells were performed when
cells became homogenously epithelial from 15 to 30
passages.

Cell culture and treatment

MPE cells were trypsinized and seeded at 0.6 x 10 in
6-well plates or 3 x 10° in 100-mm culture dishes.
After 12 hr, cells were starved for 24 hr and treated in
minimal medium [(DMEM) /F12 (50:50, GIBCO)
supplemented with gentamycin (100 ug/ml),
glutamine (2 mM)], with either 10 uM of T0901317
(Cayman Chemical, Montigny le Bretonneux, France)
or vehicle (DMSO) for 24 hr or 3% of serum for 48 hr
from Ixra;f-/- mice fed either with control or high
cholesterol diet.

PC3 cells were cultured at 37°C in 5% CO2

atmosphere in DMEM medium (Invitrogen)
containing 100 pg/ml penicillin and streptomycin
supplemented with 10% FBS and 2 mM glutamine.
Cells were trypsinized and seeded at 0.8 x 10° in 6-
well plates or 4 x 10° in 100-mm culture dishes. After
12 hr, cells were starved for 24 hrs and treated with
native human low density lipoprotein RP-032 (Source
Bioscience LifeSciences, Nottingham, UK) in FBS
depleted medium for 12 to 48 hr.

Cells were harvested and protein, RNA, lipid
extraction or flow cytometry analyses were performed.

Prostate immunostaining/immunofluorescence
labeling and TdT-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) analysis

Prostate immunostaining was performed as follow:
paraffin sections were dewaxed and rehydrated
through a graded series of ethanol and double distilled
water baths. Tissue sections were incubated in 0.1M
citrate buffer (pH 6.0) for 5 min in a microwave at 350
W. Unspecific epitopes were saturated using BSA 1%,
FBS 1% diluted in PBS 1X during 30 min at room
temperature. PCNA (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) or NKX3.1 (Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA) primary antibodies were diluted
in PBS 1X, BSA 0.1% and incubated at 4°C
overnight. For PCNA staining, secondary HRP-
conjugated antibody (Sigma) was incubated 1 hr at
room temperature and revealed using NovaRED
substrate kit for peroxidase (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). For NKX3.1 and mKi67 co-
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immunostaining, secondary Alexa 488 conjugated
anti-mouse IgG (Invitrogen) was incubated 1 hr at
room temperature. After PBS washes, the second
mKi67 primary antibody diluted in PBS 1X, BSA
0.1% was incubated at 4°C overnight and secondary
Alexa 555 conjugated anti-rabbit IgG (Invitrogen) was
incubated 1 hr at room temperature. Cell nuclei
staining was obtained using Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich) at 1 mg/ml.

Apoptosis nuclei were visualized using TUNEL
reaction with 0.3U/ul of terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT ; Euromedex, Souffelwegersheim,
France), 6.7mM biotin-11-dUTP  (Euromedex),
26.7mM dATP (Promega, Charbonnicre, France) in
TdT buffer for 1 h a 37°C. Positive nuclei were
revealed by addition of extravidin coupled alkalin
phosphatase and FastRed TR/Naphthol AS-MX
(Sigma-Aldrich) substrate for 25 min. Nuclei counter
staining was performed using Mayer hematoxylin for
30 sec.

Cross-sectional areas of the prostate were snap using a
Zeiss Axioplan fluorescence microscope and
Axiovision 4.2 software (Carl Zeiss Vision GmbH, Le
Pecq, France).

c¢DNA Microarray analysis and acquisition of data.
Total RNA was isolated using NucleoSpin® RNA 11
column kit (Macherey-Nagel, Hoerd, France). The
quantity of each total RNA sample was determined by
spectrophotometry and the size distribution was
assessed using an Agilent Bioanalyzer. Five hundred
ng of total RNA were converted into labeled cDNA
using fluorescent nucleotides coupled (either Cy3 or
CyS5) and the Low DNA Input Linear Amplification
Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) following
the manufacturer’s protocol. cDNA quality was check
using an Agilent Bioanalyzer. Equal amounts of Cy3
and Cy5-labeled cDNA (750 ng) from two different
samples were hybridized to Agilent Whole Mouse
Genome microarrays and dye swap was performed to
overcome fluorochrome interferences. The hybridized
array was then washed and scanned and data were
extracted from the scanned image using Feature
Extraction version 9.5 (Agilent Technologies). For
each microarray, log ratio, fold-change, log ratio p-
value were determined Using Rosetta Resolver Gene
Expression Analysis System.

Comparison of microarrays and gene clustering

Venn diagram approach and gene ontology were built
using Ingenuity Systems, Inc IPA 8.7 — 3203. Gene
expression change was considered consistent when p-
value of log ratio was lower than 10°. Hierarchical
clustering  analysis was  performed  using
MultiExperiment Viewer v4.5 software (38).

qPCR

Total RNA was isolated using the same procedure
than for microarray. cDNA was synthesized with
Moloney = Murine  Leukemia  Virus  Reverse
Transcriptase (Promega, Charbonniéres, France) and

random hexamer primers (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. The gPCR was performed
on an iCycler (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette). Four pl
of 1:50 diluted cDNA template were amplified by
MESA GREEN MasterMix Plus for SYBR® Assay
(Eurogentec, Seraing, Belgium) to measure duplex
DNA formation. Primer sequences were: mldolfw

AGCGGCCTCTACCGAGCCAT ; mldolrv
CGCCAAGTGGCCCTTCAGGT ; mABCAIlfw
GGAGCTGGGAAGTCAACAAC ; mABCAIlrv
ACATGCTCTCTTCCCGTCAG ; mCycD2fw
TCCCGCAGTGTTCCTATTTC ; mCycD2rv
CTGGGGCTTCACAGAGTTGT ; mEzh2fw
CCTCTGAAGCAAATTCTCGG ; mEzh2rv
ACATCCTCAGTGGGAACAGG ; mNkx3.1fw
GGAGGACCCACCAAGTATCC ; mNkx3.1rv
ATGGCTGAACTTCCTCTCCA ; mMsmbfw
AGTCCTGCTTTGCCACCATG ; mMsmbrv
CGTGCAGTTCTTCTTCCAGGGAGT ; ml8Sfw
GGGAGCCTGAGAAACGGC ; ml8&Srv
GGGTCGGGAGTGGGTAATTT ; hEzh2fw
ACCAGTTTGTTGGCGGAAGCG ; hEzh2rv
CCAAGTCACTGGTCACCGAACAAG ; h36b4fw
GTCACTGTGCCAGCTCAGAA ; h36b4rv
TCAATGGTGCCTCTGGAGAT.

Western blot analysis

Proteins were extracted in Hepes 20 mM, NaCl 0.42

M, MgCl 1.5 mM, EDTA 0.2 mM and NP40 1%
2

supplemented with PMSF 1 mM (Sigma-Aldrich),
Complete 1X (Roche Molecular Biochemicals,
Meylan, France), NaF 0.1 mM and Na,VO; 0.1mM
(Sigma-Aldrich). Lysates were centrifuged at 4°C for
15 min at 15000 g. Forty pg of total proteins were
subjected to denaturing SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose ~ membrane  (Hybond-ECL, GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). Membranes were
incubated overnight at 4°C with primary polyclonal
antibodies raised against either beta-Actin (Sigma-
Aldrich), ABCA1 (Novus), EZH2 (Cell Signaling ;
Montigny-Le-Bretonneux, France), LDLR (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA), H3K27me
(Millipore, Billerica, MA, USA), NKX3.1 (Novus). A
second lh-incubation with a peroxidase-conjugated
anti-rabbit or anti mouse IgG (P.A.R.L.S, Compiégne,
France) was performed. Peroxidase activity was
detected with the Western Lightning System (Perkin-
Elmer Life Sciences, Courtaboeuf, France).

Lipid analysis

Lipid staining of each organ collected was performed
on 8 pm thick cryosections with 1,2-propanediol
(Sigma) for 1 min and in Oil-Red-O (Sigma) for 4 min
as described (39). Lipids were extracted as previously
described (12) and analyzed on high-performance thin
layer chromatography plates. Blood concentrations of
triglycerides, cholesterol, LDL-cholesterol and HDL-
cholesterol were determined on an automated clinical
chemistry analyzer (Roche Diagnostics) according to
manufacturer’s instructions.
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Flow cytometry analysis

Cells were recovered and washed in PBS. Pellets were
resuspended in RNase A (500 pg/ml), propidium
iodide (50 pg/ml) solution and kept 1 hr at 4°C in the
dark. Cell suspensions were analyzed using a
Beckman Coulter fluorescence-activated cell sorter.
Proliferation amount was determined by evaluating S-
phase nuclei percentage or cells counting. At least
15,000 events were measured for each sample.
Statistical Analysis

For statistical analysis, Student's ¢ test was performed
to determine whether there were significant
differences between the groups. A p value of 0.05 was
considered significant.
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Supplementary data 1: TUNEL staining of dorso-lateral prostate. Scale
bar = 50pm
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Supplementary data 2: List of 154 genes deregulated in the cancer

cluster
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CHO HDL LDL TRI

Ser Ixr -/- CD 1,2 084 032 032

Ser/xr-/-HCD 3,18 1,58 194 0,22

Supplementary data 3: Lipid concentration of
plasma used on MPE cells. CHO (Cholesterol),
HDL (High Density Lipoprotein), LDL (Low
Density Lipoprotein), TRI (Triglyceride). Ser
(Serum), CD (Control Diet), HCD (High
Cholesterol Diet). Unit: mmol/L of plasma.







Résultats

Conclusion

L’invalidation des LXRs conduit a la perte de régulation de I’homéostasie des lipides et
ainsi & ’accumulation de cholestérol intracellulaire chez des souris nourries avec un régime
hypercholestérolémiant. L utilisation de ce modele de souris permet donc d’étudier I’impact d’une
surcharge en cholestérol intracellulaire induite par un régime dans un contexte encore non tumoral.
Nos résultats indiquent trés clairement que ’accumulation de cholestérol intraprostatique est
associée a 1) une augmentation de 1’expression du geéne codant de I’histone méthyltransférase
EZH2, 2) la répression de I’expression des génes suppresseurs de tumeur nkx3.1 et msmb, 3) une
prolifération cellulaire incontr6lée et 4) la formation de néoplasie. In vitro, I’augmentation de
cholestérol intracellulaire induite par 1’exposition des cellules PC3 aux LDL entraine également
une augmentation de 1’expression de ezh2 et une activation de la prolifération, ce qui indique donc
une relation entre la présence de cholestérol intracellulaire et ’expression de ezh2. Ces données
montrent donc qu’une surcharge en cholestérol peut initier les premicres étapes du développement
tumoral par des mécanismes épigénétiques mettant en jeu [’action répressive de I’histone

méthyltransférase EZH2 sur des génes suppresseurs de tumeur.

Chapitre I :
Le cholestérol est il un facteur impliqué dans ['initiation et la promotion
tumorale via des mécanismes épigénétiques au niveau de la prostate ? Quel réle pour LXR ?
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Chapitre 11 :

Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance des

cellules tumorales prostatiques ?

Chapitre II :
Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance
des cellules tumorales prostatiques ?
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Présentation du contexte scientifique

L’activation des LXRs par leur agoniste synthétique T0901317 entraine une inhibition de la
prolifération cellulaire de lignées tumorales prostatiques LNCaP, DU145 et PC3 (342). Cette
diminution du cycle cellulaire est caractérisée par une diminution du nombre de cellules en phase S
corrélée a une diminution de 1’accumulation de SKP2 connue pour favoriser la dégradation, par le
systéme ubiquitine-protéasome, de protéines inhibitrices du cycle cellulaire telles que p27<"®'. Le

Kipl .
qui1 est alors peu ou

traitement de cellules LNCaP entraine en effet une augmentation de p27
n’est pas dégradée par le protéasome pouvant ainsi expliquer 1’effet inhibiteur du T0901317 sur le
cycle cellulaire (342). Dans cette méme étude, les auteurs montrent que dans les cellules LNCaP,
I’activation des LXRs provoque une augmentation de I’accumulation de la cassette d’efflux de
cholestérol ABCA1, ce qui pourrait alors suggérer que 1’effet antiprolifératif des LXRs puisse étre

médié, du moins en partie, par I’activation de 1’efflux de cholestérol.

En parallele, dans les membranes plasmiques, le cholestérol se concentre au niveau des
rafts lipidiques qui sont des microdomaines considérés comme des plateformes de signalisation
impliquées notamment dans les processus de survie cellulaire. La présence de cholestérol augmente

la taille et I’activité de ces domaines en favorisant leur coalescence (256).

Le cholestérol semble donc étre un élément capable de favoriser le développement tumoral
et ceci par différents mécanismes dont certains sont en cours d’étude tels que la modification
d’empreintes épigénétiques (Chapitre I) et d’autres faisant intervenir la modulation de 1’activité des
rafts lipidiques. Ces données suggérent donc que le blocage de I’accumulation de cholestérol au
niveau des cellules tumorales puisse représenter une stratégie intéressante pour moduler la

croissance tumorale.

Dans ce contexte et compte tenu de rdle clé des LXRs dans la régulation de la quantité de
cholestérol intracellulaire, 1’objectif de notre travail a été d’étudier I’impact de ’activation de ces
récepteurs nucléaires sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la survie des cellules

tumorales.

Chapitre 11 :
Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance
des cellules tumorales prostatiques ?
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Article 2: Liver X Receptor activation downregulates AKT survival signaling in lipid rafts and

induces apoptosis of prostate cancer cells.

Article publié dans Oncogene, Volume 18, issue 18, pages 2712-2723, 6 mai 2010.

Pommier AJ, Alves G, Viennois E, Bernard S, Communal Y, Sion B, Marceau G, Damon C,

Mouzat K, Caira F, Baron S, Lobaccaro JM.

Chapitre 11 :
Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance
des cellules tumorales prostatiques ?
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Liver X Receptor activation downregulates AKT survival signaling in lipid
rafts and induces apoptosis of prostate cancer cells
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Cholesterol is a structural component of lipid rafts within
the plasma membrane. These domains, used as platforms
for various signaling molecules, regulate cellular processes
including cell survival. Cholesterol contents are tightly
correlated with the structure and function of lipid
rafts. Liver X receptors (LXRs) have a central role in
the regulation of cholesterol homeostasis within the cell.
Therefore, we investigated whether these nuclear receptors
could modulate lipid raft signaling and consequently alter
prostate cancer (PCa) cell survival. Treatment with the
synthetic LXR agonist T0901317 downregulated the AKT
survival pathway and thus induced apoptosis of LNCaP
PCa cells in both xenografted nude mice and cell culture.
The decrease in tumor cholesterol content resulted from
the upregulation of ABCG1 and the subsequent increase in
reverse cholesterol transport. RNA interference experi-
ments showed that these effects were mediated by LXRs.
Atomic force microscopy scanning of the inner plasma
membrane sheet showed smaller and thinner lipid rafts
after LXR stimulation, associated with the downregula-
tion of AKT phosphorylation in these lipid rafts.
Replenishment of cell membranes with exogenous chole-
sterol antagonized these effects, showing that cholesterol
is a key modulator in this process. Altogether, pharma-
cological modulation of LXR activity could thus reduce
prostate tumor growth by enhancing apoptosis in a lipid
raft-dependent manner.
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Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most frequently diagnosed
cancer and the leading cause of death from cancer in men
over the age of 50 years. Among the various genetic and
environmental risk factors, epidemiological analyses have
revealed a positive association between hypercholestero-
lemia and the development of PCa (Bravi ez al., 2006;
Magura et al., 2008). It is well known that cancer cells
produce more cholesterol and sphingolipids than do
normal cells, especially in solid tumors (White, 1909;
Swyer, 1942). This phenomenon has been explained by the
rapidly proliferating cancer cells requiring new compo-
nents to build de novo plasma membrane. In agreement
with this, statins, a class of HMG-CoA reductase
inhibitors, and their derivatives block PCa cell growth
in vitro (Ukomadu and Dutta, 2003; Mo and Elson, 2004)
and have been suspected to have benefits in PCa
progression in patients undergoing long-term treatment
(Shannon et al., 2005; Murtola et al., 2008).

Extensive studies on lipid rafts have underlined the
crucial role of free cholesterol present in plasma
membranes in raft-dependent signaling. Lipid rafts are
characterized by liquid-ordered microdomains enriched
in phospholipids and sphingolipids with highly satu-
rated hydrocarbon chains (Simons and Toomre, 2000).
Cholesterol is an important component of lipid rafts and
is proposed to induce their coalescence and thus to
determine the size of raft platforms (Solomon et al.,
1996; Lawrence et al., 2003; Freeman and Solomon,
2004). This last point seems to be an important step in
the distribution of membrane-associated proteins, in
particular those involved in transduction signaling such
as AKT/PKB. High levels of phosphorylated AKT
protein, which has a crucial role in cell survival
signaling, have been correlated with Gleason score
(Liao et al., 2003) and associated with resistance to
chemotherapy (Yuan and Whang, 2002). Consistent
with this, LNCaP xenografts in athymic mice showed
that both phospho-signaling and apoptotic resistance
were strengthened by a cholesterol-rich diet (Zhuang
et al., 2005), pointing out the crucial role of cholesterol
in cell apoptosis resistance and cancer development.
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Figure 1 LXR activation induces apoptosis of LNCaP cells. (a) Percentage of subG1 nuclei from LNCaP cells treated with DMSO
versus 1, 3, S5um T0901317, 22(R)-hydroxycholesterol (22(R)-OHC), 25(R)-hydroxycholesterol (25(R)-OHC) or 7a-hydroxycholesterol
(70-OHC) was quantified by flow cytometry. (b) LNCaP cells were transfected with small interfering RNA against LXRa and LXRf
for 48 h. Silencing was checked by western blot using LXRa and LXRp antibodies. (¢) After 48 h of /xr silencing, LNCaP cells were
treated with T0901317 during 36 h and apoptosis was analyzed by flow cytometry. (d) Protein lysates from LNCaP cells incubated with
DMSO or 1, 3 or 5pum of T0901317 for 72 h were detected by western blot using anti-poly-ADP-ribosyl-polymerase, caspase 3, 6, 9 and
B-actin antibodies. Data are means ts.d. bars (n=3) and are representative of three independent experiments. Student’s r-test:

*P<0.05; ***P<0.001.

Liver X receptor-a (LXRa) (NR1H3) and LXRp
(NR1H2) belong to the nuclear receptor superfamily,
bind to naturally occurring oxidized forms of cholester-
ol, known as oxysterols, and stimulate expression of
target genes essentially involved in lipid metabolism
(Tontonoz and Mangelsdorf, 2003; Volle and Lobac-
caro, 2007). Investigation of /xr knockout mice revealed
prostatic stromal hyperplasia (Kim et al., 2009). LXR
activation by synthetic ligands such as T0901317 can
repress growth of human prostatic cell lines in vitro and
slow down tumoral prostatic cell xenograft expansion
in vivo (Fukuchi et al., 2004b). Given that LXRs are
involved in cholesterol metabolism and that cholesterol
has a crucial role in tumor development, we examined
the effects of LXR ligands on LNCaP cells in vitro
and in vivo in xenografted mice. We focused our
investigations on lipid raft topography, AKT raft-
dependent transduction pathway and apoptosis. We
found that LXR activation resulted in stimulation of
apoptosis that occurred after raft disruption and AKT
dephosphorylation.

Results

LXR activation induces apoptosis by inhibition of the

AKT survival pathway through an indirect mechanism

Cell death regulation is a key process in PCa develop-
ment. We thus analyzed the effect of LXR agonist
treatments on LNCaP apoptosis. LNCaP cells were
treated for 72 h with increasing amounts of T0901317,
22(R)-hydroxycholesterol, 25(R)-hydroxycholesterol and
7a-hydroxycholesterol. All LXR ligands increased the
subG1 nuclei fraction from 20 to 85% (Figure la). Even
7o-hydroxycholesterol, known to be a weak LXR
agonist, significantly enhanced accumulation of subGl
nuclei. To determine which LXR isoform was involved
and to confirm that apoptosis was mediated by LXRs,
we silenced either LXRa or LXRP using small interfer-
ing RNAs for each endogenous isoform (Figure 1b).
LXRa and/or LXRpB knockdown significantly reduced
accumulation of subGl nuclei induced by T0901317.
This showed that the effect of T0901317 was mediated
by LXRs and that both isoforms were involved in
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Figure 2 LXRs induce apoptosis in LNCaP xenografts and inhibit the AKT survival pathway. (a) Nude male mice were injected with
LNCaP cells. Three weeks later, mice were treated with vehicle (methylcellulose) or T0901317 (20 mg/kg) once a day for a month. Mice
were weighed (upper graph) and tumors were measured (lower graph) every 3 days. Data are means * s.d. bars (n = 16). Student’s #-test:
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (b) Apoptotic rate was analyzed by TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) method into
xenografts after necropsy. Positive TUNEL-labeled area was quantified and reported to the total area by the signal threshold method.
Data are means *s.d. bars (n=13). Mann—Whitney test: *P<0.05. (¢) LNCaP xenografts obtained from methylcellulose (top) or
T0901317 (bottom) were (left to right): immunodetected for AKT Ser*”?, TUNEL stained, 4,6-diamidino-2-phenylindole labeled and
hematoxylin and eosin (H&E) colored (adjacent slides). Scale bar represents 40 pm.

induction of apoptosis (Figure 1c). Hence, in the
following experiments we only used the T0901317
agonist to investigate LXR activation. Accumulation
of cleaved caspases 3, 6, 9 and cleaved form of
poly-ADP-ribosyl-polymerase indicated that T0901317
treatment activated cell death through the canonical
apoptotic pathway (Figure 1d).

We next analyzed the effect of LXR activation in vivo
on the basis of the growth of xenografted LNCaP cells.
As previously described (Fukuchi et al., 2004b),
T0901317-treated mice showed a significantly slower
tumor growth without any effect on the body weight
(Figure 2a). Decrease in tumor growth was confirmed by
xenograft analysis during necropsy (Supplementary
Data 1). TdT-mediated dUTP nick end labeling assay
showed that the apoptotic cell index was significantly
increased in tumors from T0901317-treated mice com-
pared with vehicle-treated mice (Figure 2b). Never-
theless, even TO0901317-treated xenografts exhibit
more apoptotic staining (Figure 2b), and there is no
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correlation between the volume of the xenograft and the
apoptotic index (data not shown). This indicates that
T0901317 reduced xenograft growth not only by
targeting apoptosis but also by other processes such as
proliferation (Fukuchi et al., 2004b; Chuu et al., 2006)
or angiogenesis (Walczak et al., 2004; Mouzat et al.,
2009). PCa cells are characterized by a strong resistance
to apoptosis involving deregulation of various key cell
survival transduction pathways such as AKT signaling.
LNCaP cells exhibit PTEN inactivation, leading to
constitutive activation of the AKT pathway (Carson
et al., 1999). We analyzed AKT phosphorylation on
Ser*” as a marker of AKT activation in LNCaP
xenografts. As observed in Figure 2c, AKT survival
pathway was inhibited in apoptotic areas strongly
suggesting that this event was concomitant with
apoptotic program activation.

To investigate the relationship between LXRs, AKT
and apoptosis, a time course experiment was performed
with T0901317 on LNCaP cell cultures. SubG1 nuclei
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Figure 3 AKT transduction pathway is repressed by LXRs through an indirect mechanism. (a) Sub-G1 nuclei accumulation from
LNCaP cells treated during a time course experiment with DMSO or T0901317 (3 um). Data are means *s.d. bars (n=3) and are
representative of three independent experiments. Student’s ¢-test: **P<0.01; ***P<0.001. (b) Total proteins were analyzed by western
blot to detect AKT, AKT ser*”, poly-ADP-ribosyl-polymerase, caspase 3 and B-actin proteins. (¢) LNCaP cells were transfected with
myrAKT expression vector or the corresponding empty vector and induced with DMSO or T0901317 (3 um). Sub-G1 nuclei
accumulation was analyzed by flow cytometry. Student’s z-test: *P<0.05.

accumulation, poly-ADP-ribosyl-polymerase and cas-
pase 3 cleavage were observed, concomitantly with a
decrease in AKT phosphorylation on Ser*” (Figures 3a
and b), only after 48h of treatment, suggesting an
indirect mechanism. Consistent with this, LNCaP trans-
fection with a plasmid encoding a myristoylated AKT
(constitutive positive AKT) resulted in a significant
decrease in T0901317-induced apoptosis (Figure 3c). We
concluded that LXRs induced apoptosis in part through
a downregulation of the AKT cell survival signaling
pathway in LNCaP cell cultures and xenografts, and
presumably using an indirect mechanism.

LXRs stimulate cholesterol efflux through ABCGI
upregulation

Cholesterol is known to stimulate AKT phosphoryla-
tion (Zhuang et al., 2005). We therefore evaluated
whether the effect of LXR activation on AKT signaling
could be mediated by the modulation of the intracellular
cholesterol contents. Cholesterol transporters ABCAI
and ABCG] expression levels were analyzed by quanti-
tative PCR and western blot. T0901317 treatment for
72h induced ABCGI1 but not ABCA1 mRNA and
protein accumulation levels in LNCaP cells (Figure 4a).
Time course analysis showed an increase in ABCGI
accumulation after 8 h of treatment (Figure 4b; Supple-
mentary Data 2). Similar results were obtained from
LNCaP xenografts: abcgl expression level exhibited a
2.7-fold increase, whereas abcal expression remained
unchanged (Figure 4c). This upregulation was confirmed
by immunohistochemistry for ABCGI in xenografts
(Figure 4d). Increase in ABCGI1 expression strongly
suggested that intracellular cholesterol concentration
was reduced in T0901317-treated cells.

To confirm this hypothesis, free cholesterol levels
were determined during a time course experiment in the
presence of T0901317 in LNCaP cells. A significant and
stable decrease in free cholesterol concentration was
observed starting at 16h (Figure 5a), which was
consistent with earlier accumulation of abcgl at 8h

(Figure 4b and Supplementary Data 2). Increased
cholesterol accumulation in the T0901317-treated cell
culture supernatant indicated an increase in the choles-
terol efflux (Figure 5b). Levels of both cholesterol esters
and free cholesterol decreased in T0901317-treated mice
tumors (Figure 5c). This decrease was correlated with
the reverse cholesterol transport to the liver as indicated
by higher total and high-density lipoprotein-cholesterol
levels in the plasma of T0901317-treated mice
(Figure 5d). Taken together, these results showed that
LXRs stimulated early cholesterol efflux through
ABCGI transporter upregulation, which resulted in a
subsequent inactivation of AKT pathways and stimula-
tion of apoptosis.

LXR activation reduces lipid raft size in a cholesterol-
dependent manner

Given that free cholesterol is the main component of
lipid raft, we suspected that reduction of free cholesterol
content in T0901317-treated cells could decrease the
lipid raft domain size and subsequent downregulate
AKT signaling. To confirm this hypothesis, we exam-
ined the topography of the inner membrane sheet of
LNCaP cells using atomic force microscopy (AFM) to
analyze membrane domain height and width. In control
cells, membrane domains were abundant. Most of them
displayed flotillin-2 staining (Figure 6a, top), indicating
that they were lipid rafts. Repeated measurements,
summarized in Figure 6b, revealed that, in dimethylsulf-
oxide (DMSO) conditions, the width and height of these
domains range from 451 + 126 and 52 + 12 nm, respec-
tively. These observations were consistent with previous
studies on RBL-2H3 cells (Frankel et al., 2006). Inter-
domain membrane regions had an average thickness of
~7nm, measured relative to the poly-L-lysine-coated
substrate, thus corresponding to the phospholipid
bilayer (Supplementary Data 3A). T0901317 treatment
resulted in a dispersion of both membrane domains and
flotillin-2 staining, thus leading to membrane flattening
(Figure 6a, bottom). Given that flotillin-2 is a raft
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Figure 4 LXR activation enhances abcgl expression in LNCaP
cells. (a) abcal and abcgl expression levels were analyzed in
LNCaP cells treated with DMSO or T0901317 (3 um) by gPCR and
western blot. (b) ABCG1 protein accumulation during a T0901317
time course induction was analyzed by western blot. (¢) abcal and
abcgl expression levels were analyzed by qPCR on LNCaP
xenografts. (d) Immunohistochemistry against ABCG1 on LNCaP
xenografts. Student’s 7-test: *P<0.05.

resident protein, the decrease in its signal indicates raft
dispersion in T0901317 conditions and strongly suggests
structural changes in lipid rafts. Quantification of
membrane domain sizes revealed that T0901317-treated
cells harbored smaller domains compared with DMSO-
treated cells regarding both width and height (Figure 6b,
Supplementary Data 3B). Although domains exhibited a
median width of 451 £ 126 nm and height of 52+ 12nm
in DMSO conditions, T0901317 stimulation resulted in
a reduction in size domains, 259 +88 for width and
24 + 10 for height. These alterations were reversed by co-
treatment with cholesterol with a width range of
512£122 and a height range of 46+ 18nm. This
emphasized that cholesterol was the central component
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by which LXRs could modulate the size of raft domains.
Interestingly, cholesterol alone was also able to increase
domain height (89+26 vs 52+12nm) but did not
appear to significantly alter domain width. Taken
together, these results showed that LXR activation
inhibited lipid raft coalescence by a mechanism invol-
ving cholesterol efflux.

Lipid raft alteration by LXRs blocks the AKT
raft-dependent survival pathway

Raft coalescence is tightly associated with survival
signaling transduction (Freeman and Solomon, 2004).
For this reason, we investigated the raft-dependent
signaling pathway phosphoinositide-3 kinase/AKT as a
marker of survival signals inside lipid rafts. Lipid rafts
were isolated by sucrose gradient ultracentrifuga-
tion (Supplementary Data 4). Enrichment and conta-
mination of cytosol/membrane and raft fractions were
analyzed by flotillin-2 and B-tubulin detection.
T0901317 treatment for 24h dramatically decreased
AKT phosphorylation in the raft fraction, whereas
AKT phosphorylation was unaltered in the cytosolic
and membrane fractions (Figure 7). This slowing of
AKT phosphorylation in the lipid raft fraction was
consistent with the timing of the membrane cholesterol
depletion observed (Figure 5a) after 16 h of T0901317
induction.

Cholesterol antagonizes LXR-induced apoptosis by
reactivation of the AKT survival pathway in lipid raft
We showed that cholesterol addition prevented raft
disruption in T0901317-treated cells (Figure 6b). Thus,
we hypothesized that, by maintaining AKT signaling
activity in lipid rafts, cholesterol supplementation could
antagonize LXR-induced apoptosis. We investigated
phosphoAKT Ser*”* and flotillin-2 subcellular localiza-
tion by confocal microscopy. In control conditions,
phosphoAKT Ser*”? colocalized with lipid rafts as
shown by flotillin-2 staining (Figure 8a), whereas
T0901317 treatment decreased phosphoAKT Ser*
signal within the plasma membrane. Cholesterol supple-
mentation restored the localization of phosphoAKT
Ser*”? within the rafts (see ‘colocalization’ column on
Figure 8a). In parallel, western blot analysis indicated
that cholesterol addition partially prevented AKT
dephosphorylation on Ser*”?, reduced accumulation of
cleaved poly-ADP-ribosyl-polymerase (Figure 8b) and
reversed the effect of T0901317 on sub-G1 nuclei
accumulation (Figure 8c). Altogether, these results
showed that the proapoptotic effects of activated LXRs
were mediated by cholesterol depletion in rafts, which in
turn inhibited activity of the AKT survival pathway and
induced apoptosis.

Discussion

This study points out LXR isoforms and their ligands as
key modulators of PCa cell survival. Our in vitro and
in vivo analyses revealed that modulation of LXR
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Figure 5 Upregulation of abcgl decreases free cholesterol content by activation of reverse cholesterol transport in xenografts.
(a) Time course induction was performed on LNCaP cells treated with DMSO or T0901317 (3 uM) to analyze free cholesterol relative
amount. (b) Cholesterol (Chol.) was measured in the medium after 48 h of T0901317 exposure to analyze cholesterol efflux. (¢) Free
and cholesteryl esters were quantified in LNCaP xenografts of methyl cellulose and T0901317-treated mice. Student’s #-test: *P<0.05;
**P<0.01. (d) Total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol and triglyceride (TG)
contents were analyzed by enzymatic colorimetric assay in plasma of nude mice. Data are means +s.d. bars (n=28). Mann—Whitney

test: *P<0.05.

activity triggered apoptosis of PCa cells. This effect
involves both the increase in cholesterol efflux and the
subsequent disruption of lipid rafts. We showed that
LXR-mediated upregulation of ABCGI1 stimulated
reverse cholesterol transport. This resulted in a reduc-
tion in plasma membrane cholesterol steady-state levels.
These observations were correlated with a decrease in
the phosphorylated fraction of raft-associated AKT. We
showed that cholesterol replenishment or MyrAKT
expression prevented the cells from apoptosis in the
presence of T0901317. Consistent with this mechanism,
chronic T0901317 treatment induces downregulation of
AKT and stimulates apoptosis of LNCaP-derived
tumors in xenografted mice.

The major finding of this work is the role of LXRs as
modulators of lipid raft signaling. Freeman and
Solomon (2004) proposed that a critical cholesterol
concentration in the membrane was required to allow
raft coalescence. Sequestration of ‘oncogenic’ signaling
proteins in a restricted area through raft coalescence
could enhance their activity by exclusion of negative
regulators outside the rafts (Yang et al., 1998). More-
over, expansion of the raft could tether AKT with
upstream regulators such as DNA-dependent protein

kinase. This kinase is known to be associated with the
raft fraction and to phosphorylate AKT on ser” residue
(Hill et al., 2002). Transfecting LNCaP cells with
MyrAKT partially, but not completely, blocked
T0901317-induced apoptosis (Figure 3c). Consistent
with this, MyrAKT has been described to be over-
represented in lipid raft fractions indicating that
myristoylation preferably anchored the kinase in rafts
(Adam et al., 2007). Similar to MyrAKT, the sub-
population of AKT, which is cholesterol sensitive (raft
resident), has been shown to phosphorylate distinct
substrates from those targeted by AKT located else-
where in the cell. These substrates have been shown to
support most of the prosurvival effects of AKT (Adam
et al., 2007). These observations could explain why
MyrAKT expression failed to completely abolish
apoptosis in T0901317-treated cells. Another possibility
could be that LXR activation interferes with others raft-
dependent survival pathways and acts by an AKT-
independent mechanism.

As previously shown, inhibition of de novo cholesterol
synthesis by simvastatin results in a decrease in raft-
associated AKT phosphorylation without a concomi-
tant effect on other AKT protein fractions (Zhuang
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Figure 6 LXRs control lipid raft coalescence. (a) Simultaneous atomic force microscopy (AFM) and fluorescence images of inner
membrane sheets were obtained after LNCaP cell preparation. Flotillin-2 detection and AFM scanning were performed on LNCaP
cells treated with DMSO (top) or T0901317 (1 um) (bottom); AFM pictures were outlined and overlaid with flotillin-2 staining. Scale
bar represents S um. (b) Means £ s.d. of height and width domains, measured by cross-section (n = 30), from LNCaP cells treated with
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Figure 7 LXR activation inhibits AKT survival pathway in lipid raft. Cells were treated with DMSO or T0901317 (3 um) during a
time course experiment. After ultracentrifugation on a sucrose gradient, raft fractions and cytosolic + membrane fractions were
collected and detected by western blot using antibodies against AKT Ser*”?, AKT, flotillin-2 and B-tubulin.

et al., 2005). We observed a similar effect of T0901317
on LNCaP cells and consequently postulated that
activation of LXRs could hamper raft coalescence.
Chemical or RNA interference inhibition of squalene
synthase, which switches the mevalonate/isoprenoid
pathway toward sterol biosynthesis, was shown to
decrease cholesterol concentration within lipid rafts
and to induce growth arrest and cell death in LNCaP
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cells (Brusselmans et al., 2007). A potential target of raft
dynamics modulation is the Hedgehog pathway. The
Hegdehog receptor Patched and its positive regulator
Smoothened localize to lipid rafts and this complex can
be altered by depletion of membrane cholesterol
(Karpen et al., 2001). Interestingly, this pathway is
frequently activated in PCa and favors proliferation and
metastasis (Fan et al., 2004; Karhadkar et al., 2004;
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Figure 8 Cholesterol antagonizes LXR-induced apoptosis by ‘reactivation’ of the AKT survival pathway in lipid raft. (a) Flotillin-2
and AKT Ser*” subcellular localizations were analyzed by immunofluorescence staining, labeled in green and red colors, respectively,
and observed by confocal microscopy. Experiments were obtained from LNCaP cells treated with DMSO, T0901317 (3 um) or
T0901317 4 Chol. (10 um). Scale bar represents 20 um. Pictures represent a compilation of central slices of the Z stacks. Right column
(named colocalization) illustrates magnification of only one slice of the central stack. Yellow dots indicate colocalization of both
markers. Quantification of colocalized signals was realized using ImagelJ software by quantifying the colocalized signal reported to
AKT Ser*” staining (graph with red columns) or to flotillin-2 staining (graph with green columns). Student’s #-test: *P <1077,
(b) LNCaP cells were incubated for 48 h in the presence or absence of T0901317 (3 um). After 24 h of treatment, 10 um cholesterol was
added to the cell medium. Proteins were collected and AKT, AKT Ser*”, poly-ADP-ribosyl-polymerase and B-actin were analyzed by
western blot. (¢) Sub-G1 nuclei accumulation was quantified by flow cytometry. Student’s z-test: ***P <0.001.

Sanchez et al., 2004). Covalent binding of choles-
terol to the Hedgehog family signaling molecules is
essential for pathway activity. Moreover, oxysterols
have been reported to stimulate expression of two
direct target genes of the Hedgehog pathway, glioma-
associated oncogene homolog 1 and patched (Dwyer
et al., 2007).

Fukuchi et al (2004b) reported the control of cell
proliferation by LXRs. In their experiments, T0901317
decreased the percentage of cells in the S phase through
an upregulation of p27kipl. The induction of ABCALl
expression by T0901317 led to the assumption that
ABCA1 was the key regulator of the cell cycle in
response to LXR activation (Fukuchi et al., 2004a). We
observed induction of ABCG1 but not of ABCA1 in
treated cells. Despite that difference, cholesterol efflux
seems to be the common mechanism targeted by
LXRs in both cases. This hypothesis was supported
by experiments where cholesterol complementation

prevented apoptosis of cells treated with T0901317
(Figure 8). This was further substantiated by the effect
of methyl-B cyclodextrin, a cholesterol-depleting agent,
which induces raft disruption and inactivation of AKT
signaling (Li et al., 2006).

Beyond LXR activation, oxysterols are also known to
regulate apoptosis in various tissues. It is noted that 25-
OHC and 7-ketocholesterol induce macrophage apop-
tosis by targeting AKT degradation. This degradation
stimulates the cleavage of mitochondrial BCL family
proteins involved in apoptosis through cytoplasmic
cytochrome ¢ release (Yang and Sinensky, 2000; Rusinol
et al., 2004). Oxysterols have also been identified as
inducing apoptosis in a wide range of models such as
human leukemia cell lines (Laffitte et al., 2003) or
pancreatic B-cells (Choe et al., 2007; Meng et al., 2009).
In these cells, the master lipogenic genes SREBPIc, fatty
acid synthase and acyl CoA-carboxylase-oo drive an
increase in intracellular lipid accumulation, which
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results in cell lipotoxicity. Paradoxically, PCa cells
exhibit a high activation of the lipogenic pathway,
which stimulates growth and proliferation. Accordingly,
lipogenic enzymes have been found to be overexpressed
in the earliest stages of PCa and in invasive carcinoma
(Pizer et al., 2001; Swinnen et al., 2002; Rossi et al.,
2003). Likewise, inhibition of acyl CoA-carboxylase-o
by soraphen A as well as RNA interference against acyl
CoA-carboxylase-oo or fatty acid synthase induces
growth inhibition and apoptosis (Brusselmans et al.,
2005; Beckers et al., 2007). Production of long-chain
fatty acids is thus required for cancer cell promotion.
Altogether, these observations indicate that PCa pro-
gression is tightly linked to the activation of lipogenesis
and concomitant inhibition of cholesterol efflux.

Our data raise the question of the role of circulating
cholesterol levels in PCa progression. Epidemiological
analyses revealed a positive association between hy-
percholesterolemia and PCa (Bravi et al., 2006; Magura
et al., 2008). In vitro, statins and their derivatives block
PCa cell growth (Ukomadu and Dutta, 2003; Mo and
Elson, 2004; Sekine et al., 2008). Observational studies
show a decreased risk of advanced PCa in patients
using statins depending on the duration and dosage
of the treatment (Demierre et al., 2005; Poynter et al.,
2005; Shannon et al., 2005; Murtola et al., 2008). Thus,
our present study highlights LXR agonists as potent
mediators to stimulate cholesterol reverse transport and
subsequently to lower cholesterol supply in PCa cells. As
already described for statins, decreasing free cholesterol
within the cell appears to be a promising way to control
prostatic tumor cell survival. Given that reverse
cholesterol transport induced by LXRs results in the
disruption of lipid rafts and downregulates raft-asso-
ciated signaling in PCa cells, our findings reinforce the
potential use of LXR agonists as pharmacological
agents in cancer prevention and anticancer therapy.

Materials and methods

Reagents

The ligands 22(R)-hydroxycholesterol, 25(R)-hydroxychole-
sterol and 7a-hydroxycholesterol were purchased from Sigma-
Aldrich (L’Isle d’Abeau, France), and T0901317 from Cayman
Chemical (Montigny-le-Bretonneux, France). All the ligands
used in the cell culture were diluted in DMSO. Water-soluble
cholesterol was purchased from Sigma-Aldrich.

Cell culture and transfection

LNCaP cells were cultured at 37 °C in 5% CO, atmosphere in
RPMI medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) contain-
ing penicillin and streptomycin (100 pg/ml) supplemented with
10% fetal bovine serum (Biowest, Nuaillé, France). For LXR
RNA interference, LNCaP cells were transfected twice using
the Metafecten transfectant reagent (Biontex Martinsried,
Planegg, Germany) in 10% fetal bovine serum-supplemented
medium with a single 400 pmol/ml small interfering RNA
solution alone or in combination during 72h. Cells were
trypsinized and seeded at 2 x 10° in six-well plates. After 12 h,
cells were incubated in a fetal bovine serum-depleted medium
containing a DMSO or T0901317 solution for 36 h. To silence
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genes, the following primers were used: siLXRa 5-AGCA
GGGCUGCAAGUGGAATT-3'; siLXRB 5-CAGAUCCGG
AAGAAGAAGATT-3'; siGFP 5-ACUACCAGCAGAACA
CCCCUUTT-3'. Cells were harvested and protein extraction
or flow cytometry analyses were performed. For Myr AKT
expression, 12 h after seeding at 2 x 10° cells in six-well plates,
cells were transfected using Metafecten with 1pg of the
pCMV6-HA-myrAKT vector (kindly provided by Dr Nahed
N Ahmed (Ahmed et al., 1997)). After 5h of transfection, cells
were treated for 48 h with 3 pum of T0901317 and the sub-Gl1
nuclei level analyzed by flow cytometry.

Western blot analysis

Proteins were extracted in HEPES 20mwm, NaCl 0.42M,
MgCl, 1.5mm, EDTA 0.2 mwm, NP40 1%, phenylmethylsulfo-
nyl fluoride 1 mm, Na3;VO,4 0.1 mm, NaF 0.1 mm and complete
1X (Roche Diagnostics, Meylan, France). Lysates were
centrifuged at 4°C for 15min at 15000g. Forty pg of total
protein were subjected to denaturing SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred to nitrocellulose membrane
(Hybond-ECL, GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Mem-
branes were incubated overnight at 4°C with primary
polyclonal antibodies raised against either human anti-ABCA1
or ABCG1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), B-actin
or B-tubulin (Sigma-Aldrich), AKT, caspase-3, cleaved-cas-
pase-3, caspase-6, cleaved caspase-6, caspase-9 and cleaved
caspase-9 (Cell Signaling, Montigny-le-Bretonneux, France),
endothelial growth factor receptor (Thermo Fisher Scientific,
Courtaboeuf, France), Flotillin-2/ESA (BD Transduction
Laboratories, Le Pont de Claix, France), poly-ADP-ribosyl-
polymerase (Invitrogen), LXRa or LXRJ (Perseus Proteomics,
Tokyo, Japan) or Phospho-AKT (Epitomics, Burlingame,
CA, USA). A second lh-incubation with a peroxidase-conju-
gated anti-rabbit or mouse immunoglobulin G (P.A.R.LS,
Compiégne, France) was performed. Peroxidase activity was
detected with the Western Lightning System (Perkin-Elmer
Life Sciences, Courtaboeuf, France).

Quantitative PCR

Total RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. cDNA was
synthesized with MMLV-RT (Promega, Charbonniéres,
France) and random hexamer primers (Promega) according
to the manufacturer’s instructions. The quantitative PCR was
performed on an iCycler (Bio-Rad, Marnes-la-coquette,
France). Four pl of 1:50 diluted cDNA template were
amplified by 0.75U of HotMaster TagDNA polymerase
(Eppendorf, Brumath, France) using SYBR Green dye to
measure duplex DNA formation. Primer sequences were as
follows: ABCA1 5-GCACTGAGGAAGATGCTGAA-3' and
5-AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTC-3'; ABCG1 5-CAGG
AAGATTAGACACTGTG-3' and 5-GAAAGGGGAATGG
AGAGAAG-3'; 36b4 5-GTCACTGTGCCAGCTCAGAA-3’
and 5-TCAATGGTGCCTCTGGAGAT-3'. 36b4 was used as
a housekeeping gene.

Cell immunofluorescence labeling

Cells were treated for 48 h with T0901317 or vehicle with or
without cholesterol added for the last 24 h, rinsed three times
in phosphate-buffered saline (PBS), and fixed in —20°C
methanol/acetone mixture (50/50: v/v) for 10 min. After rapid
washes in PBS, cells were incubated in PBS Triton X-100 0.1%
for 10min. Anti-pAKT Ser473 (Epitomics) and/or anti-
Flotillin-2/ESA (BD Transduction Laboratories) immuno-
chemistry was performed in 1.5% normal goat serum/PBS at
4°C overnight. After washing, the secondary Alexa 555






conjugated anti-rabbit immunoglobulin G and/or Alexa 488
conjugated anti-mouse immunoglobulin G (Invitrogen) was
added in 1.5% normal goat serum/PBS for 2h at room
temperature. Slides were mounted with VECTASHIELD
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and were
visualized by Zeiss LSM 510 Meta Confocal microscope (Carl
Zeiss, Le Pecq, France).

Xenograft immunostaining and TdT-mediated dUTP nick end
labeling analysis

Xenograft immunostaining was performed as follows: paraffin
sections were dewaxed and rehydrated through a graded series of
ethanol and double distilled water baths. Tissue sections were
incubated in 0.1 Mm citrate buffer pH 6.0 for 5 min in microwave at
350 W. Unspecific epitopes were saturated using bovine serum
albumin 1%, fetal bovine serum 1% diluted in PBS 1X at room
temperature. Primary antibodies were diluted in PBS 1X, bovine
serum albumin 0.1% and incubated at 4 °C overnight. Secondary
Alexa 555 conjugated anti-rabbit immunoglobulin G (Invitrogen)
was incubated 1h at room temperature. To identify apoptosis in
tumor sections, TdT-mediated dUTP nick end labeling method
was applied using the In Situ Cell Death Detection Kit (Roche
Diagnostics). Cell nuclei staining was obtained using Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) at 1 pg/ml. Picture analysis was performed
using a Zeiss Axioplan fluorescence microscope. For apoptotic
quantification, the ratio of apoptotic cells to total cells was
measured by a threshold method using Image J 1.37v software
(NIH, Bethesda, MD, USA).

Flow cytometry analysis

Cells were recovered and washed in PBS. Pellets were resuspended
in RNase A (500 pg/ml), propidium iodide (50 pg/ml) solution and
kept 1 h at 4°C in the dark. Cell suspensions were analyzed using
a Beckman Coulter fluorescence-activated cell sorter (Beckman
Coulter, Roissy, France). The percentage of apoptotic cells was
determined by evaluating sub-G1 nuclei accumulation. At least
15000 events were measured for each sample.

Lipid analysis

Lipids were extracted as previously described (Grizard et al.,
2000). Blood concentrations of triglycerides, cholesterol, low-
density lipoprotein cholesterol and high-density lipoprotein
cholesterol were determined on an automated clinical chem-
istry analyzer (Roche Diagnostics) according to the manufac-
turer’s instructions.

Lipid raft analysis

Membrane lipid rafts were isolated by ultracentrifugation on
sucrose gradients. Cells were washed twice in PBS, scraped
into 350 ul of TNE-Triton X-100 1% buffer (10mm TRIS,
150 mm NaCl and 5Smm EDTA). After 5s of sonication, 2 mg
of protein were mixed with 85% sucrose in TNE buffer. A
discontinuous sucrose gradient in TNE buffer was then formed
by sequential layering, 42,5, 35 and 5% sucrose. Tubes were
subjected to ultracentrifugation at 300000g for 19h in
Beckman Coulter Optima LE-80K swinging rotor SW 40Ti
(Beckman) at 4°C. Eleven fractions were collected from the
top of the gradient. Samples were concentrated by methanol/
chloroform precipitation (Wessel and Flugge, 1984) and
analyzed by western blotting.

Athymic nude mice study

Six- to 8-week-old male Swiss nu/nu mice (Charles River,
Chatillon-sur-Chalaronne, France) received subcutaneous in-
jections of 3.10° LNCaP cells suspended in Matrigel (BD
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hpg)

Bioscience). Three weeks after tumor implantation, either
T0901317 or methyl-cellulose vehicle was daily per os
administered during 1 month. Tumors were measured every
3 days using a caliper, and their volumes were calculated using
the formula length x width x height x 0.52 (Umekita et al.,
1996). Initial tumor volumes were 181 74mm?® before
treatment. Mice were killed after 1-month treatment. Xeno-
grafts were removed and divided into several parts: one was
fixed in an ethanol, formaldehyde 37% and acetic acid mixture
(7.5:2:0.5; v/v) and embedded in paraffin for histological
analysis, and others were snap-frozen in liquid nitrogen
for lipid and RNA analyses. Blood plasma samples were
obtained just before necropsy by heart puncture on anesthe-
tized mice. All animals were maintained in a controlled
environment and animal care was conducted in compliance
with the national standards and policies (C 63 014.19). All
experiments were approved by the Regional Ethics Committee
(protocol CE11-08).

Preparation of plasma membrane sheets for atomic force
microscopy/fluorescence

Plasma membranes were prepared as previously described
(Frankel et al., 2006). Briefly, cleaned glass coverslips were
coated with 0.2 mg/ml of poly-L-lysine for 30 min. Living cells
were fixed in 0.5% paraformaldehyde in PBS in the presence of
Hoechst 33942 for 10 min in the dark at room temperature.
The monolayer of cells was inverted and applied onto the
coated coverslip in the presence of HEPES buffer (25mm
Hepes pH 7, 25mm KCl) for 10 min at room temperature in a
wet atmosphere to make a ‘sandwich.” Coverslips were then
separated by flotation, producing a monolayer of membrane
sheets, all oriented with the cytoplasmic face-up for simulta-
neous AFM/fluorescence imaging. Before AFM and fluore-
scence analyses, flotillin-2 was detected as described above.

Simultaneous AFM and fluorescence imaging

Atomic force microscopy was performed using a commercial
AFM Bioscope (Nanoscope Illa, Digital Instruments, Veeco,
Santa Barbara, CA, USA) combined with an inverted optical
microscope (Olympus IX 70, Rungis, France) and a fluores-
cence setup (Leica Camera DFCS500, Leica Microsysteme,
Nanterre, France). The coverslips with membrane sheets were
mounted on a manual XY stage that allowed large range
viewing of the sample with an Hg lamp. AFM was operated in
contact mode in PBS using a long V-shape silicon nitride
cantilever (320 um in length), with a nominal spring constant
of 0.01 mn/m (MLCT-AU microlevers, Veeco) to minimize the
force applied to the sample (<1nnN). The image fields
(20 x 20 um) were obtained at 0.5Hz; thus, 5-10 min were
required to scan the entire sample. The heights and widths of
the domains were determined from the AFM topography
images using the line profiling routines in Nanoscope software
(v5.12, Veeco). The heights of domains (n = 30) were measured
relative to the surrounding membrane, not relative to the
substrate.

Statistical analysis

Student’s z-test or Mann—Whitney’s test was performed to
determine whether there were significant differences between
the groups. A P-value <0.05 was considered significant.
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Supplementary data 1: Nude xenografts Nude male
mice were injected with LNCaP cells. Three weeks
later, mice were treated with vehicle(methyl-cellulose)
or T0901317 (20 mg/kg) once a day for a month.
Tumors were measured every 3 days. Two
representative xenograft tumors from each group are
shown; scales represent 1 cm.
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Width (nm) Height (nm)

Flat region membrane* 7.24/-0.8
DMSO 4514/-126 52+/-12
TO901317 259+/-88 24+/-10
T0901317 + Chol. 512+/-122 46+4/-18
Chol. 521+/-155 B9+/-26

* relative to poly-L-lysine covered substrate
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Supplementary data 3: Raft analysis. A. Statistical analysis of heights and widths domains from
LNCaP celles treated with DMSO, T0901317 (1pM), Chol. (10uM) or T0901317+Chol. B.
histogram display distribution of domain heights and widths as mesure by cross serction (n=30). Y
axis indicates the number of domains and X axis indicates the median size in nm of each group.
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Supplementary data 4: Raft isolation. Cells were harvested and subjected
to ultracentrifugation in discontinuous sucrose gradient. Cell lysate
fractions were collected and analyzed by western blotting. “Low-sucrose”
fractions exhibiting enrichment of the raft marker Flotillin-2 (fraction 3) or
“high-sucrose” fractions with cytoplasm marker -Tubulin enrichment
(fraction 11) were designated respectively as “raft fraction” and
“cytoplasmic + membrane fraction”. As expected, EGFR protein was
present in both raft and membrane fractions.






Résultats

Conclusion

Nous montrons que 1’activation des LXRs dans les cellules tumorales LNCaP entraine en
cascade : 1) I’expression de la cassette d’efflux de cholestérol ABC, 2) une diminution de la
quantité de cholestérol intracellulaire, 3) une réduction de la taille des rafts lipidiques, 4)
I’inhibition de la phosphorylation de la kinase AKT, acteur clé dans les mécanismes de survie
cellulaire et 5) la mort des cellules par apoptose. Une complémentation en cholestérol dans le
milieu de culture cellulaire bloque 1’entrée en apoptose des cellules induite par le T0901317. En
effet, le co-traitement avec du cholestérol exogéne s’oppose a la réduction de la taille des rafts et
restaure la phosphorylation de AKT au niveau de ces domaines démontrant donc 1’implication du
cholestérol dans les mécanismes conduisant a la mort cellulaire suite a 1’activation des LXRs. /n
vivo, le traitement par le T0901317 de souris Nude xénogreffées diminue le cholestérol
intratumoral en stimulant I’expression de la cassette d’efflux ABCAL1 et en favorisant le transport
inverse via les HDL. Ainsi, par ce mécanisme, [’activation pharmacologique des LXRs augmente la
mort des cellules par apoptose et réduit la croissance tumorale permettant d’envisager les LXRs

comme potentielles cibles thérapeutiques dans le cadre du cancer de la prostate.

Chapitre 11 :
Les LXRs peuvent-ils moduler la croissance
des cellules tumorales prostatiques ?
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Discussion et perspectives

Le but de ces travaux était 1) de mesurer I’implication du cholestérol et des récepteurs
nucléaires LXRs dans les processus conduisant a la carcinogenése prostatique et 2) d’étudier le
potentiel thérapeutique des LXRs dans cette pathologie. D’un c6té nous montrons que 1’accumulation
de cholestérol observée dans les cellules prostatiques des souris /xr-/~ entraine la répression
d’expression de geénes suppresseurs de tumeur, potentiellement via des mécanismes épigénétiques, et
conduit a Pinitiation du développement tumoral. L’absence de ce phénotype chez les souris sauvages,
capables de maintenir 1’homéostasie intracellulaire du cholestérol, démontre le rdle protecteur des
LXRs. D’un autre c6té, nos travaux indiquent que le traitement de souris par un agoniste des LXRs
conduit a un ralentissement de la croissance tumorale. L’activation pharmacologique de ces récepteurs
diminue la quantité de cholestérol intracellulaire et se traduit par une inhibition de la voie de survie
AKT via un mécanisme faisant intervenir les rafts lipidiques.

Ainsi, nos données expérimentales permettent de conclure: 1) qu’une accumulation de
cholestérol intracellulaire induit les processus d’initiation tumorale par des mécanismes pouvant
mettre en jeu des acteurs épigénétiques comme EZH2, et 2) que les LXRs s’opposent a la fois a
I’initiation mais également a la progression tumorale en inhibant 1’accumulation de cholestérol

intracellulaire.

Ces résultats soulévent plusieurs questions, les suivantes seront abordées dans cette

discussion :

1) Le cholestérol est-il un agent « épimutagéne » ?

2) Quelle est la relation entre le cholestérol et EZH2 ?

3) L’invalidation des LXRs serait-elle suffisante pour initier des processus tumoraux?
4) Les LXRs sont-ils a I’origine de la carcinogenése prostatique chez ’homme?

5) Existe-t-il une association entre 1’obésité et le cancer de la prostate ?

D Le cholestérol est-il un agent « épimutagéne » ?

L’implication de EZH2 dans les processus carcinogéniques est précisément décrite et nous
incite a penser que la dérégulation de son expression est un ¢vénement causal dans la mise en place de
la néoplasie prostatique des souris /xr-/~- nourries avec un régime riche en cholestérol. En effet, les
données bibliographiques montrent que EZH2 posséde toutes les propriétés d’un oncogene. Sa
surexpression stimule la prolifération cellulaire, augmente ’invasion des cellules bénignes in vitro
(172, 174, 343) et favorise la croissance tumorale in vivo (344). A I’inverse, son inhibition induit un
arrét du cycle cellulaire (172, 344) et bloque la croissance tumorale (173) ainsi que la formation de
métastases (345). L’augmentation de son expression observée dans les tumeurs prostatiques humaines

(172) suggéere donc fortement son implication dans la carcinogenése.
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Cellules basales (p63+)
&
Cellules en prolifération PCNA+)

Figure 39 : L’accumulation de cholestérol au niveau de la
prostate des souris /xr-/~- conduit a2 une hyperprolifération des
cellules épithéliales basales, positives pour p63, et de cellules
plus différenciées, négatives pour ce marqueur. Marquage d’
immunofluorescence sur coupe de prostate dorsale de souris /xr-/~ dgées
de 6 mois et nourries avec un régime riche en cholestérol pendant 5
semaines. Les cellules en prolifération, positives pour PCNA, sont
marquées en rouge et les cellules basales, positives pour le marqueur
p63, en vert. Les noyaux cellulaires sont visualisés par un marquage au
DAPI en bleu. Les fléches désignent les cellules co-marquées pour
PNCA et p63. La barre d’échelle représente 10um.
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Nos résultats montrent que 1’accumulation intracellulaire de cholestérol dans la prostate des
souris [xr-/- et dans les cellules PC3 est associée a une augmentation de 1’expression de ezh2. En
corrélation avec la répression des génes suppresseurs de tumeur nkx3.1 et msmb, connus pour &tre
ciblés par EZH2, ces résultats suggeérent donc fortement la mise en place de modifications
épigénétiques conduisant & un profil transcriptomique semblable & celui retrouvé au cours de la
carcinogenése humaine et pouvant ainsi expliquer le phénotype néoplasique des prostates ayant
accumulées du cholestérol.

Pour démontrer stricto senso I’'implication du captage non régulé de LDL via LDR et valider
I’hypothése selon laquelle la surcharge en cholestérol intracellulaire est a elle seule responsable de la
surexpression de ezh2 et de la mise en place de la néoplasie, nous proposons respectivement :

e d’invalider LDLR au niveau prostatique chez les souris Ixr-/-. Une absence de
phénotype suite a un régime riche en cholestérol chez ces souris démontrerait le role clé du captage de
LDL par LDLR dans la mise en place de I’hyper-prolifération des cellules.

e (d’utiliser d’autres modeles murins pour mimer 1’accumulation de cholestérol au
niveau des cellules prostatiques. Par exemple, nous pourrions envisager de nourrir avec un régime
riche en cholestérol des souris surexprimant LDLR ou invalidées pour IDOL spécifiquement au niveau
de la prostate. La complémentarité de ces modeles permettrait ainsi de s’affranchir de potentiels effets
« colatéraux » dus a la perte fonctionnelle des LXRs chez les souris /xr-/~ et de valider 1’accumulation

de cholestérol comme unique événement responsable du phénotype néoplasique.

Pour I’instant, afin d’évaluer le potentiel « épimutagéne » du cholestérol sur les souris /xr-/-
nourries avec le régime riche en cholestérol, il est nécessaire d’identifier les cellules hyper-
prolifératives au niveau de I’épithélium prostatique et d’évaluer leur capacité a transmettre leur

dérégulations épigénétiques.

1) Quelles sont les cellules hyper-prolifératives au niveau de 1’épithélium prostatique des

souris /xr-/- nourries avec le régime riche en cholestérol ?

Une des caractéristiques du phénotype néoplasique observé au niveau des prostates des souris
Ixr-/- surchargées en cholestérol est la formation de foyers, ou bourgeons, regroupant plusieurs
cellules en prolifération (Figure 39). Le co-marquage des cellules en cours de division (positives pour
PCNA), et des cellules basales (positives pour p63) montre la présence de deux types de cellules en
prolifération : une population de cellules exprimant p63 et une autre population négative pour ce
marqueur (Figure 39).

Au niveau de I’épithélium prostatique, une premicre sous-population regroupe les cellules

kipl+

luminales différenciées et identifiées par un marquage CK8" ; p27 CK57; p63°. La deuxiéme sous-

population de cellules épithéliales, en contact avec la lame basale, est identifiée par un marquage
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positif pour p63"; CK5"; p27°"" ; CKS", ki67 (346). 1l s’agit des cellules basales qui assurent le
renouvellement extrémement lent de 1’épithélium prostatique, quiescent en conditions physiologiques.
Un faible pourcentage de cellules basales est constitué de cellules progénitrices, positives pour le
marqueur de surface SCA-1 et de cellules souches SCA-1" et CD133". En conditions normales, ces
cellules souches ont la propriété de se diviser de maniére asymétrique pour s’auto-renouveler et former
en parallele des cellules basales capables de se différencier.

Ce co-marquage p63 et PCNA indique donc que I’accumulation de cholestérol au niveau de la
prostate est capable d’induire la prolifération a la fois des cellules basales (p63") et d’autres cellules
négatives pour p63. La position des cellules PCNA™ ; p63~ entre les cellules basales et proche de la
lumiére des acini, suggere fortement qu’il s’agisse de cellules plus différenciées telles que les cellules
épithéliales intermédiaires. Des marquages immuno histochimiques supplémentaires sont nécessaires,
notamment avec les anticorps SCA-1 et CD133, pour analyser plus précisément la nature des cellules
basales et déterminer si les cellules souches sont hyper-prolifératives, mais également avec des
anticorps ciblant les cellules luminales, tels que CK8 et p27“!

PCNA" ; p63~.

afin de préciser I’identité des cellules

Dans tous les cas, la proximité des cellules en division peut suggérer que 1’hyper-prolifération
des cellules présentes dans ces foyers est issue de la perte des mécanismes régulateurs du cycle
cellulaire d’une seule cellule « progénitrice » ou du moins basale, positive pour p63, capable de
transmettre ses déreéglements au cours d’une division asymétrique donnant ainsi lieu a la formation
d’une cellule négative pour p63, toujours capable de proliférer. Plusieurs arguments appuient cette
hypothese.

L’origine des cellules cancéreuses chez I’homme reste trés controversée. 1l a été initialement
suggéré que les cellules épithéliales luminales (347, 348) ¢dtaient & 1’origine de la carcinogenése
puisque les cellules cancéreuses exprimaient les marqueurs de différenciation AR, CK8, CK18, et PSA
mais n’exprimaient pas p63. De plus, les cellules exprimant les marqueurs de cellules basales tels que
CK5 ¢étaient rarement observées dans les tumeurs. D’aprés ces données, les cellules cancéreuses
proviendraient donc du compartiment épithélial intermédiaire de cellules ayant acquis les capacités
d’auto-renouvellement (349). En revanche, des données plus récentes reposent la question de
I’implication des cellules souches/progénitrices dans la carcinogenése. Premiérement, les cancers
avancés sont androgéno-indépendants et les cellules qui composent les métastases sont
phénotypiquement semblables aux cellules basales (350). De plus, Craft ef a/. montrent que les
tumeurs androgéno-indépendantes sont originaires d’une expansion clonale de cellules AR'.
Deuxiemement, I’altération génomique de type fusion TMPRSS2-ETS (page 27) observée dans 50 %
des tumeurs prostatiques (351) et 20% des néoplasies intra-épithéliales (352) est également retrouvée
au niveau des cellules souches CD133+ (353). Ainsi, I’origine des cellules cancéreuses n’est pas
clairement établie chez ’homme mais I’implication des cellules souches/ progénitrices n’est pas

exclue.
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Figure 40 : Exemple de division asymétrique d’une cellule
épithéliale basale au niveau de la prostate dans le modéle de
souris pten-/-. Co-marquage d’immunofluorescence sur coupe de prostate
dorsale de souris pten-/-. CKS5 en vert, et p63 en rouge, marquent les cellules
basales. (1) Une cellule basale en contact avec la lame basale qui exprime
p63 et CKS5. (2) Une cellule issue de la division asymétrique de la cellule
précédente (1) exprimant CKS5 et faiblement p63. Cette cellule est en train de
perdre le contact avec la lame basale. (3) Une cellule exprimant uniquement
CK5 et ayant perdu le contact avec la lame basale. La barre d’échelle
représente 20 pm. D’apres Wang et al, 2006 (346).
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Le modele de carcinogenése prostatique murin pfen-/- présente, comme chez les souris lxr-/-
nourries avec un régime riche en cholestérol, des cellules prolifératives sous forme de bourgeons au
cours du développement cancéreux. D’ailleurs, on peut noter que le profil transcriptomique de ces
deux modeles est trés comparable (données non montrées). Dans la prostate dorsale des souris pten-/-,
les images d’immunofluorescence de Wang et al. illustrent ’exemple de la division asymétrique d’une
cellule basale qui donne lieu a la formation de cellules trés particuliéres. En effet, une des cellules
issue de la division perd le marquage p63 tout en conservant I’expression de CK5 en quittant la lame
basale (figure 40) (346). Dans 1’épithélium prostatique sain de souris sauvages, toutes les cellules
positives pour CK5 le sont également pour p63. La présence de cellules p63 ; CKS™ est donc
completement anormale (Figure 40). Aux stades avancés de la progression tumorale, une grande partie
des cellules exprimant CK5 ne sont plus marquées pour p63 et migrent vers la lumicre de la glande
(346). En parallele, le comptage des différents types cellulaires dans la prostate des souris pten-/- dge
de 7 semaines (stade de néoplasie intra-épithéliale avancée) révele une augmentation modérée du
pourcentage de cellules exprimant p63 mais une nette élévation du nombre de cellules positives pour
SCA-1 (346). Ceci indique que dans ce modele, la carcinogenese est associée a une augmentation de la
prolifération des cellules basales et particulierement des cellules progénitrices capables de se diviser
de maniere asymétrique et ainsi de se retrouver fortement représentées. En revanche, le nombre de
cellules positives uniquement pour p63 n’augmente que modérément car les cellules issues de cette
division asymétrique semblent perdre le marquage p63 en quittant la lame basale.

L’ensemble de ces données montrent donc que I’accumulation de cholestérol au niveau de la
prostate des souris [xr-/- augmente la capacité proliférative des cellules progénitrices basales qui
pourraient se diviser de maniére asymétrique pour former des cellules p63°, conservant une activité de
prolifération a 1’origine des bourgeons de cellules proliférantes. Néanmoins, comme mentionné ci-
dessus, des co-marquages histologiques sont nécessaires afin de confirmer 1’identité et le lignage des
cellules prolifératives. De plus, il serait intéressant d’évaluer, par des techniques de quantification
précises telles que la cytométrie en flux, la proportion des différents types cellulaires qui composent
I’épithélium prostatique des souris /xr-/- surchargé en cholestérol afin de mettre en évidence

I’expansion d’une population précise pouvant étre a I’origine du phénotype néoplasique.

2) Peut-on envisager |’existence d’une transmission de la « mémoire transcriptionnelle »

depuis les cellules progénitrices dans ce modeéle ?

Si I’hypothése de la division asymétrique est avérée, alors la conservation des capacités
prolifératives par les cellules issues de cette division signifie que les cellules progénitrices sont
capables de transmettre, du moins en partie, leurs dérégulations transcriptionnelles responsables d’une
activité de prolifération incontr6lée. Ce type de mécanisme est tout a fait envisageable au niveau des

cellules somatiques puisqu’ils sont connus pour étre impliqués au cours du développement lors du
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lignage, de la différenciation et du maintien des caractéres cellulaires différenciés (354). On parle de
« mémoire transcriptionnelle » ou de « mémoire cellulaire » pour évoquer le maintien épigénétique de
I’expression des génes. Les mécanismes impliqués dans la mise en place de cette mémoire
transcriptionnelle sont complexes et font 1’objet d’intenses recherches. La méthylation de I’ADN par
les DNMTs (355, 356) et la modification post-traductionnelle des histones par les protéines du groupe
des Polycomb (357, 358) sont les principaux systémes épigénétiques impliqués dans la répression
génique transmissible lors de la mitose. La surexpression de I’histone méthyltransférase ezh?2,
observée au niveau des prostates néoplasiques des souris [xr-/~ associée a la présence de foyers de
prolifération, suggere donc la mise en place de modifications épigénétiques (répressives) conduisant a
un profil d’expression génique transmissible et favorable a la division.

Ceci serait cohérent avec I’hypothése émergente, évoquée en introduction bibliographique
(page 37), selon laquelle des perturbations épigénétiques ayant lieu précocément dans des cellules
progénitrices donneraient lieu a la formation d’une population polyclonale de précurseurs a 1’origine
du développement tumoral. Dans ce cas, le cholestérol pourrait étre considéré comme un agent
« épimutageéne » a I’origine de I’initiation du développement tumoral.

Cependant, lorsque les souris [xr-/~- nourries avec le régime riche en cholestérol sont replacées
sous régime contrdle pendant quatre semaines, 1’expression de ezh2, le niveau de prolifération ainsi
que ’homéostasie de 1’épithélium prostatique redeviennent comparables a ceux des souris témoins.
D’apres cette observation, nous serions tentés d’exclure 1’hypothése des cellules « progénitrices
capables de transmettre un patrimoine épigénétiquement modifié par le cholestérol ». En effet dans
cette situation, malgré les 4 semaines de régime contrdle et en dépit du retour au niveau basal de
I’expression de ezh2, nous aurions dii observer une persistance de la prolifération des cellules déja
affectées par les modifications épigénétiques. Ici, le retour au niveau basal de I’expression de ezh2 et
de ces cibles nkx3.1 et msmb témoigne davantage une plasticité des mécanismes mis en jeu dans
I’hyperprolifération induite par le cholestérol. Les données de la littérature montrent un dialogue entre
la modification des histones et la méthylation de I’ADN. En effet, EZH2 est capable d’interagir avec
les DNMT pour favoriser la méthylation de I’ADN (186). Ce processus semble étre mis en jeu afin de
pérenniser la répression génique comme dans I’inactivation du chromosome X par exemple (359-361).
En paralléle, des travaux récents montrent que la répression transcriptionelle des génes hyperméthylés
persiste apres I’inhibition de EZH2 par siRNA en culture de cellules. A I’inverse, dans ces conditions,
les genes faiblement méthylés au niveau de I’ADN se ré-expriment (187). Ces données montrent donc
que, contrairement a la méthylation de I’ADN qui semble plus pérenne, les changements de marques
d’histones peuvent étre réversibles et, dans le cas présent, permettent le « déverrouillage » des
promoteurs des geénes codant msmb et nkx3.1 et ainsi, le rétablissement de la quiescence de
I’épithélium. Ce cas de figure exclurait donc I’implication de la méthylation de I’ADN dans la mise en
place de la néoplasie. Ainsi, nous pouvons imaginer que les cellules récuperent leurs mécanismes

régulateurs du cycle cellulaire lorsqu’elles se retrouvent exposées a des quantités physiologiques de
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cholestérol intracellulaire, permettant un retour d’expression de ezk2 au niveau basal. Mais alors dans
ce cas, comment expliquer la formation de foyers de prolifération ?

Une autre hypothése peut étre envisagée. En effet, nous observons une quantité importante de
cellules en apoptose dans la lumiére des prostates de souris /xr-/~- nourries avec le régime riche en
cholestérol. Les images histologiques indiquent un détachement des cellules épithéliales. Durant les 4
semaines de régime de « récupération », il est possible que les cellules initialement hyperprolifératives
se soient détachées pour aller mourir par apoptose dans la lumiére des prostates conduisant alors a
I’élimination des cellules « épigénétiquement modifiées ». Ainsi, 1’hypothése des cellules
progénitrices serait relancée et ’implication de la méthylation de I’ADN a reconsidérer. Dans tous les
cas, la présence de cellules apoptotiques suggere 1’existence de mécanismes protecteurs de I’intégrité

tissulaire limitant le développement de la néoplasie dans ce contexte.

Au regard de ces données, plusieurs perspectives sont envisageables. Tout d’abord, afin de
valider I’implication de EZH2 dans la mise en place du phénotype néoplasique :

* Nous devons montrer un enrichissement de la marque H3K27me3 sur les promoteurs
des geénes codant nkx3.1 et msmb dans les prostates de souris [xr-/~- nourries avec le régime riche en
cholestérol.

* Sur des temps de régime plus courts, nous proposons d’étudier la cinétique des
événements conduisant a la mise en place de la néoplasie chez les souris /xr-/~- exposées au cholestérol.
Une augmentation d’expression de ezh2 précédant la répression des génes suppresseurs de tumeur et la
prolifération des cellules appuierait une relation de cause a effet.

* Dans l'optique d’inverser le phénotype néoplasique, il serait trés pertinent de traiter
les souris avec un inhibiteur de EZH2 tel que le DZNeP pendant la période de régime.

* I serait intéressant de pouvoir prolonger le temps d’exposition des souris [xr-/- au
régime riche en cholestérol afin d’étudier 1’évolution de la néoplasie. En effet, il est possible qu’a long
terme, la forte activité de prolifération des cellules conduise fatalement & I’apparition de mutations
pouvant toucher des génes oncogéniques ou suppresseurs de tumeur, conduisant alors a la formation
de carcinomes. Pour cela nous proposons I’utilisation de souris invalidées pour les LXRs
spécifiquement au niveau de la prostate. En effet, I’absence d’expression des LXRs au niveau du foie
dans notre mod¢le de souris « KO total » est responsable d’une stéatose hépatique conduisant a la mort

des animaux exposés au régime riche en cholestérol sur une période supérieure a 6 semaines.

1I) Quelle est 1a relation entre le cholestérol et EZH2 ?

C’est une question majeure qui se pose au regard de nos travaux. Plusieurs hypothéses,

schématisées sur la Figure 41, peuvent étre envisagées pour expliquer la dérégulation d’expression de

ezh2 observée dans les cellules exposées au cholestérol.
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Figure 41 : Schéma synthétisant les différentes hypothéses des voies
moléculaires pouvant étre mises en jeu dans le contréle de I’expression de
ezh2. Pour la description, se référer au texte. Les activations sont figurées en rouge et les
inhibitions en vert. Les traits pleins symbolisent un lien bibliographique, les pointillés
sont des liens hypothétiques. Les pointes de fleches symbolisent une activation et les « T
», une inhibition.
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1) Lavoie pRB-E2F

Bracken ef al. montre un contrdle transcriptionnel positif de 1’expression de ezh2 par la
protéine E2F. Ce facteur de transcription, régulé négativement par pRB (retinoblastoma protein),
permet 1’expression de génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire. L’ inactivation de pRB
par mutation, perte d’hétérozygotie ou diminution d’expression est fréquemment observée dans les
cancers et conduit a une hyperactivation de E2F (147). Les auteurs proposent un mode¢le selon lequel
cette hyperactivation de E2F induit I’expression des génes impliqués dans le cycle cellulaire et stimule
en parallele I’expression de ezh2 favorisant ainsi la carcinogenése (174). Le traitement de cellules
tumorales mammaires par la lovastatine, agent hypocholestérolémiant, inhibe 1I’expression et 1’activité
E2F, potentiellement par une inhibition de la phosphorylation de pRB (362). De plus, I’activation de
LXRs dans le méme type de cellules induit I’inhibition de la phosphorylation de pRB (363). Malgré
I’absence de données a ce sujet, ’augmentation de 1’expression de la cassette d’efflux de cholestérol
ABCA1 suggére une diminution de la quantité de cholestérol dans ces cellules suite a ’activation des
LXRs, similaire a celle retrouvée dans les cellules LNCaP par nos travaux (364). Ces données laissent
donc penser que la voie de signalisation pRB-E2F, capable d’activer I’expression de ezh2, peut étre
sensible aux variations de cholestérol intracellulaire.

Par ailleurs, on ne peut pas exclure 1’hypothése d’une dérégulation de CDK4 et CDKS6,
responsables de la phosphorylation de pRB (365). De méme, plus en amont, nous pouvons envisager
que les variations de quantité de cholestérol intracellulaire soient associées a une dérégulation de
p16™4* et/ou p27"P' qui inhibent Iactivité de CDK4 et CDK6 (365). En accord avec ces données,
I’activation de I’efflux de cholestérol dans les cellules LNCaP par des agonistes de LXRs entraine une

augmentation de niveau protéique de p27""'

via une répression de SKP2 responsable de sa dégradation
par le protéasome (342). En parall¢le, le traitement de cellules de médulloblastome par la lovastatin est
associé a I’augmentation du niveau de p27°*' (366).

L’ensemble de ces données montrent que la variation en quantité de cholestérol intracellulaire,
induite par P’activation des LXR ou par des statines, peut activer a différents niveaux la voie de
signalisation pRB-E2F pouvant ainsi expliquer la modulation de I’expression de ezA2. Ainsi, il est
possible d’envisager une augmentation de la phosphorylation de pRB et/ou d’activité des protéines

E2F ayant pour conséquence la surexpression de ezh2 au niveau des cellules prostatiques des souris

Ixr-/- nourries avec le régime riche en cholestérol et dans les cellules PC3 exposées aux LDL.

2) ¢-MYC/miR-26a

Dans des cellules de lymphomes, 1’expression de ezh2 est indirectement contrdlée par
I’oncogene c-MYC via miR-26a. En effet, la surexpression de c-MYC conduit a I’inhibition de miR-

26a, responsable de la répression de ezh2 et se traduit par une diminution de la prolifération cellulaire
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(175). c-Myc est surexprimé dans 70 % des tumeurs humaines par altération des voies de signalisation
ou par des aberrations génétiques telles que des amplifications et des translocations du géne (367,
368).

De maniére intéressante, C-MYC, en s’hétérodimérisant avec MAX (Max MYC associated
factor X) stimule I’expression de cdk4 et de cyclin d2 et favorise la dégradation protéasomale de
p16™* conduisant ainsi 4 I’activation de la voie pRB-E2F (367).

Ces données suggerent que 1’activation de C-MYC pourrait conduire a la stimulation de
I’expression de ezh2 par deux mécanismes, 1’inhibition de miR-26a et 1’activation de la voie pRB.
Contrairement a la voie de signalisation pRB-E2F, le traitement par la lovastatine ne modifie pas le
niveau de C-MYC (366). De plus, I’expression de c-myc n’est pas modifié par le T0901317 dans les
cellules LNCaP (342), ce qui améne a penser que C-MYC n’est pas sensible aux variations de
cholestérol intracellulaire et qu’il ne serait donc pas impliqué dans les mécanismes conduisant a la

surexpression de ezh?.

3)  miR-101

Un autre microRNA, miR-101, est également capable de controler I’expression de ezh2 et la
prolifération cellulaire (176, 369). Varambally ef al. montrent que la perte génomique mono- ou bi-
allélique du gene codant ce miR, observée dans 37,5% des cancers localisés et 66,7% des cancers
métastasiques de la prostate est corrélée a I’augmentation d’expression de ezh2 (176). Quels sont les
facteurs connus pour étre impliqués dans régulation de 1’expression de miR-101 ?

* Une étude montre que le traitement de cellules tumorales prostatiques par un
androgene de synthése, le R1881, pourrait stimuler I’expression de miR-101 (370), ce qui suggere que
les androgénes s’opposeraient a 1’expression de ezh2. D’un c6té, ceci est cohérent puisque la
progression tumorale prostatique est associée a la perte de I’androgéno-dépendance des cellules et a
I’augmentation de ’expression de ez#2. D’un autre coté, concernant le lien entre le cholestérol et
I’expression de ezh2, ce résultat est difficile a interpréter. En effet le cholestérol peut étre utilisé
localement pour la synthése de testostérone par les cellules tumorales prostatiques humaines qui
possédent 1’équipement enzymatique pour cette transformation (371). Ainsi on peut suggérer que
I’augmentation de cholestérol intracellulaire observée dans les tumeurs humaines puisse conduire a
une augmentation de la synthese locale d’androgenes et donc a une stimulation de miR-101. Dans ce
cas, il est difficile d’envisager une augmentation de 1’expression de ezh2 au cours de la progression
tumorale. Or, les données de la littérature montrent une surexpression de ez#2 au fur et a mesure de
I’avancée de la pathologie. De plus, ’existence d’une voie métabolique permettant la synthése
d’androgenes a partir du cholestérol au niveau des cellules prostatiques murines n’est pas décrite a ce

jour. Cette hypothése n’est donc pas en accord avec les données de la littérature et nous incite a
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exclure I’idée d’une régulation de I’expression de ezh2 par le cholestérol via ’action des androgenes
sur miR-101.

* Dans des cellules hépatiques HepG2, I’activation de la PKC par le TPA (2-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate) stimule D’expression de miR-101. Un co-traitement avec un
inhibiteur de ERK bloque I’induction de miR-101, la diminution de EZH2 et I’inhibition du cycle
cellulaire induite par le TPA, démontrant ainsi 1’implication de la voie ERK dans le contrdle de
I’expression de miR-101 par la PKC (372). Le cholestérol sous sa forme sulfaté est capable d’activer
différentes isoformes de la PKC (pour revue lire (373)), ce qui indiquerait que I’accumulation de
cholestérol, si elle se traduit par une augmentation de sa forme sulfatée, inhiberait I’expression de ezh2
par la stimulation de mir-101 via la PKC, ce qui va a ’encontre de notre hypothese.

* L’activation des facteurs de transcription HIF-1o et HIF-1B (Aypoxia inducible factor)
par la deferoxamine mesylase inhibe 1’expression de miR-101 (370). Existe-t-il une relation entre les
facteurs HIF et le cholestérol ?

D’un c6té, une déplétion en cholestérol induite par la MBCD (méthyl-B-cyclodextrine)
augmente 1’expression de HIF-1a pouvant suggérer que la présence de cholestérol inhibe HIF-1a et
par conséquent favorise la dégradation de I’ARNm de ezh2 en maintenant I’expression de miR-101.
La prise en compte de ces données exclurait I’implication de HIF-1a dans les mécanismes conduisant
a la surexpression de ezh2 dans les cellules accumulant du cholestérol.

D’un autre co6té, les études montrent que la traduction de HIF-1a est augmentée en réponse a
de nombreux facteurs de croissance qui induisent I’activation des voies de signalisation impliquant des
médiateurs intracellulaires tels que PI3K (phospho-inositid-3-OH kinase)/ AKT/mTOR (mamalian
target of rapamycin) ou RAF/MEK (mitogen-activated protein kinase) (374). Les données
bibliographiques ainsi que nos travaux démontrent clairement que le cholestérol favorise 1’activation
de ces voies par des mécanismes mettant en jeu la coalescence des rafts lipidiques dans les cellules
tumorales humaines (256, 276, 364). Par exemple, les travaux de Zhuang et al. montrent qu’un apport
important de cholestérol stimule la phosphorylation de AKT au niveau des rafts et augmente ainsi la
croissance tumorale. A l’inverse, le traitement par la simvastatine, inhibiteur de la synthése de
cholestérol, ou une activation de 1’efflux de cholestérol suite a 1’activation des LXRs, diminue le

cholestérol intracellulaire et bloque la phosphorylation de AKT (276, 364).

L’analyse du niveau de phosphorylation de AKT par western blot (résultats non montrés)
indique que cette voie n’est pas mise en jeu dans la surexpression de ezh2 et oriente I’hypothese vers
la voie RAF/MEK. Par ailleurs, RORa (Retinoic acid receptor-related orphan receptor a),
potentiellement activable par le cholestérol et ses dérivés, particuliérement le cholestérol sulfaté (375,
376), stimule la transcription de HIF-1a (377), ce qui constituerait un autre lien entre le cholestérol,
mir-101 et ’expression de ezh2. Ainsi, ces données permettent d’envisager que I’accumulation de

cholestérol observée dans les cellules de prostates /xr-/- ou dans les cellules PC3 exposées aux LDL
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puisse conduire, en réponse exagérée a des facteurs de croissance (via la voie RAF/MEK) et/ou par
I’activation de RORa, a une dérégulation des protéines HIF et ainsi a la surexpression de ezh2 par

I’inhibition de miR-101.

4) Des facteurs de transcription régulant I’expression de ezh2 ?

L’étude du promoteur de ezh2 avec le logiciel de prédiction d’éléments de réponse in silico
Matinspector (Genomatix®) révele la présence de sites de fixation potentiels pour des facteurs de
transcription pertinents car en relation plus ou moins proche avec le métabolisme du cholestérol tels
que des PPARE (peroxisome proliferator-activated receptor response element), des SRE (sterol
response element) et des RXRE (retinoid X receptor response element) (Volle DH, communication
personnelle).

Les SRE sont des ¢léments de réponse aux facteurs de transcription SREBP1 et 2. Alors que
SREBP1 a et 1c sont impliqués dans le contréle de I’homéostasie des triglycérides, SREBP2 est
responsable de celle du cholestérol. L activation de SREBP2 par clivage suite & son association avec
SCAP est réservée aux conditions de faible concentration en stérol intracellulaire. De maniére
attendue, nous n’avons pas retrouvé par western blot de clivage des SREBP dans les prostates de
souris [xr-/- nourries avec le régime riche en cholestérol (résultats non montrés), ce qui exclut
I’hypothése d’une activation de 1’expression de ezA2 par les SREBP dans ce contexte.

En revanche, la présence de PPARE et de RXRE dans le promoteur de ezh2 est plus intrigante
puisque notre analyse transcriptomique révéle une surexpression de ppary (fold change = +2 ; p-
value<10™") et de rxry (fold change = +14 ; p-value<10™") dans les prostates qui surexpriment ezh2.
Cependant, la dérégulation de ppary apparait également dans la prostate des souris /xr-/~- nourries avec
le régime contrdle qui ne présentent pas de surexpression de ezh2, ce qui suggere que I’augmentation
d’expression de ppary ne soit pas suffisante, du moins a elle seule, pour expliquer la surexpression de
ezh2. 1l n’y a pas d’argument bibliographique permettant de relier I’accumulation de cholestérol a la
dérégulation de RXRYy, mais de par sa capacité a s’hétérodimériser avec les LXRs, cette surexpression
souléve I’idée de la mise en place, en I’absence des LXR, d’un possible mécanisme compensatoire
pour répondre a la surcharge en cholestérol. Dans tous les cas, nous ne pouvons pas exclure son

implication dans le contrdle de 1I’expression de ez/2.

5) Ezh2, un géne cible des LXRs ?

Est-il possible que ezh2 soit un géne cible des LXRs et que I’absence d’une répression par les
LXRs sur ezh2 en condition d’accumulation de cholestérol soit responsable de sa surexpression? De
manicre inattendue, l’activation des LXRs par du T0901317 entraine une augmentation de

I’accumulation de la protéine EZH2 dans les cellules LNCaP deés 24 heures étayant ainsi I’hypothése
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Figure 42 : Ezh2 est-il un géne cible des LXR? Les cellules ont été traitées
avec du T0901317 (agoniste des LXRs) ou par le DMSO en milieu minimum
pendant une durée allant jusqu’a 72 heures. Les niveaux d’accumulation de
protéines et d’ARNm de EZH2 ont été quantifiés par Western blot (A) et q-PCR
(B).
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d’un gene cible des LXRs (Figure 42). En revanche 1’analyse par qPCR ne révele pas d’augmentation
du transcrit ezh2 suite a ’activation des LXRs mais au contraire une répression observée a 48 heures
(Figure 42). 11 y a différentes maniéres d’interpréter ce résultat mais avant tout il faut souligner que
cette augmentation protéique de EZH2 est trés surprenante. En effet, EZH2 est généralement un
facteur associé entre autre a la prolifération cellulaire. Ici, les cellules traitées au T0901317 présentent
non seulement un ralentissement du cycle cellulaire (résultats non montrés), mais sont également sur
le point de rentrer en apoptose (364) ce qui souléve la question de la pertinence physiologique d’une
telle régulation et complique I’interprétation des résultats.

* L’augmentation protéique de EZH2 n’est pas corrélée a une régulation
transcriptionnelle et/ou post-transcriptionnelle, il s’agit donc probablement d’un mécanisme post
traductionnel. Trois possibilités majeures peuvent étre envisagées. 1) L’activation des LXRs conduit a
I’inhibition d’un facteur impliqué dans la dégradation de EZH2 par le protéasome, mécanisme
similaire a celui mis en jeu pour la régulation de p27 par SKP2 dans des cellules LNCaP traitées par
du T0901317 (342). 2) 1l pourrait s’agir d’un mécanisme plus indirect par lequel la diminution de
cholestérol, qui apparait a 16 heures de traitement et précéde donc ’augmentation de EZH2, serait
responsable de I’inhibition de la dégradation protéasomale. 3) L’activation des LXRs conduit a la
synthése d’acides gras et a la formation de triglycérides. Certains acides gras, notamment de type ®3,
sont capables de moduler la dégradation par le protéasome de EZH2. Ainsi nous ne pouvons pas
exclure ce type de mécanisme dans les cellules LNCaP traitées au T0901317.

* Concernant la régulation transcriptionnelle, quatre hypothéses sont possibles. 1)
I’activation des LXRs peut conduire, de maniere directe, a la répression transcriptionnelle de ezh2.
Ainsi, ezh2 serait un nouveau gene cible de I’hétérodimere LXR-RXR et sa surexpression observée
dans les prostates des souris /xr-/~ serait due a une absence de sa répression par LXRs. 2) Il peut s’agir
d’un mécanisme indirect passant par la baisse de cholestérol intracellulaire et mettant en jeu pRB-E2F,
HIF/miR-101, évoqués ci-dessus, impliqués dans la régulation transcriptionnelle de ezA2 et sensibles
aux variations de cholestérol intracellulaire. 3) L’activation des LXRs induit I’expression des SREBP.
En effet, la présence de SRE dans le promoteur de ezh2 permet d’envisager une répression
transcriptionnelle indirecte par ces facteurs, suite au traitement au T0901317. 4) Malgré ’absence
d’argument bibliographique, il est possible d’envisager 1’existence d’un rétrocontrdle négatif de EZH2
sur son propre géne. Dans ce cas, la répression transcriptionnelle de ez/2 ne serait que la conséquence
de I’accumulation protéique dont les possibles origines sont décrites au point précédent.

Les données actuelles ne permettent pas de conclure quant aux possibles contrdles post-
transcriptionnel et transcriptionnel, direct ou indirect, de EZH2 par LXRs. Dans tous les cas, ces
données appuient I’existence d’une relation entre I’homéostasie du cholestérol controlée par LXR et la

modification des marques €pigénétiques par EZH?2.
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Figure 43 : Expression relative de génes codant LXRa et
LXRp dans les lobes prostatiques chez la souris. Les
niveaux d’expression de Ixra (A) et Ixrf (B) ont été quantifiés par
RT-g-PCR dans les différents lobes prostatiques de souris agées de
9 mois. D’aprés G. Alves, communication personnelle.
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Nous venons d’exposer plusieurs hypothéses pouvant permettre d’expliquer I’augmentation
d’expression de ezh2 suite a ’accumulation de cholestérol dans les cellules prostatiques des souris
Ixr-/- et dans les cellules PC3 exposées LDL. Dans les deux cas, afin d’identifier un candidat
potentiellement impliqué, nous proposons a court terme, les perspectives suivantes :

* Analyser les niveaux d’accumulation de pRB et E2F, capables d’activer I’expression
de ezh2, puis de SKP2 et p27%i! , tous les deux sensibles aux variations de cholestérol et/ou a
I’activation des LXR, et pouvant moduler la voie pRB-E2F.

* Quantifier miR-101 et miR-26a puis, en fonction des résultats obtenus, étudier
I’expression des facteurs HIF, RORa, PKC et c-MYC qui sont des candidats pertinents puisque
sensibles au cholestérol.

* Effectuer un marquage immuno-histochimique de la cavéoline-1, protéine présente au
niveau des rafts lipidiques au niveau de la membre plasmique, afin de mettre en évidence leur
potentielle implication dans la surexpression de ezh2, par exemple, via la voie RAF/MEK/HIF/miR-
101 (figure 41).

* Cloner le promoteur de ez42 en amont d’un géne rapporteur pour étudier sa régulation

transcriptonnelle potentielle par LXRs, RXR (y) et SREBP.

1) L’invalidation des LXRs serait-elle suffisante pour initier des processus tumoraux?

En 2009, Kim et al. montrent que les souris invalidées pour LXRa présentent, au niveau de la
prostate ventrale, un élargissement de la zone stromale, des « nodules fibreux » dans la lumiére des
acini et une augmentation de la prolifération des cellules épithéliales (378). La présence des « nodules
fibreux » empécherait la contraction de la glande et causerait une obstruction des canaux prostatiques
et une rétention des sécrétions expliquant 1’importante dilatation des acini chez ces souris. Ce
phénotype, qui s’accentue avec 1’dge, est également présent chez les souris Ixra,-/- mais absent chez
les souris [xrf-/- jusqu'a 11 mois. A 17 mois, des nodules apparaissent également chez les souris
Ixrp-/-. Les auteurs montrent une augmentation d’expression des facteurs de transcription SNAIL et
SMAD au niveau des cellules épithéliales des souris Ixra-/- et Ixra, -/~ et suggerent donc I’implication
de la voie TGFp, connue pour réguler ces facteurs, dans la mise en place du phénotype. Nos données
expérimentales sont en désaccord avec certains points de cette étude :

* D’apres les auteurs, les LXRs, et particulierement LXRa, seraient majoritairement
exprimés au niveau de la prostate ventrale, c’est pourquoi les travaux sont focalisés sur ce lobe
prostatique. La quantification des ARNm des LXRs réalisée dans notre laboratoire ne révéle pas de
différence d’expression significative des [xrs entre les différents lobes (Figure 43). Notons tout de

méme une expression plus faible de [xra dans la prostate antérieure.
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* L’analyse histologique des quatre lobes prostatiques des animaux Ixra -/-, Ixrf-/- et
Ixra ;f-/- de notre laboratoire a différents dges ne révéele pas la présence des « nodules fibreux »
observés par Kim et al. Nous n’avons pas d’explication rationnelle pour expliquer ces résultats
discordants mise a part une différence de fond génétique entre les souches de souris utilisées.

* Dans cet article, les analyses immunohistochimiques par marquage du mKi67 menées
sur des souris de 11 ou 17 mois indiquent une augmentation de la prolifération cellulaire dans les
prostates des souris Ixra -/-, Ixrp-/- et Ixro;p-/-. Nous n’avons pas fait ce type d’analyse sur des
animaux aussi 4gés. En revanche, contrairement aux travaux de Kim et al., nos données ne montrent
pas de différence significative du niveau de prolifération des cellules dans les prostates des souris
Ixra ;f-/- (en régime contrdle) dgées de 6 mois. L explication peut résider dans le choix des méthodes
d’analyse de la prolifération. Sur les souris de 6 mois, dans cette étude, la quantification de la
prolifération a été réalisée suite a une incorporation de BrdU permettant ainsi une analyse cumulative
des cellules en prolifération et des cellules ayant proliféré. Nos analyses ont été réalisées soit par
marquage du PCNA ou mKi67 soit par quantification des ARNm du facteur de prolifération
CYCLINE D2 ne permettant pas de révéler uniquement le niveau de prolifération a un instant t. Ainsi
par I'utilisation de ces techniques, nous minimisons certainement le niveau de prolifération, ce qui
permettrait d’expliquer les différences de résultats entre nos deux groupes.

Dans tous les cas, afin de nous affranchir d’une possible implication de la voie TGFp , mais
également de tout autre facteur paracrine pouvant étre mis en jeu dans I’hyperprolifération des cellules
épithéliales chez les souris Ixra,;f-/- nourries avec le régime riche en cholestérol, nous avons exposé
les cellules MPE directement aux séra issus de ces souris soumises ou non au régime. Les résultats
montrent clairement une augmentation de la prolifération de ces cellules invalidées pour les LXRs
uniquement en réponse au sérum des souris nourries avec le régime riche en cholestérol a forte teneur
en LDL. Ceci appuie I’hypothése d’un mécanisme indépendant des facteurs paracrines et souligne

I’implication des LDL dans les mécanismes conduisant a I’hyperprolifération.

V) Les LXRs sont-ils a I’origine de la carcinogenése prostatique chez I’homme?

Les cellules tumorales prostatiques humaines présentent des déréglements du métabolisme
lipidique en faveur de 1’accumulation intracellulaire de cholestérol. Les traitements par des statines
visant a bloquer la synthese de cholestérol ou par des agonistes de LXRs qui favorisent son efflux via
les cassettes ABC, diminuent la quantité¢ de cholestérol intracellulaire et entrainent I’entrée en
apoptose des cellules par des mécanismes faisant intervenir les voies de survie dépendantes des rafis
lipidiques.

De maniére intéressante, une étude montre que le géne codant la cassette d’efflux ABCA1 est
15 a 20 fois plus exprim¢ dans des cellules de cancer de prostate androgéno-dépendantes que dans des

cellules androgéno-indépendantes (cancer plus avancé), indiquant une possible relation entre le niveau
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d’expression de abcal et la progression tumorale (379). De plus, ces travaux révelent que les
androgénes inhibent 1’expression de abcal au niveau transcriptionnel par un mécanisme faisant
intervenir AR. En paralléle, I’inhibition de ABCA1 par technique d’ARN interférence, augmente la
prolifération des cellules androgéno-dépendantes suggérant donc que 1’inhibition de 1’expression de
abcal par les androgenes pourrait étre un mécanisme par lequel les androgénes stimulent la
prolifération tumorale.

Plus récemment, des travaux menés in vitro montrent une diminution de 1’expression des /xrs
dans des cellules devenues androgéno-indépendantes (380). Puisque les LXRs sont connus pour
stimuler D’expression de abcal, ces derniéres données corroborent tout a fait la diminution
d’expression de abcal observée dans ces mémes cellules. De plus, 1’activation des LXRs par du
T0901317, associée a une diminution de la quantité de cholestérol intracellulaire, entraine un retard de
la progression des cellules tumorales vers le stade d’androgéno-indépendance (380).

Ces données démontrent donc que les cellules tumorales deviennent dépendantes vis-a-vis du
cholestérol et surtout que les mécanismes mis en place au cours de la carcinogenése pour augmenter sa
biodisponibilité sont nécessaires a la survie des cellules. L’utilisation du modele de souris /xr-/-
nourries avec un régime riche en cholestérol montre bien qu’une accumulation de cholestérol
intracellulaire conduit a I’initiation tumorale. Ces résultats suggeérent donc que les déréglements de
I’homéostasie du cholestérol observés dans les tumeurs humaines ne soient pas uniquement la
conséquence d’importants besoins énergétiques des cellules pour se diviser, mais qu’ils puissent s’agir
d’un mécanisme potenticllement causal participant a la carcinogenése.

L’entrée, I’efflux et la synthése de cholestérol sont des mécanismes impliqués dans le stockage
de cholestérol intracellulaire et sont tous régulés par les LXRs via les génes cibles idol, abcal, abcgl,
HMGCo-A réductase et HMGCo-A synthase. Ainsi, nous pouvons envisager une altération de
I’activité et/ou de ’expression des LXRs au cours du développement tumoral chez ’homme qui serait

le primum movens de I’accumulation de cholestérol. Pour vérifier cette hypothése :

1° Sur des biopsies humaines d’échantillons prostatiques sains et atteints de différents
stades d’avancement tumoral, les points suivants semblent fondamentaux :

e il serait important de vérifier la présence d’éventuelles mutations dans les génes
codant les LXRs afin de déterminer I’existence de polymorphismes pouvant étre associés a la
pathologie,

* il faudrait analyser le profil d’expression des LXRs au cours de 1’évolution de la
pathologie,

* en dépit de changements potentiels d’expression des LXRs et dans 1’hypothése d’un
changement d’activité, il serait pertinent de quantifier I’expression de tous les génes cibles des LXRs
impliqués dans le métabolisme du cholestérol (les casettes ABC, SREBP2, IDOL, LDLR et les génes

de synthése) au cours du développement tumoral,

IV) Les LXRs sont-ils a I’origine de la carcinogenése prostatique chez I’homme?
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* dans I’hypothe¢se d’un changement d’expression et/ou d’activité de LXRs pouvant
expliquer les dérégulations de 1’homéostasie du cholestérol, il peut également étre envisagé de doser
les différents oxystérols capables d’activer les LXRs ainsi que de quantifier I’activité et 1’expression
des enzymes impliquées dans leur métabolisme.

L’obtention de ces données permettrait d’améliorer la compréhension des mécanismes liés a
I’initiation et & la progression tumorale chez I’homme. Le cas d’une diminution de I’activité des LXRs
au cours du développement tumoral, accompagnée d’une hypercholestérolémie d’origine alimentaire
ou pathologique, placerait les cellules prostatiques dans une situation proche de celle des souris /xr-/-
qui développent une néoplasie. En parallele, ce type d’analyse pourrait également permettre
d’identifier de nouveaux marqueurs associés au cancer de la prostate et améliorer ainsi les méthodes

de diagnostic pour mieux adapter les stratégies thérapeutiques.

2° Les mémes types d’investigation peuvent étre menés sur des modeles murins de

cancer de prostate tels que les souris invalidées pour pten
Ce type de données permettrait de déterminer précisément la cinétique des modifications du
métabolisme du cholestérol et les acteurs impliqués au cours du développement tumoral afin

d’approfondir les relations de causes a effet entre le cholestérol et le développement cancéreux.

3° 11 serait intéressant d’invalider les LXRs dans un mod¢le de souris présentant une
susceptibilité génétique au développement de cancer de la prostate. Pour cela, il est possible de croiser
les souris Ixr-/- avec les souris pten-/- dans ’attente d’une accélération de la cinétique d’évolution du
cancer. Dans cette optique, I’inconvénient du modele de souris pren-/- est la cinétique relativement
rapide du cancer. Ainsi, le risque majeur de ce type de croisement est de se retrouver face a une
modification subtile de cinétique rendant difficile sa mise en évidence avec les marqueurs
d’avancement tumoral actuellement disponibles. Pour pallier & ce probléme, il est possible d’envisager
des croisements avec d’autres modéles murins moins agressifs tels que les souris nkx3.1-/-.
Contrairement au modele pten-/-, ces souris ne développent pas de carcinomes invasifs mais donnent
lieu a la formation de foyers de néoplasie intra-épithéliale a I’age de 19 mois (146). Dans ce contexte,
si I’hypothése est vérifiée, I’invalidation des LXRs pourrait conduire soit a une mise en place plus
précoce des néoplasies soit a [’augmentation de 1’agressivité des cellules induisant la formation de

carcinomes dont la mise en évidence d’un point de vue histologique devrait rester relativement simple.

Cette approche confirmerait I’implication des LXRs dans la carcinogenése et plus

particuliérement leur réle protecteur dans les phases de progression.

3° Il serait également pertinent de traiter les souris pfen-/- avec un agoniste des LXRs

dans I’hypothése de ralentir le développement tumoral. La cinétique de ce type de traitement serait a

IV) Les LXRs sont-ils a I’origine de la carcinogenése prostatique chez I’homme?
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déterminer en fonction des changements d’expression des LXRs observés lors des études menées au
point 2. Cette approche serait complémentaire des résultats déja obtenus quant a 1’inhibition de la
croissance tumorale par des agonistes des LXRs en modéle de xénogreffes et appuierait 1’idée des

LXRs comme nouvelle cible thérapeutique dans le cadre du traitement du cancer de la prostate.

V) Existe-t-il une association entre obésité et cancer de la prostate ?

L’obésité est définie par le WHO (world health organization) et le NIH (national institute of
health) par un index de masse corporelle (IMC) > 30K g/m”. Cette surcharge pondérale se caractérise
essentiellement par I’accumulation de tissus adipeux chez les individus atteints. L’étiologic de
I’obésité est souvent multifactorielle et regroupe des composantes génétiques et environnementales.
Au cours des derni¢res décennies, 1’enrichissement en cholestérol, mais également en sucre et en
acides gras saturés de 1’alimentation, ainsi que des changements de comportements alimentaires sont
associés a une augmentation du nombre d’individus obéses dans la plupart les pays industrialisés. La
question se pose alors de I’existence d’une corrélation entre la survenue croissante des cas d’obésité et
I’augmentation de I’incidence du cancer de la prostate.

Les études menées a ce sujet montrent clairement que I’augmentation de I’IMC est associée a
une mortalité plus élevée par cancer de la prostate (381, 382). Par exemple, un IMC supérieur ou égal
a 30kg/m” augmente de 21 a 27% le risque de décés par cancer de la prostate (383). Une étude réalisée
sur une population suédoise révele que ce risque peut atteindre jusqu'a 40 % dans les groupes
présentant le plus fort IMC (384). De plus, ’augmentation de I’'IMC chez des étudiants écossais peut
augmenter de 49% le risque mortalité par cancer de la prostate (385). Ces dernieres données suggerent
une influence précoce de I'IMC sur le développement du cancer de la prostate connu pour survenir
généralement tardivement. Comment expliquer 1’association entre 1’obésité et la survenue du cancer
de la prostate ?

La multiplicité des facteurs exogenes et endogenes liés a 1’obésité rendent 1’étude de cette
question complexe. En effet, les conséquences de cette pathologie sur I’homéostasie des constantes
physiologiques sont nombreuses. Par exemple, des changements hormonaux (testostérone, cestrogéne,
insuline, IGF (insulin growth factor-1), leptine, adiponectine) liés a I’augmentation de tissus adipeux
et/ou au développement d’un diabete de type 2 sont des conséquences fréquentes de 1’obésité.

D’aprés les données de la littérature, plusieurs origines biologiques pourraient permettre
d’expliquer 1’association entre 1’obésité et le cancer de la prostate

* Les personnes obéses présentent de faible taux de testostérone circulante (386). Cette
diminution s’explique par la conversion de la testostérone en cestradiol au niveau des adipocytes
présents en plus grande quantité chez les personnes obeses. De plus, I’cestradiol ainsi produite limite la

synthése de testostérone par le testicule en inhibant [’axe hypothalamo-hypophysaire (386).

IV) Les LXRs sont-ils a I’origine de la carcinogenése prostatique chez I’homme?
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Connaissant le role délétere des androgenes au cours de la progression du cancer de la prostate, ces
données seraient en faveur d’une « protection » des personnes obéses vis-a-vis du cancer de la
prostate. Les études montrent qu’en réalité, de faible de taux de testostérone peuvent favoriser la
survenue de cancer notamment de haut grade (387-390), ce qui pourrait expliquer 1’association entre
obésité et cancer de la prostate. Par ailleurs, 1’obésité est également associée a une augmentation
plasmatique d’cestradiol, d’insuline, d’IGF-1 et de leptine et & une diminution d’adiponectine. Tous
ces changements hormonaux sont connus pour favoriser le risque de cancer de la prostate (pour revue
lire (391)).

* La nature des acides gras (page 43) consommés qui sont associ€s et partiellement
responsables du développement de 1’obésité peuvent bien entendu participer a expliquer I’association
entre obésité et cancer de la prostate. En paralléle, les régimes alimentaires provoquant 1’obésité
présentent généralement de faibles proportions de produits connus pour inhiber le développement
tumoral tels que certains antioxydants.

* De maniere générale, I’augmentation de la prise alimentaire, s’accompagne d’une
forte ingestion calorique connue pour étre associée au risque de développement du cancer de la
prostate (392). Par exemple, une restriction calorique, corrélée a une perte de poids chez le rat, induit
une diminution de la croissance tumorale (393, 394). De plus, une étude prospective montre que la
prise de poids est associée & une augmentation du risque de cancer métastatique de la prostate (382). A

I’inverse, une perte de poids est corrélée a une diminution du risque de cancer de la prostate (383).

Ces données montrent donc que I’obésité est un facteur de risque de développement du cancer
de la prostate. Cette association peut s’expliquer par différents facteurs de nature nutritionnelle et
hormonale. En revanche, aucune étude ne mentionne 1’hypercholestérolémie des personnes obeéses
comme potentiel facteur de risque du cancer de la prostate. Néanmoins, associé a des dérégulations de
I’homéostasie du cholestérol au niveau prostatique, pouvant impliquer les LXRs, il est possible que
I’hypercholestérolémie chez les personnes obéses participe au risque de développement du cancer de
la prostate. De plus, les études épidémiologiques qui associent clairement 1’hypercholestérolémie au
risque de développement du cancer de la prostate ainsi que les données expérimentales présentées dans
ce manuscrit permettent de considérer le cholestérol et la gestion de son homéostasie par les LXRs,
comme un élément clé des processus impliqués dans I’initiation et la progression tumorale, que ce soit

dans un contexte d’obésité ou non.

V) Existe-t-il une association entre obésité et cancer de la prostate ?
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Hyperstimulation Syndrome in Mice

Article publié dans Endocrinology, Volume 150, issue 7, pages 3369-3375, Juillet 2009.

Kevin Mouzat, Fanny Volat, Silvére Baron, Georges Alves, Aurélien J. C. Pommier, David H. Volle,

Geoffroy Marceau, Angélique DeHaze, Pierre Déchelotte, Raj Duggavathi, Frangoise Caira, and Jean-

Marc A. Lobaccaro

121






REPRODUCTION-DEVELOPMENT

Absence of Nuclear Receptors for Oxysterols Liver X
Receptor Induces Ovarian Hyperstimulation
Syndrome in Mice

Kevin Mouzat, Fanny Volat, Silvere Baron, Georges Alves, Aurélien J. C. Pommier,
David H. Volle, Geoffroy Marceau, Angélique DeHaze, Pierre Déchelotte, Raj Duggavathi,
Francoise Caira, and Jean-Marc A. Lobaccaro

Unité Mixte de Recherche Centre National de la Recherche Scientifique 6247 (K.M., F.V,, S.B., G.A.,, AJ.C.P, D.H.V,,
G.M., AD,, P.D., F.C, J.-M.A.L), Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale Unité 931, Clermont
Université, Centre de Recherche en Nutrition Humaine d'Auvergne, 63177 Aubiére Cedex, France; Centre Hospitalier
Universitaire (G.M.), Service de Biochimie, 63003 Clermont-Ferrand, France; Centre Hospitalier Universitaire (P.D.),
Service d'Anatomie Pathologique, Hotel Dieu, 63058 Clermont-Ferrand, France; and Department of Animal Science
(R.D.), McGill University, Sainte Anne de Bellevue Québec, Canada H9X 3V9

Ovarian hyperstimulation syndrome is a frequent complication occurring during in vitro fertiliza-
tion cycles. It is characterized by a massive ovarian enlargement associated with an accumulation
of extra vascular fluid. Here we show that liver X receptor (LXR)-a and LXR-gB deficient mice present
many clinical and biological signs of ovarian hyperstimulation syndrome: ovarian enlargement,
hemorrhagic corpora lutea, increased ovarian vascular permeability, and elevated estradiol. Ovu-
lation stimulation resulted in excessive ovarian response to exogenous gonadotropins because
follicle number and estradiol production were higher in transgenic mice. LXR deficiency also leads
to perturbations in general inflammatory status, associated with ovarian il-6 deregulation. Upon
treatment with the synthetic LXR agonist T09101317, serum estradiol and expression of star and
cypl1al genes were markedly increased in wild-type mice, showing that LXRs are key regulators
of ovarian steroidogenesis. These results suggest that LXRs control the ovulation by regulating

endocrine and vascular processes. (Endocrinology 150: 3369-3375, 2009)

varian hyperstimulation syndrome (OHSS) (1) is the most
Ocommon important complication of induced ovulation for
the treatment of fertility (1). This pathology is characterized by
a bilateral massive cystic enlargement of the ovaries associated
with an extra vascular fluid concentration, which causes mor-
tality in rare cases (2), and sometimes hemorrhagic ovarian cysts
(3). Although complete etiology of OHSS is still unknown, many
risk factors have been described (4, 5), including young age;
history of allergies; and high serum estradiol, polycystic ovary
syndrome, and body mass index. Symptoms of OHSS resemble
closely to acute inflammatory response and many factors are linked
to the progression of the symptoms, e.g. vascular endothelial
growth factor (VEGF) (1), IL-6 (1), and prostaglandins (5).
Among the various factors regulating inflammatory modu-
lation, the role of the nuclear receptors for oxysterol liver X
receptor (LXR) (1) has been recently increasing (6). Indeed LXRs
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are known in vitro to inhibit accumulation of the proinflamma-
tory cytokines IL-6 and cyclooxygenase-2, the rate-limiting en-
zyme in prostaglandin F2a synthesis (7). In parallel, LXRs ago-
nists can stimulate the expression of TNF-a [infa (1, 8)] and
VEGF [vegf (9)]. LXRa (NR1H3) and -3 (NR1H2) also play a
central role in cholesterol homeostasis (for a review see Ref. 10).
They belong to a subclass of nuclear receptors that form obligate
heterodimers with 9-cis retinoic acid receptors (RXR) (1) and are
bound to and activated by a class of naturally occurring oxys-
terols in vitro (11, 12) and in vivo (13). In absence of any ligand,
the RXR/LXR heterodimer is constitutively linked to specific
DNA target sequences and interacts with corepressors, thus
blocking transcription initiation (14). The development of
LXRa and LXR B-deficient mice (LXR ~/7) (1) has also helped to
elucidate the role of these nuclear receptors in various physio-
logic functions (15). Hence, Steffensen et al. (16) reported that

Abbreviations: Cyp11a1, Cytochrome P450 side-chain cleavage; E2, estradiol; FSHR, FSH
receptor; LHR, LH receptor; LMD, laser microdissection; LXR, liver X receptor; LXR™~,
LXR-deficient mice; OHSS, ovarian hyperstimulation syndrome; qPCR, quantitative PCR;
RXR, retinoid X receptor; StAR, steroidogenic acute regulatory protein; T1317,T0901317;
VEGF, vascular endothelial growth factor.
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female mice lacking LXRa and/or LXRB encoding genes con-
ceived less frequently and had significantly fewer pups per litter
compared with wild-type mice. The authors described a less ef-
fective effect of zymosterol, a meiotic activating sterol, to induce
resumption of meiosis in oocytes. Therefore, the production of
follicular fluid-meiosis activating sterol, an endogenous ovarian
oxysterol, has been reported to be stimulated upon gonadotropin
administration (17). Because follicular fluid-meiosis activating
sterol is a LXR ligand (11), it could be suggested that LXR sig-
naling may play an important role during ovulation.

In this paper, we report that LXR ™/~ mice undergoing ovu-
lation induction present various clinical and biological signs of
OHSS: enlarged ovaries with reduced vascular permeability,
ovarian hemorrhages, elevated levels of circulating estradiol,
acute ovarian response characterized by an increased number of
retrieved oocytes, and an increase in inflammatory status. These
results show that LXRs act as a barrier to prevent ovarian hy-
perstimulation syndrome in mouse.

Materials and Methods

Animals

LXRa and LXRB knockout mice (LXR ~/~) and their wild-type con-
trols were maintained on a mixed-strain background (C57BL/6:129Sv),
housed in a temperature-controlled room with a 12-h light, 12-h dark
cycle and fed ad libitum with water and Global-diet 2016S (Harlan,
Gannat, France). These mice have been extensively detailed in previous
articles (18-21). All experiments were performed on age-matched fe-
male mice. Except when indicated, mice were 612 months old. For all
experiments, except for estradiol synchronization, animals were treated

Endocrinology, July 2009, 150(7):3369-3375

with a superovulation protocol as previously described (21). Briefly, mice
received an ip injection of 7.5 IU pregnant mare’s serum gonadotropin
on d 1 at 1400 h and 5 IU human chorionic gonadotropin on d 3 at
0800 h, and then killed on d 5 at the end of metaestrus, starting at 1400 h.
For real-time PCR (qPCR) (1) experiments, mice were gavaged with 45
mg/kg T0901317 (T1317) (Cayman Chemical, Montigny le Bretonneux,
France) or vehicle (methyl-cellulose) (20). In estradiol synchronization
protocol, estrus was induced with a single injection of 10 ug estradiol
benzoate (Sigma-Aldrich, L’Isle D’Abeau, France) 18 h before the ani-
mals were killed, i.e. at 2000 h (21). Before oocyte counting, mice were
killed on d 4, a short time after ovulation. The oocyte cumulus masses
were surgically harvested from the oviducts and cultured in DMEM
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 20% fetal calf
serum and antibiotics. After treating with 0.3% hyaluronidase (Sigma-
Aldrich) for 10 min, oocytes were observed and counted. To minimize the
effect of stress, the elapsed time between the capture of a mouse and when
it was killed was less than 30 sec. All aspects of animal care were ap-
proved by the Regional Ethics Committee (authorization CE1-04).

Anatomy and pathology analyses

Ovaries were collected, fixed, and embedded in paraffin, and 5-pum-
thick sections were prepared and stained with hematoxylin/eosin/saffron
and analyzed with Axiovision 4.2 software (Carl Zeiss Vision GmbH, Le
Pecq, France) as previously described (21).

Laser microdissection (LMD)

Serial cryosections (25 um) of fresh-frozen ovaries were cut at —16
C, thaw mounted onto PEN slides (Leica, Québec, Canada), stained with
toluidine blue, and dehydrated in 70 and 100% ethanol followed by
incubation for 1 h at 37 C. The granulosa cells were excised by LMD
(Leica LMD6000) at X20 magnification directly into either RNA-lysis
(RNeasy microkit; QITAGEN, Courtaboeuf, France) as previously de-
scribed (22).

TABLE 1. Sequence primers used for gPCR

Gene Size of the
(accession no.) 5’-3' sequences amplicon Reference

36b4 (NM_007475) Forward: GTC ACT GTG CCA GCT CAG AA 78 (34)
Reverse: TCA ATG GTG CCT CTG GAG AT

3Bhsd (BC052659) Forward: ATG GTC TGC CTG GGA ATG AC 206 (35)
Reverse: ACT GCA GGA GGT CAG AGC T

arom Forward: CGG AAG AAT GCA CAG GCT CGA G 133 This study
Reverse: CGA TGT ACT TCC CAG CAC AGC

cox1 (NM_008969) Forward: AAG GCA GAG GCA GTT GGA TCT 72 This study
Reverse: CAT GGC TGG CCT AGA ACT CAC T

cyplial (BC068264) Forward: CTG CCT CCA GAC TTC TTT CG 194 (20)
Reverse: TTC TTG AAG GGC AGC TTG TT

fshr (NM_013523) Forward: GTG CTC ACC AAG CTT CGA GTC AT 165 (35)
Reverse: AAG GCC TCA GGG TTG ATG TAC AG

il-6 (NM_031168) Forward: TCC AGT TGC CTT CTT GGG AC 139 (36)
Reverse: GTG TAA TTA AGC CTC CGA CTT G

lhr (NM_013582) Forward: AGC TAA TGC CTT TGA CAA CC 242 (35)
Reverse: GAT GGA CTC ATT ATT CAT CC

Ixrac (AY195871) Forward: TGC CAT CAG CAT CTT CTC TG 160 (35)
Reverse: GGC TCA CCA GCT TCA TTA GC

IxrB (NM_009473) Forward: CGC TAC AAC CAC GAG ACA GA 180 (35)
Reverse: TGT TGA TGG CGA TAA GCA AG

srebp7c (NM_011480) Forward: GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT 189 (21
Reverse: GCT TCC AGA GAG GAG GCC AG

Star (BC082283) Forward: TGT CAA GGA GAT CAA GGT CCT G 336 (20)
Reverse: CGA TAG GAC CTG GTT GAT GAT

vegfr2 (NM_010612) Forward: TGG CCA CCA CTC AAG ATT AC 174 This study
Reverse: AGG TTT TGA AGC AGG TGT GG
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FIG. 1. Superovulation induces an ovarian enlargement in LXR-deficient mice. A, Superovulation protocol
was induced in mice from 2 to 14 months of age. E2 treatment was done in 3-month-old animals. Ovaries
were collected and weighed. Somatic index represents ovarian weight expressed as a percentage of total
body weight. Number of animals per group is indicated in the histograms. Results are indicated as mean =
sem. *, P < 0.05 vs. wild type; **, P < 0.01 vs. wild type. B, Ovary from LXR ™~ mouse presenting an
exceptional enlargement compared with a wild-type superovulated ovary. Note that somatic indexes of these
organs were not included in the data presented in A. C, Histological examination at low magnification of
this enlarged ovary. Slide was stained with hematoxylin/eosin/saffron. Dashed line, Hemorrhagic lesions
present in corpora lutea. Square inset, Magnified view. D, Magnification of the hemorrhagic lesion
junction limit. The presence of luteal cells surrounding the hemorrhage indicates its presence inside a

corpus luteum.

Real-time PCR

Total RNA was isolated from whole ovary using the Trizol method
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was
synthesized with Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
(Promega, Charbonniéres, France) and random hexamer primers (Pro-
mega) according to the manufacturer’s recommendations. The real-time
PCR was performed on an iCycler (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) as described before (21). Primers are given in Table 1.

Evaluation of Evans blue leakage

Before the animals were killed, mice from both groups were anes-
thetized with a single ip injection of chloral (3.75 mg/10 g). Mice received
then an intracardiac injection with 100 ul of 25 mg/ml of Evans blue.
Ovaries were collected and incubated in 1 ml of formamide for 24 h at
60 C. To evaluate ovarian capillary permeability, Evans blue concen-
tration in the formamide extract was measured by light absorption at 620
nm using a spectrophotometer as described (23). The ovarian Evans blue
content was expressed as ng/mg of tissue.

Steroid measurements

After decapitation of superovulated animals, sera were collected and
steroid hormone concentrations were assessed by electrochimiolumines-
cence (Elecsys Progesterone Il and Estradiol IT; Roche Diagnostics, Mey-
lan, France).

Sedimentation speed measurement

After decapitation, 600 ul of whole blood were collected with 15 ul
of 7.5% K3EDTA and mixed with 150 ul of 0.105 M sodium citrate.
Sedimentation speeds were measured in 1-ml plastic pipettesat 1 and 2 h.
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Statistical analysis

Student’s ¢ test was performed to determine
whether there were significant differences between
the groups. P = 0.05 was considered significant.

Results

Ovulation induction by gonadotropins
leads to ovarian enlargement and
hemorrhagic corpora lutea

Morphological examination of superovu-
lated ovaries showed an increased size of the
ovaries in the LXR ™/~ mice compared with the
wild-type mice (Fig. 1A) and the presence of
multiple hemorrhagic cysts (data not shown).
Somatic indexes of LXR ™/~ mice ovaries were
altered compared with wild-type mice: even
though a higher (yet not significant, P = 0.07)
increase of the somatic index was pointed for
the animals from 2 and 3 months of age, a
significant increase of this index was clearly
observed for all the tested ages, suggesting the
effect of the superovulation was not age de-
pendent. In contrast, estradiol treatment alone
to synchronize female cycles did not result in
ovary size differences in LXR-deficient mice,
showing that only the superovulation proto-
col led to ovarian enlargement. These data
suggest that LXR ™/~ mice have an increased
ovarian response to gonadotropins. In rare
cases it could be observed a severe phenotype
(Fig. 1B) with massive ovarian hemorrhages of the corpus luteum
(Fig. 1C), as suggested by the presence of luteal cells surrounding
the hemorrhage (Fig. 1D). This fact has already been described in
the human pathology (2, 3). The reasons that OHSS range from
slight to dramatic situations are still unknown and probably involve
the sensitivity to some paracrine factors. In the other cases, gross
examination showed that hemorrhagic lesions were more numer-
ous and larger in LXR-deficient ovaries (Fig. 2A). It can also be
noticed the presence of the follicles at all stages.

One of the main causes of OHSS symptoms is the presence of
third space fluid shift. Ovarian vascular permeability was thus
measured in ovaries using Evans blue, as previously described in
rat (23). Dye content in the ovaries from LXR-deficient mice
(0.21 = 0.06 ng/mg tissue) was significantly higher (1.9-fold, P <
0.05) than in the control group (0.11 * 0.05 ng/mg tissue; Fig.
2B) showing that LXRs control vascular permeability. Expres-
sion of Ixra and Ixrf was measured during superovulation pro-
tocol in granulosa/luteal cells purified by LMD from wild-type
ovaries collected at specific time points (Fig. 2C). Both isoforms
were expressed in all tested follicular stages. Interestingly, Ixra
clearly showed a developmental regulation. In addition, a sig-
nificant peak of its expression was seen at the time when corpus
luteum function is maximal. These data strongly suggested that
the lack of LXR could be, at least in part, associated to an ab-
normal response of the corpus luteum.
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deficient mice compared with wild-type fe-
males. Conversely, gavage of wild-type
mice with the synthetic LXR agonist
T1317 induced an increase of E2 produc-
tion (Fig. 4A). Consistent with increased
E2-production, Star (steroidogenic acute
regulatory protein) and cypllal (cyto-
chrome P450 side chain cleavage) expres-
sion was increased in wild-type animals ga-
vaged with T1317 (Fig. 4B; 1.8- and 1.5-
fold induction for star and cypllal,
respectively; P < 0.05), as previously de-
scribed in other steroidogenic organs (19,
20).Basallevel of cyp11al wasincreased in
LXR ™'~ mice (1.4-fold, P < 0.05) com-
pared with wild-type mice. This could be
partially responsible for the higher basal
level of E2 in this group. No difference in
3Bhsd (3-B-hydroxysteroid dehydroge-
nase I) expression was observed. Aro-
matase/cyp19A1 expression was also mea-

sured in the ovaries. Unexpectedly, its
levels were basally lower than the wild-type
animals. T1317 treatment had no effect on
the various levels.

OO

Ovarian hyperstimulation is

of stimulation () Growing | Preovulatory | Corpus associated with a deregulation of the
follicle follicle luteum . .
inflammatory status in
PMSG hCG

FIG. 2. Superovulation results in hemorrhages in corpora lutea of LXR-deficient mice. A, Representative
histological examination at two magnifications of ovaries from wild-type or LXR-deficient mice. Organs were
stained with hematoxylin/eosin/saffron. Higher magnification is focused in corpus luteum. Hemorrhagic
lesions are shown with arrows (low magnification) or dashed line (high magnification). B, Evans blue dye
content in ovaries of wild-type and LXR™'~ mice, representative of vascular permeability. The ovarian Evans
blue content is expressed as nanogram per milligram tissue. Values are the mean = sem (n = 9 animals per
group). *, P < 0.05 vs. wild type. C, Expression of /xra: and /xr during granulosa/luteal cells purified by LMD
from ovaries collected at specific time points during superovulation protocol. Values are the mean = sim

(n = 3 animals/group). *, P < 0.05 vs. value at 24 h. PMSG, Pregnant mare serum gonadotropin; hCG,

human chorionic gonadotropin.

LXR-null mice have increased ovarian response to
gonadotropins

Because OHSS is caused by an abnormal ovarian response to
gonadotropins, we measured the ovary response after follicle
retrieval following an in vitro fertilization protocol. Expulsed
follicle number was greater in LXR ™/~ females compared with
wild-type mice (Fig. 3A; 2.2-fold, P < 0.02), pointing out the
crucial role of LXRs in the control of the ovarian response.
Among the expelled oocytes, 45 % were dead or presented empty
zonae pellucidae (Fig. 3B).

Ovarian hyperstimulation is linked to increased estradiol
production in LXR-deficient mice

Because estradiol concentration is one of the major factors
involved in the progression of the syndrome (5), ovarian steroids
were measured in the sera of superovulated mice. Whereas no
difference in progesterone concentration was observed among
all groups, estradiol (E2) was shown to be increased in LXR-

LXR-null mice

Measurement of the blood sedimenta-
tion speeds, a widely used clinical marker
of general inflammatory status, at 1 and
2 h showed an increase in LXR ™/~ mice
(5.3-and 6.0-fold, respectively, P < 0.05)
compared with wild-type mice (Fig. SA).
Real-time qPCR analysis of immunity
markers and candidate genes involved in
the progression of the symptoms (Fig. 5B)
was performed in whole ovaries of T1317-gavaged wild-type
and LXR ™/~ animals.

Srebpic, a known LXR-target gene, presented a 3.4-fold in-
duction after treatment with T1317, demonstrating the effi-
ciency of the treatment. Surprisingly, basal expression levels of
the genes encoding LH receptor (LHR), FSH receptor (FSHR),
and VEGF receptor 2 had significantly lower levels in the
LXR /" group (from 25 to 55%). T1317 treatment induced a
60% decrease of fshr expression in wild-type females. IL-6 ex-
pression was increased by 1.75-fold in LXR-deficient mice com-
pared with wild-type females. No difference in vegf, vegf recep-
tor 1, cyclooxygenase 1 and 2, IL-18, and tnfa expression levels
were observed (data not shown). Similar results were obtained
for claudin 5 and cadberin 5 encoding tight junction proteins
whose deregulations are linked to OHSS (23, 24) (data not
shown). Thus, symptoms developed by LXR /™ females are not
underlined by all classical molecular mechanisms involved in
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OHSS but are associated with inflammatory response perturba-
tions as in women developing the syndrome.

Discussion

This study shows for the first time that the LXRa and LXR-
deficient females present many clinical and biological features of
ovarian hyperstimulation syndrome: ovarian enlargement, hem-
orrhages in corpora lutea associated with an increased vascular
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permeability, ovarian hypersensitivity to exogenous gonadotro-
pin stimulation, a high serum estradiol production, and an in-
crease in general inflammatory status.

LXR deficiency leads to an acute ovarian response

Our work suggests for the first time an association between
LXR signaling and OHSS. As for OHSS in women (5, 25, 26),
LXR /" females show many signs of the abnormal ovarian re-
sponse to an exogenous stimulation. Indeed a marked increase in
expulsed follicles during ovulation followed by corpus luteum
formation was observed as well as a higher production of estra-
diol. The poor quality of the oocytes retrieved in transgenic mice
could result from the inability of these animals to perform a
correct meiosis as described by Steffensen et al. (16).

It is now clear that OHSS progression in women is linked to
high expression of cytokines and vascular permeability inducing
factors. Among the many proinflammatory factors tested in this
study, we identified IL-6 as an interesting candidate. Indeed, this
factor is negatively regulated by LXRs in macrophages (7), and
plasmatic and ascitic fluid IL-6 concentrations correlate with
clinical features of OHSS (27). Our data suggest that this factor
could be the molecular link between LXRs and the inflam-
matory status deregulation in these animals. Even though
claudin 5 and cadherin 5 levels were unchanged, the increase
in ovarian vascular permeability of LXR '~ mice could be the
result of a deregulation of another tight junction protein-en-
coding gene.

LXRs regulate ovarian endocrine function

We (19, 20) and others (28) reported that activation of LXR
could modulate the production of steroids in adrenal and testis.
However, few studies have been available regarding the role of
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LXRs in the female reproductive physiology in vivo (16). Our
work shows for the first time that activation of LXRs with a
synthetic agonist increases estradiol levels in the serum, which
seems to result from increased transcriptional regulation of star
and cypllal. As already described for other LXR-target genes
(19), the lack of LXRs in vivo is associated with a higher basal
expression of cypllal.

Superovulated LXR ~/~ female have high serum E2 levels de-
spite a decreased concentration of gonadotropin receptor mR-
NAs. This paradoxical observation is explained by the fact that
FSHR stimulation by its agonists leads to a decrease in the ex-
pression of its gene, both iz vitro and in vivo (29). Because the
LXR-deficient mice are more receptive to pregnant mare serum
gonadotropin treatment, as pointed out by the oocyte counting,
this could explain the highest decrease of fshr expression ob-
served. In parallel, as shown by Tamura et al. (30), the high level
of il-6 mRNA in the LXR ™/~ females is associated with a de-
creased Ibr expression, suggesting that /-6 deregulation is the
primum movens of low [hr mRNA levels. A paradoxical point is
that superovulated LXR ™/~ mice have high E2 levels associated
with normal progesterone levels. Unexpectedly, aromatase/
cyp19A1 mRNA levels were lower in these animals. As suggested by
Tamura et al. (31), the low aromatase expression could result from
the high il-6 mRNA levels. It could therefore be hypothesized that
estradiol increase in the LXR ™/~ mice was also due to the up-reg-
ulation of liver Sultlel (32), which encodes estrogen sulfotrans-
ferase, an enzyme critical for metabolic estrogen deactivation.

Itis important to note that circulating estradiol concentration
in women undergoing controlled ovulation induction is often
monitored because estrogens may be an index of ovarian re-
sponse (4). If serum E2 is elevated, gonadotropin administration
during treatment can be interrupted until E2 concentration
reaches an acceptable range (33). Besides, whereas E2 is not the
main factor influencing development of the OHSS in women, it
is involved in the progression of the symptom.

Altogether, our data show that LXRs control oocyte produc-
tion activity: LXR-deficient females have: 1) an increase of the
inflammatory status possibly induced by an il-6 elevation and 2)
high serum estradiol that could participate to the progression of
the OHSS phenotype. LXRs are key regulators of the energetic
metabolism. Thus, our data raise the question of a good control
of the nutritional balance to improve the outcome of assisted
reproductive technologies. LXR-deficient females are the first
engineered mouse model linking OHSS and oxysterols signaling.
They could help understanding the molecular mechanisms by
which women with high body mass index are at risk of devel-
oping ovarian hyper stimulation syndrome.
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Cholestérol et cancer
de la prostate : données
epidémiologiques

Bien que I'observation d'une accumulation
de cholestérol dans les tumeurs solides ait été
rapportée depuis plus d'un siecle [1], le lien
entre cholestérol et promotion et/ou progres-
sion du cancer a commencé a étre étudié a la
fin du 20%™¢ siecle. Ainsi, bien que la majorité
des études ait été focalisée sur le cancer de la
prostate, les mécanismes impliqués semblent
plus généraux et peuvent s’étendre a d’autres
types de cancers.

En France, le cancer de la prostate repré-
sente le premier cancer et la troisiéme cause
de mortalité par cancer chez '’homme [2]. Son
incidence (121,2 cas pour 100 000 par an) a
augmenté de maniere trés importante ces
deux dernieres décennies avec un taux annuel
moyen d’évolution de + 8.5% entre 2000 et
2005 [2]. L’amélioration des techniques de
diagnostic ainsi que I'augmentation de I'espé-
rance de vie permettent en partie d’expliquer
ces chiffres. Pour autant, des études épidémio-
logiques montrent que les pays d’Asie tels que
la Chine, le Japon ou encore I'Inde présentent
des taux d’incidence nettement plus faibles
que les pays occidentaux comme les Etats-
Unis ou les pays Scandinaves : 'incidence
du cancer de la prostate atteint 137 cas pour
100 000 Afro-Américains par an aux Etats-Unis
contre 1,9 pour des Chinois vivant en Chine
[3]. Lorsque des Chinois de Qidong migrent a
San Francisco, I'incidence de ce cancer passe
de 0,5 a 26 cas pour 100 000 [4]. Ces données
illustrent parfaitement I'implication de deux
composantes dans la survenue de cette patho-
logie : i) une composante génétique « protec-
trice » puisque l'incidence de ce cancer n’at-
teint jamais chez les immigrants asiatiques
celle des Américains non asiatiques ; ii) une
composante environnementale délétere.
Parmi celle-ci, la nature des régimes alimen-

taires, connue pour étre plus riche en lipides
dans les pays occidentaux par rapport aux
pays Asiatiques, pourrait expliquer en partie
ces chiffres [4].

Le cholestérol, un lipide
délétere pour le cancer
de la prostate ?

Quelles sont les bases rationnelles
de ce questionnement ?

Au cours des années 1980-90, de
nombreuses études ont montré une associa-
tion entre le risque de cancer de la prostate et la
consommation de produits d’origine animale
[5], notamment par la présence de lipides dont
la nature exacte restait a déterminer [6]. En
fait, les lipides semblent avoir un impact sur
l'augmentation des cancers métastatiques plus
que sur l'incidence totale des cancers. Alors
que certains nutriments comme le calcium et
certains lipides comme les acides gras permet-
tent d’expliquer 'association observée entre
consommation de produits laitiers et risque de
cancer de la prostate de haut grade, le risque lié
a la consommation de viande rouge reste inex-
pliqué [5], orientant de fait les études vers un
autre lipide : le cholestérol. Pendant de longues
années, les liens existant entre la consomma-
tion excessive de cholestérol, les taux de choles-
térol circulant et le risque de cancer de la pros-
tate ont soulevé la controverse [7].

D’un coté, contrairement au postulat de
départ, certaines études ont d’abord démon-
tré I'existence d'une corrélation entre la surve-
nue de cancer et de faibles taux de cholestérol
circulant [8]. Cette corrélation inverse s’ex-
plique en fait par I'inclusion dans les cohortes
de patients atteints d’autres cancers encore
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Figure1. Principales enzymes impliquées dans la synthése endogéne du cholestérol.

Les androgenes stimulent la voie de biosynthése du cholestérol en induisant I'expression des enzymes
marquées d’'un @. Parmi les 19 réactions mises en jeu pour la formation du cholestérol depuis le lanostérol,
les androgenes stimulent la 3-3-hydroxystérol-A-24 réductase (DHCR24). A I'inverse, les statines bloquent
cette voie en inhibant 'HMGCoA réductase (D’aprés Brown et Goldstein [38]).

non diagnostiqués et connus pour
diminuer les quantités de cholesté-
rol circulant [9]. En effet, il a ensuite
été établi que le niveau de cholesté-
rol circulant diminue avant les signes
d’appel et le diagnostic du cancer. Ainsi
cette corrélation inverse est perdue si
les 5 a 9 premieres années de suivie

sont exclues des études [10, 11]. Ces
données démontrent que l’associa-
tion entre de faibles taux de cholesté-
rol circulants et le risque de cancer est
donc due a un lien de causalité inverse.

D’un autre c6té, des études ont
montré qu'un « faible » taux de choles-
térol circulant (< 200 mg/dl) est asso-

cié a une réduction du risque de déve-
lopper un cancer de la prostate de haut
grade (score de Gleason 8-10) [12].
Existe-il alors une association entre la
prise de statines, agents hypocholes-
térolémiants, et le risque de cancer ?
Les statines se concentrent essen-
tiellement au niveau du foie et leurs
effets hypocholestérolémiants s’expli-
quent majoritairement par I'inhibi-
tion de la 3-hydroxy-3-méthylgluta-
ryl coenzyme A (HMG-CoA réductase),
enzyme limitante de la voie de biosyn-
these du cholestérol depuis le mévalo-
nate (Figure 1). Les études épidémio-
logiques rétrospectives effectuées sur
des cohortes de patients traités pour des
maladies cardiovasculaires montrent
que la prise de statines diminue de
facon importante le nombre de cancers
agressifs de la prostate [13, 14] surtout
lorsque la durée du traitement est supé-
rieure a 5 ans [15, 16].

Au final, ces données épidémiolo-
giques montrent que de fortes quanti-
tés de cholestérol circulant augmentent
le risque de cancer avancé de la pros-
tate alors que la prise d’agents hypo-
cholestérolémiants comme les statines
diminue ce risque, indiquant de facto le
role promoteur du cholestérol dans la
progression tumorale et/ou 'invasion
meétastatique.

Le cholestérol dans
les tumeurs prostatiques

Apres les travaux de White [1] qui
montrent une accumulation de cris-
taux de nature lipidique dans les
tumeurs, Swyer et al. sont les premiers
a rapporter une augmentation de
cholestérol dans les zones atteintes
d’hypertrophie bénigne de la prostate
par rapport aux tissus sains [17]. Par la
suite ces observations se sont généra-
lisées a d’autres types de cancers tels
que les tumeurs gastro-intestinales, du
poumon ou du rein. Deux mécanismes
ont été identifiés :

—une augmentation du captage du
cholestérol circulant [18, 19] associée a
la perte des mécanismes régulateurs de
I'expression du récepteur aux LDL [20] ;

—une augmentation de l'expression
des enzymes de la voie de syntheése du
cholestérol comme I'HMG-CoA réduc-
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tase [21] (Figure 1). Dans les deux cas,
il s’agit de mécanismes actifs qui favo-
risent la disponibilité intracellulaire du
cholestérol au cours du développement
tumoral. Nygren et al. observent égale-
ment une augmentation de cholesté-
rol dans les cellules qui entourent les
tissus cancéreux et suggerent alors un
évenement précoce dans la transfor-
mation tumorale [22]. Ceci souleve la
question des mécanismes moléculaires
par lesquels le cholestérol peut favori-
ser la progression tumorale.

Rafts lipidiques et cancer
de la prostate

Dans les membranes plasmiques ou
intracellulaires, le cholestérol s’accu-
mule en partie dans des radeaux (rafts)
lipidiques, aussi connus sous le nom
de DRM (detergent-resistant membrane
domains) ou encore DIG (detergent-inso-
luble, glycolipid-enriched complexes). La
présence de la cavéoline 1, marqueur
des radeaux lipidiques, est un signe de
mauvais pronostic associé aux cancers
agressifs de la prostate [23, 24]. A l'in-
verse, 'administration d'un anticorps
dirigé contre la cavéoline 1 bloque la
dissémination métastatique du cancer
de la prostate chez la souris, suggé-
rant le lien potentiel entre les rafts et
la progression tumorale [25]. Depuis
ces derniéres années les rafts lipidiques
sont considérés comme de véritables
plateformes impliquées dans la trans-
duction des signaux intracellulaires.
Ainsi la serine-thréonine kinase AKT est
activée par phosphorylation au niveau
de ces microdomaines lipidiques pour
stimuler les processus de survie et de
croissance cellulaire dans les tumeurs
prostatiques. Cette phosphorylation est
en partie dépendante de la présence de
cholestérol dans la membrane qui, par
sa présence, augmente la coalescence
des rafts facilitant ainsi le recrutement
de AKT au niveau de la membrane plas-
mique [26]. Le traitement des cellules
cancéreuses prostatiques par la simvas-
tatine (statine), la méthyl-beta-cyclo-
dextrine (chélateur de cholestérol) ou la
filipin (agent dispersant le cholestérol
dans la membrane), diminue la phos-
phorylation de AKT au niveau des rafts
et entraine par conséquent l’apoptose

des cellules [27]. Ce role du cholesté-
rol membranaire semble spécifique des
cellules cancéreuses puisque la filipin
ne modifie ni la phosphorylation de
AKT ni I'apoptose des cellules normales
de prostate PrEC [28].

Des récepteurs nucléaires
modulant les taux

de cholestérol comme
cibles pharmacologiques
dans le cancer de

la prostate ?

L’homéostasie du cholestérol est
sous le controle de certains récepteurs
nucléaires tels que ceux des oxysté-
rols (LXR ; Liver X Receptor) et celui des
androgenes (AR ; Androgen Receptor). Un
dysfonctionnement de ces facteurs de
transcription pourrait permettre d’ex-
pliquer les déréglements lipidiques
observés dans les cellules tumorales,
en en faisant ainsi des cibles pharma-
cologiques.

Ces récepteurs nucléaires sont des
facteurs de transcription activables
par des ligands. D'un point de vue
structural, ils sont schématiquement
constitués de trois domaines fonction-
nellement indépendants (pour une
revue lire [29]). Du c6té amino-termi-
nal, le domaine modulateur possede
une fonction d’activation de la trans-
cription AF1 (Activating Function 1)
indépendante du ligand et possede
plusieurs sites putatifs de phospho-
rylation. Le domaine central de liaison
de ’ADN est constitué d'une structure
en doigts de zinc comportant une boite
P impliquée dans la spécificité de fixa-
tion a I’élément de réponse hormo-
nale et la boite D, responsable de 1'hé-
térodimérisation des récepteurs, ainsi
qu’une région carboxy-terminale (CTE)
participant aussi a la spécificité de fixa-
tion a I’élément de réponse. Enfin, le
domaine carboxy-terminal est consti-
tué d’'une poche hydrophobe autori-
sant la fixation du ligand ; il permet
également la dimérisation du récep-
teur et posseéde une région transacti-
vatrice AF2 (Activating Function 2) qui
est démasquée en présence du ligand
et qui peut recruter des co-activateurs,
acteurs moléculaires indispensables a
I'initiation de la transcription.

Il Androgen receptor (AR)

Les androgenes font partie des
principaux facteurs responsables de
la progression du cancer de la pros-
tate. Ainsi, I’administration d’anti-
androgenes tels que le bicaluta-
mide (Casodex®), la cyprotérone
(Androcur®), le flutamide (Eulexine®)
ou le nilutamide (Anandron®), visant a
bloquer I'action des androgenes sur AR,
voire le finastéride (Chibro-Proscar®)
ou le duastéride (Avodart®), tous deux
inhibiteurs de la 5-alpha-réductase, est
une thérapie couramment utilisée dans
le traitement du cancer de la prostate.

Il est intéressant de noter que
certains genes cibles des androgénes
sont impliqués directement dans le
meétabolisme du cholestérol (Figure 1).
C’est le cas de la 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA synthase (HMGCo-A-
Synt) et reductase (HMGCo-A-Red),
la farnesyl diphosphate synthase,
la 3-B-hydroxysterol-A-24 reductase
(DHCR24), la squalene synthase (SQS)
qui interviennent dans la synthese du
cholestérol mais aussi de la sterol regu-
latory element-binding protein-2 (SREBP-
2), facteur de transcription contrélant
les genes de synthése du cholestérol
ou encore de SREBP-cleavage-activating
protein (SCAP), senseur de cholestérol
responsable de l'activation de SREBP.
De méme, les androgénes controlent
I'entrée et I’efflux de cholestérol en
régulant respectivement 1’expression
du récepteur aux LDL (LDLR) et des
transporteurs membranaires tels que
ATP-binding cassette A1 (ABCA1) (pour
une revue lire [30]). Le controle trans-
criptionnel de ces genes cibles a pour
conséquence une augmentation de
la concentration en cholestérol intra-
cellulaire qui s’explique a la fois par
une stimulation de sa synthese, une
augmentation de son entrée depuis
le milieu extracellulaire et enfin une
inhibition de son efflux (Figure 2).
De maniere intéressante, le choles-
térol ainsi accumulé peut étre utilisé
par les cellules tumorales prostatiques
comme substrat pour la synthese d’an-
drogenes [31] (Figure 2). Cette capa-
cité de synthese de novo d’andro-
génes confere un avantage certain aux
cellules qui ne sont alors plus dépen-
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dantes des androgenes circulants. Ce
meécanisme permet de comprendre i)
la sensibilité/dépendance importante
des tumeurs prostatiques vis-a-vis du
cholestérol par rapport aux autres types
de tumeurs et ii) comment la croissance
des cellules tumorales devient inexora-
blement indépendante des androgenes
et donc d’expliquer I'évolution vers un
échappement thérapeutique. De facon
simpliste on peut évoquer un cercle
vicieux dans lequel les androgénes
favorisent I'accumulation de cholesté-
rol, lui-méme utilisé pour la production
d’androgenes (Figure 2).

Cette dépendance des cellules
tumorales vis-a-vis du cholestérol est
maintenant bien caractérisée et les
effets du cholestérol sur le développe-
ment tumoral (direct ou indirect via
les androgenes) sont bien établis. Ainsi
est-il possible qu’un des mécanismes
d’action des anti-androgeénes passe
par le blocage de ’accumulation de
cholestérol dans la cellule cancéreuse
et inhibe, au moins temporairement,
la progression tumorale.

Il Liver X Receptor

Isolés initialement dans le foie, les
deux isoformes de ces récepteurs, LXRo.
et LXRB, ont jusqu’a 80 % d’identité
dans les domaines de liaison de ’ADN
et de ’hormone. LXR est ubiquiste,
alors que LXRa a une expression plutdt
restreinte aux tissus présentant un fort
métabolisme lipidique (pour une revue
lire [32]). Les LXRs forment des hété-
rodimeres obligatoires avec le récep-
teur nucléaire de ’acide rétinoique
9-cis RXR (Retinoid X Receptor). En I'ab-
sence de ligand et dans leur fonction-
nement canonique, les hétérodimeres
RXR/LXR sont constitutivement fixés
sur leurs €éléments de réponse a I’ADN.
Les ligands des LXRs sont les oxysté-
rols, dérivés naturels du cholestérol.
Des agonistes synthétiques tels que
le T0O901317 ou le GW39635 capables
d’activer spécifiquement les LXRs ont
été développés. La présence d'un des
deux ligands (de RXR ou LXR) induit
le recrutement de co-activateurs
créant un environnement permissif
pour l'initiation de la transcription.
L'étude phénotypique de souris dont

de cholésterol

Cholestérol
LDL
SCAP-Insig  Antagonistes LDLR Antagonistes
pharmacologiques pharmacologiques
IDOL l

s Androgénes SULT2AV1\ ™
SREBP-2 o1
Synthese RAFTS

AlKTo
v Survie
o de prolifération

Figure 2. Régulation de 'homéostasie du cholestérol dans une cellule tumorale prostatique : actions

de AR et LXR.

ABCAT1: ATP-binding cassettes A1, AR : androgen receptor, Chol. : cholestérol, IDOL: inducible degrador
of LDLR, LDL : low density lipoprotein, LDLR : Idl receptor, LXR : liver X receptor, AKT : alpha serine/threo-
nine-protein kinase, SCAP: SREBP-cleavage-activating protein, SULT2A1 : hydroxysteroid-sulfotrans-
ferase 2A1, SREBP-2: sterol regulatory element-binding protein-2, STS : steroid-sulfatase. Les facteurs
favorisant la progression tumorale apparaissent en rouge. A I'inverse, en vert, figurent les éléments qui
inhibent la progression. Les pointes de fleches symbolisent une activation tandis que les fleches plates

indiquent une inhibition. P : Phosphorylation.

les génes codant LXRa et LXRp ont été
invalidés par recombinaison homo-
logue (Ixro.; B-/-) et I’analyse de leurs
protéines cibles ont permis d’asso-
cier les LXRs in vivo a cinq grandes
fonctions physiologiques [32] : (1) le
controdle de ’lhoméostasie du choles-
térol et (2) de celle des acides gras, (3)
le contrdle de la glycémie, (4) l'in-
flammation et (5) la stéroidogenése.
Au niveau de ’'homéostasie lipidique,
les LXRs sont considérés comme des
facteurs hypocholestérolémiants. En
effet lorsque les souris 1xra-/- sont
nourries avec un régime hypercho-
lestérolémiant, elles développent une
hépatomeégalie caractérisée par une
accumulation d’esters de cholestérol
dans les hépatocytes, non compen-
sée par la présence de LXRB. Chez les
souris sauvages, LXRo. stimule 'expres-
sion du geéne codant la cholesterol-7o.-
hydroxylase (CYP7A1), enzyme cataly-
sant I'étape initiale et limitante de la
biosynthese des acides biliaires a partir
du cholestérol, permettant la transfor-
mation et I’élimination de 1’exces de
cholestérol en acides biliaires par l'in-
testin. La stéatose hépatique des souris
Ixra-/- est due a une faible expression
du geéne cyp7al. De plus, les LXRs

stimulent I’expression de certains
transporteurs de la famille ATP-Binding
Cassettes (ABC) comme ABCA1, ABCGS
et ABCGS, responsables de I'efflux de
cholestérol des cellules. Par ailleurs les
LXRs stimulent le retour hépatique du
cholestérol par les high density lipopro-
tein (HDL) via la régulation des apoli-
poprotéines ApoE/CI/CII/CIV qui les
composent. Les LXRs sont également
capables de limiter ’entrée de choles-
térol dans les cellules en inhibant le
récepteur des LDL (LDLR) [33]. Ce
mécanisme indirect passe par la régu-
lation transcriptionnelle du gene indu-
cible degrador of LDLR (idol). En outre,
I'activation des genes codant sterol regu-
latory element binding protein 1c (srebp-
o), fatty acid synthase (fas) et acetyl-CoA
carboxylase (acc) confére aux LXRs un
effet hypertriglycéridémiant tempo-
raire, favorisant les voies de synthese
des acides gras. Enfin, les LXRs sont
des régulateurs fondamentaux de la
synthese de stéroides aux niveaux
cortico-surrénalien, ovarien et testi-
culaire, et interviennent dans le méta-
bolisme hépatique des androgenes
[34]. En effet, 'activation pharmaco-
logique par du T0O901317, ou la surex-
pression génique de Ixra dans le foie
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entraine une diminution de la quan-
tité de testostérone dans les tissus cibles
tels que la prostate et ce par deux méca-
nismes bien établis :

— LXRo active I'expression de
sult2al, une hydroxysteroid-sulfotrans-
ferase essentielle pour la désactivation
métabolique des androgenes et

— LXRo inhibe I’expression de
sts, une steroid-sulfatase qui active les
androgénes par sulfatation. Ainsi le
traitement de souris par le T0901317
ou la surexpression hépatique de Ixra
entraine une diminution de la taille des
prostates. En culture de cellules, I'acti-
vation des LXRs bloque a la fois la crois-
sance cellulaire et 'expression du gene
prostate specific antigen (psa) induite
par les androgenes. Malgré 1’absence
d’étude claire a ce sujet, il est tout a fait
possible d’envisager que cette « activité
anti-androgénique » des LXRs puisse
participer au blocage de l'activité lipo-
génique de AR décrite précédemment
et ainsi s'opposer a I'accumulation de
cholestérol dans les cellules.

Le traitement de lignées cellu-
laires tumorales prostatiques par des
agonistes naturels des LXRs, tels que
le 22(R)-hydroxycholestérol et le
24(S)-hydroxycholestérol, ou synthé-
tique, comme le T0901317, entraine
un ralentissement du cycle cellulaire
caractérisé par une diminution de I'ac-
cumulation de Skp2 [35]. Skp2 est une
protéine responsable de la dégradation
par le systéeme ubiquitine-protéasome
de protéines inhibitrices du cycle cellu-
laire telles que p27Kip1. Le traitement
de cellules LNCaP par du T0901317
entraine alors une augmentation de
p27Kipl qui est peu ou pas dégradée
par le protéasome pouvant ainsi expli-
quer l'effet inhibiteur du T0901317 sur
le cycle cellulaire. De plus, le traitement
des cellules LNCaP avec du T0901317
provoque une augmentation de l'ac-
cumulation de ABCA1 et l'efflux du
cholestérol vers le milieu extracellulaire
cellulaire [35] (Figure 2). Les auteurs
proposent ainsi que 'activité antipro-
liférative du T0901317 passe, au moins
en partie, par cette diminution de la
quantité de cholestérol intracellulaire.

Plus récemment nous avons mis
en évidence l'activité pro-apoptotique
des LXRs. Leur activation entraine la

mort des cellules de LNCaP (lymph node
cancer prostate) par apoptose et une inhi-
bition de la croissance tumorale sur des
modeles de xénogreffes [36]. Nos résul-
tats montrent que 'activation des LXRs
diminue la quantité de cholestérol intra-
tumorale par un contrdle transcription-
nel des transporteurs ABCG1, respon-
sables, comme ABCA1, de l'efflux de
cholestérol. ’analyse de la composition
et des caractéristiques morphologiques
des rafts membranaires par microscopie
a force atomique a permis de montrer
que cette diminution intracellulaire de
cholestérol se traduisait par une réduc-
tion de leur taille mais aussi de leur acti-
vité. L'activation des LXRs s’accom-
pagne d'une diminution importante
de la protéine phospho-AKT, acteur clé
dans les mécanismes de survie cellulaire
connu pour étre activé par phospho-
rylation au niveau des rafts (Figure 2).
L'apport exogene de cholestérol main-
tient la phosphorylation de AKT dépen-
dante des rafts et bloque ainsi I’apoptose
induite par l'activation des LXRs.
Ainsi, ces données démontrent
les propriétés « anti-oncogéniques »
des LXRs, a la fois par leur action sur
la biodisponibilité des androgénes au
niveau des cellules prostatiques, sur
I’accumulation de molécules clés du
cycle cellulaire, et la modulation de
la distribution du cholestérol dans
les rafts lipidiques via le contrdle des
cassettes d’efflux de cholestérol.

Conclusion

Qu’elle soit d’origine alimentaire ou
bien la résultante de diverses dérégula-
tions, une quantité élevée de cholesté-
rol dans les cellules cancéreuses est un
facteur favorisant la progression tumo-
rale. Les composés pharmacologiques
qui diminuent directement ou indirecte-
ment la quantité de cholestérol intracel-
lulaire sont capables d’inhiber la proli-
fération et la survie cellulaire. La figure
2 schématise la gestion du cholestérol
dans une cellule tumorale prostatique
avec les acteurs (en rouge) qui favori-
sent la présence de cholestérol et donc
la progression tumorale et a I'inverse, les
acteurs (en vert) qui s’'opposent a 'accu-
mulation de cholestérol et inhibent le
développement tumoral. Pour l'instant,

I'accumulation de cholestérol au niveau
des rafts est le mécanisme principal par
lequel le cholestérol favorise la survie
et la prolifération cellulaire. Ainsi, I'ac-
tion antiproliférative des statines ou des
agonistes de LXR passe par une dimi-
nution de l'activité des rafts. Ce méca-
nisme largement décrit dans le cancer
de la prostate s’étend plus largement a
d’autres types cancers. Actuellement, les
recherches s’orientent logiquement vers
I’étude de composés pharmacologiques
capables d’inhiber la formation des rafts
(edelfosine) et Mollinedo et al. présen-
tent des résultats prometteurs quant a
l'utilisation de I'edelfosine dans le traite-
ment des myélomes multiples [37].

(Travaux en partie financés par la FRM, la
Fondation BNP-Paribas, I’ARC, La Ligue
Contre le Cancer, I’ARTP, la région Auvergne).
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1

Introduction: Liver X receptors (LXR) are transcription factors that belong to
the nuclear receptor superfamily. Natural derivatives of cholesterol, known
as oxysterols, have been identified as agonistic ligands of LXR. They are thus
mainly considered to be intracellular cholesterol ‘sensors’ whose activation
leads to decreased plasma cholesterol. Their implication in other physiologic
processes currently prevents their use as therapeutic targets, because of
potentially deleterious side effects.

Areas covered: The various LXR agonists and antagonists, along with the
physiological functions of LXR. Putative clinical targets including atheroscle-
rosis, diabetes, Alzheimer's disease, skin disorders, reproductive disorders
and cancer.

Expert opinion: LXR are promising pharmacological targets because of the
high potential to develop ligands owing to the variety of natural or synthetic
agonists. Three aspects should be developed to select a LXR-ligand for treat-
ment of human disease: bio-availability; isoform specificity; tissue specificity.
This will allow the development of selective liver X modulators (SLiMs). The
challenge is to overcome deleterious side effects to establish LXR as new
pharmacological targets.

Keywords: cancer, human diseases, LXR, nuclear receptors, pharmacology, reproduction
Expert Opin. Ther. Targets (2011) 15(2):1-14

1. LXR, two members of the nuclear receptor superfamily

Liver X receptor (LXR) a (NRT1H3) and LXRb (NR1H2) belong to a subclass of
the nuclear receptor superfamily, that form obligatory heterodimers with retinoid
receptor (RXR) [11, the receptor of 9-cis retinoic acid. In humans LXRa and
LXRb are encoded by two distinct genes located on chromosomes 11p11.2 and
19q13.3, respectively. LXR were initially isolated from a human liver cDNA library
as orphan receptors [1,2]. Later, oxysterols, which are oxidized derivatives of choles-
terol, were identified as their natural ligands (3] and the first physiological functions
were associated with cholesterol homeostasis.

LXRa was initially described as being highly expressed in a restricted subset of
tissues known to play an important role in lipid metabolism such as liver, small
intestine, kidney, spleen and adipose tissue whereas LXRb was found to be
ubiquitously expressed [41 (for LXR distribution in mouse see [51).

1.1 Structure

Similar to other nuclear receptors, both LXR isoforms comprise four distinct
domains: i) an amino-terminal activation domain (AF-1), recruiting
ligand-independent co-activators, ii) a DNA-binding domain containing two zinc
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Article highlights.

- Liver X receptors (LXR) are nuclear receptors activated
by natural and synthetic ligands. The chemical range of
these ligands is broad, which opens up various
opportunities to design new activators.

- LXR modulate numerous physiological functions: fatty
acid and cholesterol synthesis and metabolism, glucose
homeostasis, steroidogenesis and immunity.

. LXR-deficiency in mice results in several pathologies
mimicking pathological conditions in humans
(atherosclerosis, diabetes, Alzheimer's disease, skin
disease, male and female reproductive disorders and
cancers). This demonstrates that LXR could be potent
pharmacological targets.

- The design of new ligands will have to focus on their
bioavailability and specificity towards LXR isoforms and
target tissues.

This box summarizes key points contained in the article.

fingers, iii) a hinge domain, binding co-repressors in absence
of ligand and iv) a multi-functional carboxy-terminal domain,
required for dimerization, containing a hydrophobic ligand-
binding site and a transactivation domain (AF-2) recruiting
co-activators [6,7]. Interestingly, even though both DNA-
and ligand-binding pockets share 80% identity, human and
mouse LXRDb are shorter than LXRa in their N-terminal
domain (12 and 11 amino acids, respectively) and longer
in the hinge region (23 and 18 amino acids, respectively)
(Figure 1). This fact could account for the lack of redundancy
in vivo, even though both LXR isoforms bind similar DNA
sequences and ligands in vitro.

1.2 Mechanism of activation

In the absence of ligand, Li et al. showed that LXR are acety-
lated proteins [s] (at residues K432 in LXRa and K433 in
LXRD, adjacent to the AF2 domain) and constitutively bound
with RXR to their LXR response element (LXRE) localized
on target gene promoters. The heterodimer interacts with
co-repressors, for example nuclear receptor co-repressor
(N-CoR) or silencing mediator for retinoic acid and thyroid
hormone receptor (SMRT) (9], which blocks transcription
by recruitment of histone deacetylase through the interaction
with proteins such as stress activated MAP kinase interacting
protein 3A (Sin3A) r10] (step 1, Figure 2). Oxysterol binding
to LXR (step 2) leads to modifications of the carboxy-
terminal domain that in turn induce the release of the
co-repressors. This rearrangement leads to the release of helix
12 that acts as a trap blocking the ligand in its binding pocket.
This reinforces interactions of co-activators such as activating
signal cointegrator-2, (ASC-2) 1111 on the AF-2 domain [12].
This cascade of events sets the chromatin into a permissive
state (step 3). Concomitantly, sirtuine 1 induces the
deacetylation of LXR (step 4). This is followed by LXR
ubiquitinylation (step 5) and degradation by the proteasome
(steps 6 and 7).

1.3 Ligands

Among the various molecules that can bind LXR, agonists
induce the transcriptional activity of LXR while antagonists
block their activities on target genes.

1.3.1 Ligands with agonistic activity

A large number of natural LXR ligands have been
described. In mammals the physiological LXR agonist
ligands are oxysterols, oxidized metabolites of cholesterol
(for a review on oxysterols see [13]. Schematically, in mam-
mals, there are two sources of plasmatic oxysterols:
i) in vivo production by enzymatic or chemical pathways;
ii) exogenous nutritional supply [71. Natural activating oxy-
sterols include 22(R)-hydroxycholesterol in steroidogenic
tissues, 24(S)-hydroxycholesterol in brain and plasma,
24(S). 25-epoxycholesterol mainly found in the liver
and 27-hydroxycholesterol in macrophages. These oxy-
sterols have been reported to activate both LXRa and
LXRb [37,141. Besides these oxysterols, other cholesterol
derived molecules such as the follicular fluid meiosis acti-
vating sterol (FF-MAS) have been described as potent
activators of LXRa. Likewise, desmosterol, a cholesterol
precursor produced from zymosterol, could also activate
LXR [15]. Molecules derived from the bile acid pathway in
particular natural 6a-hydroxylated bile acids have been
proposed as putative ligands inducing transcriptional
activity of LXRa [16]. Various compounds derived from
plants or fungi are potential activators of LXR. These
include ergostan4,6,8,22-tertraen-3-one derived from Toly-
pocladium inflatum [17], a fungus isolated from Norwegian
soil that produces cyclosporin in certain conditions; acan-
thoic acid from rollinia [18], an exotic tropical fruit; gynosa-
porine from Gynostemma pentaphyllum [19], also called
jiaogulan, an herbaceous vine of the family Cucurbitaceae;
paxillin from Penicillium paxilli 191, a fungus. Interestingly
these molecules do not necessarily present an oxysterol-
like structure, which suggests that the pharmacology of
LXR and the discovery of natural ligands are at the
beginning of their history.

Many pharmaceutical companies have screened poten-
tial LXR ligands (for a review see [201). Among them
T0901317 211 and GW3965 [22], two nonsteroidal synthetic
LXR agonists, are commonly used in experimental studies.
T0901317, in contrast with GW3965, is not completely
selective for LXR [23-25]. However, a human therapeutic use
of these molecules is impossible because of their temporary
hypertriglyceridemic effect [26-28]. A promising synthetic
ligand was identified by Makishima's group [29]. Derived
from ergosterol, a phytosterol of fungal cell membranes,
(22E)-ergost-22-ene-1a,2b diol (YT-32) proved to be a
potent LXR activator in vitro as well as in vivo. It induced a
reduction in plasma cholesterol concentration and was not
associated with the hypertriglyceridemia normally observed
with synthetic LXR agonists. To explain this selectivity,
Kaneko et al. [29] suggested that YT-32 may reduce the
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Figure 1. Protein sequence alignments of human (h) and mouse (m) LXRa and LXRb. (*) identical amino acids; (:) similar amino
acids; (.) structurally related amino acids. The 9 Cys of the DNA-binding domain are indicated in red type. DNA- and ligand-
binding domains are underlined in red and blue, respectively. The two zinc fingers are boxed. P box, D box, hinge region,
alpha helixes (H) and beta sheet (S) are shadowed in yellow, purple, gray, red and green, respectively. Amino acids LLSEIWD
within the AF2 domain are in bold type. The contact surfaces with the cofactor glutamate receptor interacting protein (GRIP)
are shadowed in deep turquoise. Amino acids allowing the anchorage/discrimination of agonists (open circles), 22(S)
hydroxycholesterol (black circle) and poly unsaturated fatty acids (black squares) are according to [12,109]. The positions of the

alpha helixes are according to [110].

intestinal absorption of cholesterol, by inducing expression of
the transporters ATP-binding cassette, sub-family G (ABCG)
5 and ABCG8 (see Section 2.1.1.3), which could excrete the
compound from the apical membranes of mucosal cells.
A second hypothesis was that YT-32 could be secreted into

the bile by ABCG5 and ABCGS8, before it could induce
expression of lipogenic genes in the liver. A third explanation
could be a tissue-specific agonist activity depending
on co-factor recruitment as observed for selective estrogen
receptor modulators. GSK has also developed a non steroidal
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Figure 2. Schematic representation of the activation/inhibition cycle of liver-X-receptor (LXR) heterodimerizing with retinoid
X receptor (RXR). In the absence of ligand, LXR/RXR is bound on DNA together with transcriptional co-repressor. Agonist
binding of one of the two receptors will induce departure of co-repressor (for example nuclear receptor corepressor (NcoR))
and recruitment of a large series of co-activator (for example activating signal cointegrator-2 (ASC-2)) on the AF2 domain. At
the same time, transcriptional machinery proteins and RNA polymerase Il will increase the transcription of the target gene,
which will fianlly activate the physiological response. The role of Sirtuine 1 (Sirt1) is to deacetylate LXR, which will be

ubiquitinylated and directed toward the proteasome.
Adapted from [111].
Ac: Acetylation; HDAC: Histone deacetylase; Ub: Ubiquitin.

compound closely related to GW3965 (GW6340) (301, which
specifically activates intestinal ABCA1, G5 and G8 expression
(see Section 2.1.1.3) in the absence of hepatic target
gene induction.

Whyeth's compound (LXR-623, an indazole) was tested in
Phase | clinical trials [31,321: LXR target genes involved in the
reverse transport of cholesterol were upregulated in the mac-
rophages of healthy volunteers without any induction of
triglyceride synthesis. However, trials were terminated after
observation of adverse effects on theCNS. Pharmaceutical
companies have focused their efforts on the identification of
molecules specific of each LXR isoform. Unfortunately, as
described above, there are only minor differences in the
LBD of LXRa and LXRDb (Figure 1). This high similarity pre-
vents the development of a or b-selective ligands. Neverthe-
less Wyeth Company has demonstrated that heterocyclic
scaffolds such as WYE-672, a phenylsulfone-substituted
quinoxaline, are orally active and LXRb selective agonists [33].

1.3.2 Ligands with antagonistic activity

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) known to be PPARa
and PPARd agonists, especially arachidonic acid, are the
main competitive natural antagonists of the interaction
between LXRs and their ligand [34,35]. A physiological role
of such antagonistic activity has been found associated with
the regulation of hepatic fatty acid elongase 5 (Elovl5; [36]).
Indeed, PUFAs could mediate a negative feedback regulation
on their own synthesis by blocking the transcription of sterol
regulatory element binding protein 1c (srebp1c), a master gene
involved in fatty acid synthesis, through repression of LXRa
(for more details see Section 2.1.2).

Guttiferone from Garcinia humilis (37], a fruit commonly
known as achacha and traditionally grown in Bolivia, and
riccardin, from the liverwort Blasia pusilla [38], are natural
antagonist compounds. From a therapeutic point of view,
there is little need for LXR inhibition. It is therefore
not surprising that very few synthetic compounds with
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antagonist activity have been identified. 22(S)-hydroxycholes-
terol (391 and esterified-fibrates (401 block LXR activity by
occupation of the ligand-binding pocket without induction
of co-factor recruitment.

2. Physiological functions of LXR

Over the last two decades, identification of the physiological
functions of nuclear receptors has been the main focus of
many research teams throughout the world. It has led to the
development of new biological concepts such as ‘reverse endo-
crinology’ (411. The development of synthetic agonists and the
study of LXR-deficient mice (LXR knock out or LXR”" mice)
have resulted in the discovery of unanticipated nuclear signal-
ing pathways for oxysterols with important physiological and
pharmacological ramifications. Altogether, LXR functions can
be schematically associated with four physiological functions:
i) lipid metabolism including fatty acid and cholesterol
homeostasis, ii) glucose homeostasis, iii) steroidogenesis, and
iv) immunity (Figure 3).

2.1 LXR and lipid metabolism

2.1.1 Regulation of cholesterol homeostasis

LXR regulate cholesterol homeostasis by acting on three path-
ways: inhibition of de novo synthesis, induction of bile acid
synthesis and activation of reverse cholesterol transport.

2.1.1.1 De novo synthesis

LXRa-deficient mice are characterized by a higher basal
expression of several genes involved in hepatic cholesterol
metabolism such as srebp2 and its target genes HMG-
CoA reductase and synthase, farnesyl diphosphatase and squa-
lene synthase [42]. In addition, T0901317 inhibits expression
of the genes encoding squalene synthase and HMG-CoA
synthase in vivo [21].

2.1.1.2 Bile acid synthesis

LXRa-, but not LXRb-, deficient mice, develop hepatic stea-
tosis resulting from cholesteryl ester accumulation when fed a
cholesterol-rich diet [421. This phenotype is caused by ham-
pered upregulation of the cyp7a1 gene, which encodes the first
and rate-limiting enzyme of bile acid synthesis from choles-
terol. It is noteworthy that cyp7al regulation by LXRa is
only observed in rodents [43].

2.1.1.3 Reverse cholesterol transport

In the reverse transport process, excess cholesterol is carried by
high-density lipoproteins (HDL) from peripheral tissues to
the liver where it can be metabolized. The ATP-binding
cassette (ABC) transporters, involved in cholesterol removal
from cells to extracellular acceptors, are essential for the regu-
lation of cellular cholesterol concentrations. Mutations of
the ABCA1 gene are detected in Tangier disease, a familial
HDL-deficiency associated with a high risk of developing
atherosclerosis [44]. Likewise, mutations of ABCG5 and
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ABCG8 have been described in patients with b-sitosterolemia,
a rare autosomal recessively inherited lipid metabolic disorder,
characterized by hyperabsorption and decreased biliary excre-
tion of dietary sterols, leading to hypercholesterolemia. This
indicates the role of these proteins in the regulation of choles-
terol accumulation in intestine [45]. In fact, LXR activation
increases the expression of ABCA1 (46,47, ABCGT1 [46,471 and
ABCG5/ABCGS8 (41 by binding to LXRE in their promoters.
In vivo, abcal regulation is abrogated in macrophages and
intestine of LXRab knockout mice, demonstrating that
ABC transporters are critical for the ability of LXR to enhance
reverse cholesterol transport.

Another mechanism involving LXR and the reverse
transport of cholesterol is the induction of apolipoprotein
encoding genes, such as apoE [48].

2.1.2 LXR and fatty acid metabolism

Repa et al. first described the interplay between cholesterol
and fatty acid metabolism by demonstrating that the srebpic
gene, which encodes a membrane-bound transcription factor
of the basic helix-loop-helix-leucine zipper family involved
in fatty acid metabolism, was a genuine target gene of LXR.
Analysis of the mouse srebpl1c gene promoter revealed an
RXR/LXR DNA-binding site that is essential for this requla-
tion [49. Schultz et al. showed that T09013017 treatment of
wild-type mice upregulated scd1 (steraoyl-CoA desaturase 1),
acc (acetyl CoA carboxylase) and fas (fatty acid synthase),
increasing hepatic triglyceride content and plasma triglyceride
concentration [21]. These effects are absent in LXRa™" but not
LXRb”" mice, suggesting that LXRa is the main isoform
responsible for hepatic lipogenesis and the deleterious effect
of LXR activation [26], resulting in elevated levels of
circulating triglycerides.

2.2 LXR and glucose homeostasis

Carbohydrate response element binding protein (ChREBP) is
a central regulator of lipid and glucose homeostasis in the
liver. It is required for glucose-induced expression of the
glycolytic enzyme liver-pyruvate kinase (L-PK) and acts in
synergy with SREBP1c to induce lipogenic genes such as
ACC and FAS. Even though ChREBP is a LXR target
gene [50], LXR stimulation does not promote ChREBP phos-
phorylation or nuclear localization, unless the intra-hepatic
glucose flux is increased [51].

LXR also inhibit gluconeogenesis by downregulating the
genes encoding enzymes such as phospho-enolpyruvate-
carboxykinase (PEPK), fructose-1,6-biphosphatase (F1-6B)
and glucose-6-phosphatase (G6P). Moreover, in white adi-
pose tissue, GW3965 activates expression of the gene encod-
ing GLUT-4, an insulin-sensitive glucose transporter [52].
This results in an increased uptake and utilization of glucose.
Murine and human genes encoding GLUT-4 are direct LXR
target genes [52]. It has been demonstrated that the activation
of LXRb in rat pancreatic islet cells and isolated human
islets enhanced glucose-dependent insulin secretion [53,54].
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Figure 3. LXR target genes in steroidogenesis, lipid and
glucose homeostasis, and immunity. The reported
genes correspond to the list mentioned within the text.
(+) upregulated gene; (-) down regulated gene.

ABC: ATP-binding cassette; ACC: Acetyl CoA carboxylase; ApoE: Apolipopro-
tein E; ChREBP: Carbohydrate responsive element binding protein; CYP11A1:
Cytochrome P450 side-chain cleavage; ENG: Endoglin/CD105; FAS: Fatty acid
synthase; F1-6B: Fructose 1,6 biphosphatase; Glut4: Glucose transporter 4;
G6P: Glucose-6-phosphatase; 3bHSD: 3b-hydroxysteroid dehydrogenase; PEPK:
Phospho-enol pyruvate kinase; SCD1: Steraoyl-CoA desaturase 1; SREBP1c:
Sterol regulatory element binding protein 1c; StAR: Steroid acute

regulatory protein.

However, no major effect on circulating insulin concen-
trations in vivo has been reported. LXRb- but not
LXRa-deficient mice develop glucose intolerance and diabe-
tes when fed a high-fat diet (551. This suggests that insulinemia
is mainly controlled by LXRb in vivo [se]. Therefore,
activation of LXR lowers circulating glucose concentrations.

2.3 LXR and steroidogenesis

Cummins et al. underlined a major role of LXRa in control-
ling the steroidogenic function of the adrenal [57]. Indeed, cor-
ticosterone levels were increased in LXRa-deficient mice as a
consequence of upregulation of steroidogenic acute regulatory
protein (star), cytochrome P450, family 11, subfamily A,
polypeptide 1 (cyp11al) and 3 beta-hydroxysteroid dehydro-
genase (3bhsd), three major steroidogenic genes. Treatment
of mice with T0901317 also increased expression of these
genes, resulting in enhanced production of corticosterone.
Molecular analysis established Star as a direct target gene of
LXRs. LXRa also regulates star expression in Leydig cells.
Indeed T0901317 treatment of wild-type mice induced a
strong increase in intra-testicular testosterone as well as Star
and 3bhsd transcripts. This effect was abrogated in mice

lacking LXRa [s859]. An induction of star transcript by
T0901317 was also observed in the ovary [e0]. Altogether
these data demonstrate that activation of LXRa increases the
production of steroids in all the tissues tested so far.

2.4 LXR and immunity

The proinflammatory role of LXR was first described in
mouse macrophages where GW3965 reduced LPS-induced
expression of proinflammatory factors, including COX-2,
iNOS, IL-6 and IL-b [611. LXR agonists may suppress the
transcription of genes encoding iNOS and COX-2 through
inhibition of NF-kB [61]. Transcriptional inhibition of the
MMP-9-encoding gene was also shown. This enzyme, by
degrading extracellular matrix, promotes vascular tissue
remodeling and thus development of atherosclerotic plaques.
Activation of LXR blocks LPS-induced expression of this
gene in macrophages. As expected, this inhibition was lost
in LXRab™ mice [621. Castrillo et al. (63 described a cross-
talk between LXR and toll-like receptor (TLR) signaling by
interferon regulatory factor 3 (IRF3), a specific effector of
TLR3/4 that inhibits the transcriptional activity of LXR on
its target promoters. When TLR3/4 is enhanced by bacterial
or viral pathogens, LXR target genes are inhibited. This
modulates cholesterol metabolism in macrophages and their
transformation into foam cells. In primary human macro-
phages, the nuclear receptor Rev-erba, which inhibits TLR4,
is a direct target for LXR [64].

Osteopontin is a proinflammatory cytokine, which
stimulates macrophage attraction. T0901317 and GW3965
suppress cytokine-induced osteopontin gene expression in
macrophage cell lines and in mice [65].

3. Putative pharmacological targeting

Phenotypic analysis of LXR”" mice has shown that the
lack of one or both LXR isoforms resulted in the develop-
ment of pathologies mimicking some human diseases.
Hence, LXR are thought to be promising pharmacological
targets (Figure 4).

3.1 LXR and atherosclerosis

The LXR signaling pathway clearly displays anti-atherogenic
properties, both by reducing cholesterol levels and by anti-
inflammatory properties. Joseph et al. reported that in
APOE”" mice and in LDLR”" mice fed a high-cholesterol
diet, LXR agonists reduce atherosclerotic lesions [e6]. More-
over, LXR are also implicated in the physiology of macro-
phages in which they stimulate the transcription of genes
encoding ABC transporters involved in cholesterol efflux
(for more details, see 2.1.1.3). This could inhibit their trans-
formation into foam cells in response to lipid loading.
WAY-252623 (LXR-623) is a highly selective and orally bio-
available synthetic modulator of LXR, which demonstrated
efficacy for reducing the progression of lesions in the
mouse LDLR”" atherosclerosis model. Moschetta's group
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Figure 4. Synthesis of the role of LXR in physiology and
putative associated diseases. The role of LXR in the control
of lipid and glucose homeostasis, immunity and steroidogen-
esis has been extensively studied. Moreover, careful analysis
of LXR-deficient mice led to the proposal of the role of the
abnormal LXR-signaling pathway in the development of the
indicated diseases. LXR could thus be considered as interest-
ing pharmacological targets, even though many challenges
must be solved before the use of LXR agonists in humans.

demonstrated that genetic intestinal-specific LXR activation
led to decreased intestinal cholesterol absorption, improved
lipoprotein profile, and increased reverse-cholesterol transport
in vivo in the absence of hepatic steatosis [67]. This protected
LDLR-deficient mice from atherosclerosis. This study identi-
fied the intestine as a key player in the LXR-driven protective
environment against cardiovascular disease [67. Using a
pharmacological approach with GW6340, Yasuda et al. [30]
showed that intestinal-specific LXR activation promotes mac-
rophage reverse cholesterol transport. ABCA1, ABCG5 and
ABCGS8 were significantly upregulated in the small intestine,
but not in the liver. Two independent mechanisms could
account for these observations: increased intestinal HDL
production and promotion of intestinal excretion of HDL-
derived cholesterol [30]. Hence these data demonstrate that
activation of LXR in intestine and macrophages efficiently
prevents atherosclerosis.

Likewise, and in contrast with T0901317, LXR-623 treat-
ment was not associated with increased hepatic lipogenesis.
In non-human primates with normal lipid levels, LXR-623
significantly reduced total and LDL-cholesterol in a time-
and dose-dependent manner. It was also associated with
increased expression of the target genes ABCA1/G1 in periph-
eral blood cells [68]. These observations suggested that
LXR-623 was a promising pharmacological ligand to target
atherosclerosis. However, as discussed above, the first clinical
trial with this synthetic LXR ligand showed adverse effects [31].
While ABCA1 and G1 were upregulated in a dose-dependent
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manner in peripheral blood, participants presented CNS dis-
orders such as confusion, forgetfulness, palpitations and
decreased attention at the highest doses. Although promising,
LXR-623 was therefore declared unsuitable for patients.

Human genetics also iluminate LXR as putative pharmaco-
logical targets. Indeed analysis of LXR gene sequence in
patients with coronary heart disease (CHD) identified, three
mutations in the ligand binding domain of LXRa [e9].
A modeling study revealed that the mutations created confor-
mational changes that could prevent activation of LXRa by its
natural ligands.

3.2 LXR and diabetes

Diabetes mellitus type 2 is a metabolic disorder that is
characterized by high blood glucose in the context of insulin
resistance, which is an important contributor to its pathogen-
esis [70]. Obesity is also a risk factor to the development of this
type of diabetes [70]. Treatment of diabetic rodents or mouse
models of diet-induced obesity with LXR agonists improves
glucose tolerance [52,711. However, in vitro experiments
showed that the lipogenic effect of LXR agonists in the skele-
tal muscle of patients with type 2 diabetes was increased in
comparison with healthy control subjects [721. This study
showed that LXR activation could promote triglyceride accu-
mulation in the presence of high glucose concentration in
skeletal muscle cells, probably via the induction of the expres-
sion of lipogenic enzymes [72], which could represent the dark
side of LXR-activation in the muscle. A study on a Swedish
population of 559 obese women revealed that one and two
single-nucleotide polymorphisms in the non coding regions
of LXRa and LXRb respectively, were associated with
obesity [731. In conclusion, LXR are key factors in glucose
metabolism and could represent alternative targets for clinical
management of type 2 diabetes.

3.3 LXR and Alzheimer’s disease

Alzheimer's disease (AD) is characterized by a progressive
neuronal degeneration and the accumulation of intracellular
inclusions and extracellular deposits of b-amyloid plaques.
The main component of these plaques is Ab peptide pro-
duced by the cleavage of the Amyloid precursor protein
(APP) by a b-secretase. Epidemiological and biochemical
data have suggested a link between cholesterol, APP pro-
cessing, Ab peptide, and Alzheimer disease [74]. Indeed, a
decreased prevalence of AD is associated with the use of
cholesterol-lowering drugs such as statins [75,76], which inhibit
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-coA) reductase and
thus de novo synthesis of cholesterol. Koldamova et al. evalu-
ated the effect of T0901317 on abca1l expression in the brain
of APP transgenic mice, models of AD. T0901317 signifi-
cantly enhanced abcal expression and downregulated the
production of Ab peptide, suggesting that ABCA1 plays a
protective role preventing AD progression [771. Moreover,
the loss of Ixra or Ixrb in APP23 transgenic mice increases
Ab deposit [78] whereas activation of LXR by T0901317
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causes a significant reduction of the memory deficits observed
in the APP23 model, fed a high-fat diet [79]. Zelcer et al. [78]
also showed that LXR activation decreases the inflammatory
response which may be involved in AD. Likewise, seladin-1/
DHCR24, a selective AD marker, is a LXR target gene [8o].
A recent study has shown that T0901317 significantly
decreases amyloid pathology caused by high-cholesterol diet,
improving cognitive performance [79]. Altogether these data
indicate that LXR may be promising pharmacological targets
for the treatment of AD and other neurological conditions
characterized by disruption of cholesterol homeostasis. More-
over, two single-nucleotide polymorphisms in LXRb have
been associated with AD [81,82], confirming that LXR could
be involved in this neurodegenerative disease.

3.4 LXR and skin disorders

LXR is essential for cutaneous barrier function. Both LXRa
and LXRb are expressed in human keratinocytes and fetal
rat epidermis whereas LXRb is predominantly expressed in
mouse epidermis [83,84]. In addition, oxysterols may be formed
de novo in epidermis by cholesterol oxidation. They could
stimulate LXR, resulting in human keratinocytes differentia-
tion through increased expression of involucrin, a protein of
the cornified envelope [s4]. Studies on LXR”" mice showed
that epidermal differentiation was regulated by LXRDb and
that oxysterols could induce differentiation and inhibit prolif-
eration through LXRDb activation [83]. After acute permeability
disruption, ABCAT expression decreases keratinocyte choles-
terol efflux to increase the availability of cholesterol for regen-
eration of the barrier 85]. In vivo studies showed that LXR
agonists could reverse aging-associated syndrome in a photo-
aging animal model [se] as well as clinical symptoms of atopic
dermatitis, an inflammatory chronically relapsing and non-
contagious skin disorder, in a mouse model of atopic derma-
titis [86,87]. In conclusion, activation of LXR could inhibit skin
alterations associated with aging.

3.5 LXR and reproductive tract disorders

In vivo studies have shown that a and b LXR”" mice had
reduced fertility. A decrease in conception and a lower
number of pups per litter have been documented [8s].

3.5.1 LXR and female reproduction

Although LXR exert a positive effect on steroidogenesis in the
adrenal cortex (57, LXR repress steroidogenesis in human
ovarian luteal cells [s9]. Interestingly, treatment of LXR”
mice with gonadotropins leads to ovarian hyperstimulation
syndrome (OHSS), mimicking the complications observed
in women treated for infertility [60]. This syndrome is charac-
terized by ovarian enlargement, associated with an extra vas-
cular fluid concentration, hemorrhagic ovarian corpora lutea
and elevated estradiol serum levels. It could thus be interesting
to investigate the genetic status of LXR in women developing
OHSS. LXR may be considered as a new putative target for
the prevention of this affection.

LXR are also strongly expressed in mouse and human
placenta during development. This suggests a crucial role of
LXR in different placental activities such as hormone pro-
duction, fetomaternal tolerance, lipid metabolism and
parturition [90]. Moreover, endoglin/CD105, a major gene
implicated in placental implantation is a LXR target
gene [91]. Endoglin/CD105 (ENG) is highly expressed in syn-
cytiotrophoblasts and is part of the TGF receptor complex
that binds several members of the TGF-b superfamily. In
the human placenta, ENG is involved in the inhibition of tro-
phoblast invasion. Treatment of human choriocarcinoma JAR
cells with T0901317 leads to a significant increase in ENG
mRNA and protein levels. LXRa has been shown to bind
and activate the ENG promoter in JAR cells. Normal preg-
nancy is always accompanied by increased oxidation of LDL
particles. It could be prposed that increased production of
lipid peroxides in the maternal blood during preeclamptic
pregnancies may increase internalization of oxLDL in tropho-
blasts cells. This would activate LXR and increase membrane
ENG expression, and, in turn, could enhance the TGF-b
1/3 inhibitory signal, slowing down trophoblast invasion.
This would result in precocious disruption of placental adher-
ence and enhancement of the preeclamptic symptoms. Indeed
a shallow placentation with abnormal invasion of cytotropho-
blasts and incomplete remodeling of uterine spiral arteries is
observed in preeclampsia. Interestingly, increased levels of
ENG secreted by the placenta have been detected in the
maternal circulation before the onset of preeclampsia. It has
been postulated that this secreted ENG plays a pathogenic
role, contributing to systemic endothelial dysfunction, result-
ing in hypertension and other systemic manifestations of pre-
eclampsia. In summary, these data suggest that inappropriate
expression and/or function of ENG that could result from
upregulation by LXR, may contribute to major complications
of pregnancy, such as preeclampsia.

LXRb plays a crucial role in the contractile ability of the
mouse uterus [92] Indeed, LXR”" mice exhibited a marked
decrease in abcg1 accumulation. This change resulted in a
phenotype of cholesteryl ester accumulation. Also, a defect
in contractile activity induced by oxytocin or prostaglandin
F2a (PGF2a) was observed in mice lacking LXRb. These
results imply that LXRD acts as a safety valve to limit choles-
teryl ester levels in the uterus and is necessary for a timely
induction of contractions. LXRb is thus a possible novel
target to prevent parturition defects in women.

3.5.2 LXR and male reproduction

Male LXR™" mice show decreased fertility at 5 months of age
and complete infertility by the age of 9 months [59,93]. This
results in multiple alterations in the male genital tract. Cho-
lesterol ester accumulation induces disorganization of the epi-
thelium of the caput epididymis [93,94]. This accumulation
which results from the loss of ABCAT1 enhances apoptosis of
epithelial cells (951. LXR are also involved in several testicular
functions: i) steroidogenesis, ii) lipid metabolism and
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iii) control of the proliferation/apoptosis balance in germ
cells. More specifically, LXRb”" mice exhibit cholesterol ester
accumulation in Sertoli cells and a decrease in germ cell pro-
liferation. On the other hand, LXRa™" mice present decreased
testosterone synthesis and lower plasma LH concentration as
well as an increase in germ cell apoptosis [58,59]. Hence, coop-
erative functions of LXRa and LXRb maintain both testis
structure and function. The lack of LXR impairs the fertility
of aging, but not of young mice. Therefore, LXR signaling
disruption in the male reproductive tract could be considered
as a risk factor involved in premature loss of fertility observed
in some men. It could be that a drug activating LXR could
also improve testicular functions.

3.6 LXR and cancer

Treatment of hormone-dependent cancers by LXR agonists
seems promising. Indeed T0901317 shows anti-proliferative
(induction of p21 and p27 with a concominant reduction in
phospho-RB protein levels) and pro-apoptotic (caspase-3
and B-cell leukemia/lymphoma associated X protein (BAX)
gene expression) characteristics on a cell model of ovarian
carcinoma [96].

In breast cancer cell lines, activation of LXR significantly
reduced proliferation by the suppression of mRNA and/or
protein expression of S-phase kinase-associated protein
2 (Skp2), cyclin A2, cyclin D1 and estrogen receptor (ER)
alpha, whereas it increased the expression of p53 at the pro-
tein level and maintained the retinoblastoma protein in a
hypophosphorylated active form. The authors suggested that
these changes may constitute part of the molecular mecha-
nisms behind the antiproliferative effect of LXR [97]. Interest-
ingly, Kim et al. showed that in absence of ligand, LXRa
interacts with an ubiquitin E3-ligase protein complex con-
taining breast and ovarian cancer susceptibility 1 (BRCA1)-
associated RING domain 1 (BARD1) [eg]. As expected, LXR
ligand represses ubiquitination and degradation of LXRa,
and the interaction between LXRa and BARD1. This ligand
effect might be critical for the early step of transcriptional
activation of ligand-stimulated LXRa, through a stable
binding of LXRa to the promoters of target genes.

Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer and
the second leading cause of cancer death in men [99]. It is now
well established that androgens play a crucial role in develop-
ment and progression of prostate cancer [100]. Androgen abla-
tion is the prevalent therapy for this type of cancer. However,
several risk factors have also been described, among which are
environmental factors. Epidemiological studies have shown
that Chinese populations with low risk of developing prostate
cancer had an increased risk of prostate cancer after migration
to the USA. This environmental effect was attributed to the
deleterious effect of lipids on this cancer [101]. Consistent
with this hypothesis, a clinical study revealed that hypercho-
lesterolemia increases prostate cancer risk [102] while statin
treatment was associated with a lower risk of metastatic
prostate cancer [103,104]. Several groups have thus investigated

Viennois, Pommier, Mouzat, et al.

the roles of LXR in prostate physiology. T0901317 decreases
the number of proliferating cells [105,106] and induces apopto-
sis of the prostate cancer cell line LNCaP [105,106]. In vivo oral
administration of T0901317 slows tumor growth of LNCaP
cells transplanted into athymic mice [107]. These activities
have been attributed to induction of ABC transporters [107]
and disruption of lipid raft signaling activity [106]. Taken
together, these data suggest that impaired LXR signaling
contributes to prostate cancer progression and indicate the
potential use of LXR agonists as pharmacological agents in
cancer prevention.

Another frequent prostatic pathology is the benign prostate
hyperplasia (BPH) that affects 80% of men over the age of
50 years. LXRa™" mice present BPH-like features in the ven-
tral prostate. They are characterized by proliferative epithelial
cells, multiple layers of dense stroma surrounding the pros-
tatic ducts and dilated prostatic ducts [108]. Therefore, LXR
agonists could also prevent or control BPH in patients.

4. Conclusion

In the last decade, phenotype analyses of LXR-deficient
mice have allowed the association of LXR-signaling path-
ways dysfunction with several human pathologies. These
include reproductive (germ cell apoptosis, parturition defects,
in vitro fertilization side-effects) and metabolic disorders
(type 2 diabetes, hypercholesterolemia), nervous system alter-
ations (Alzheimer disease, neurogenerative diseases), der-
matological affections (skin aging, atopic dermatitis) and
hormone-dependent cancers (ovarian, breast and prostate).
Development of LXR synthetic agonists has allowed the
identification of new target genes. These are involved in the
control of various physiological processes such as cholesterol
and triglyceride synthesis, glycemia, steroidogenesis and
inflammation. Although in vitro studies showed that LXRa
and LXRb could be considered as interchangeable isoforms,
in vivo analyses have shown that they do not have redundant
functions even when expressed in the same cell type at
similar levels.

5. Expert opinion

Before considering acting directly on LXR transactivation
capacities in human, several questions still have to be
addressed. A good pharmacological agonist should be efficient
at low plasma concentration and should provide the highest
specificity of action. At least, three aspects should be taken
into account: i) bio-availability of the ligands; ii) LXR isoform
specificity; iii) tissue specificity. If this is to be achieved, it
becomes quite obvious that the screening of new ligands solely
by hybrid reporter gene systems is inappropriate.

1) As LXR are ligand-activated transcription factors,
the availability of the agonists, natural or not, is of
primary importance. Indeed, when YT-32 was initially
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identified as a cholesterol-lowering agent in the absence
of hypertriglyceridemic effect (207, Makishima's group
suspected the inability of YT-32 to be transported to
the liver. Similarly GW6340 has been described to be
an intestine-specific LXR activator 30]. Building on
these observations it can be suggested that an
oxysterol-like molecule has a good chance of being
efficient in the intestinal regulation of cholesterol
absorption. In contrast, a topical agonist must be engi-
neered to prevent systemic distribution, to avoid any
side-effects such as increased hepatic triglyceride
production or elevated steroid synthesis by the gonads.
Enumeration of the physiological roles of LXR shows
that LXRa and LXRb are not fully interchangeable.
It is thus important to develop isoform-specific ligands.
For example, the development of a brain-available
ligand, specific to LXRb, would be indicated for
the treatment of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer's disease. Conversely, development of
LXRa-specific ligands would be useful for the
treatment of atherosclerosis. From an academic
point of view, the development of isoform-specific
ligands would also facilitate the screening of new
isoform-specific target genes.

Crystallographic analyses showed that T0901317 and
GW3965 were both able to stabilize LXRb helix
12 and to maintain the receptor in a favorable confor-
mation [109]. In both cases, the position of helix
12 is similar. However the remaining ligand-binding
domain presents a different conformation demonstrat-
ing its plasticity. Hence, the activity of a ligand could
be modulated by specific cofactors that would alter its
effects. Such a phenomenon has already been described
for the SERMs raloxifen and tamoxifen. It thus seems
important to understand how the cellular context could
modulate LXR activation by a given molecule. This

would allow the development of selective LXR modula-
tors (SLilMs) to bypass any potential side effects. As in
the case of SERMs, SLiMs would have the possibility
of activating LXR in specific tissues, for example in
the intestine, but not in others. So far, the available
SLiMs seem to be YT-32 [29] and GW6340 [30].

Some of the putative LXR target diseases can be considered
long-term chronic pathologies (neuron degeneration, type 2
diabetes or cancers). Their incidence could be lowered by
the development of prophylactic treatments such as preventive
nutrition. Natural LXR agonist compounds have been
described in fungi, plants and sea organisms (see section
1.3). Screening of new molecules considered as nutraceuticals
could be of interest in order to subtly alter LXR activity and
thus take full advantage of the therapeutic and protective
effects of LXR agonists.
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NOUVELLE

Roles des récepteurs nucléaires
des oxystérols LXR dans la
physiologie de la reproduction

Kevin Mouzat, Georges Alves, Aurélien Pommier,
Emilie Viennois, Thomas Pihen, Francoise Caira,

Silvére Baron, Jean-Marc A. Lobaccaro

> Au début des années 1990, la décou-
verte de trés nombreux récepteurs
nucléaires dits « orphelins » car aucun
ligand n’avait encore été identifié, a
ouvert la voie a la notion d’endocrinolo-
gie inverse ol la mise en évidence de la
fonction physiologique de la protéine est
postérieure a la découverte de la pro-
téine et celle de son ligand. Par la suite,
la synthése de molécules non métabo-
lisables modulant P'activité transcrip-
tionnelle de ces récepteurs nucléai-
res «orphelins-adoptés » a ouvert des
perspectives intéressantes quant a leur
utilisation en pathologie. Les LXR (liver
X receptors) font partie de ces récep-
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teurs nucléaires orphelins-adoptés dont
I’intérét pharmacologique n’a cessé de
croitre ces dernieres années devant leur
potentiel thérapeutique. Cependant,
leur implication récente dans la régula-
tion des fonctions de reproduction chez
le male et la femelle oblige a beaucoup
de prudence quant a une utilisation pro-
chaine dans le traitement de certaines
dyslipidémies.

Les LXR, des récepteurs nucléaires
activés par des dérivés du cholestérol
Les récepteurs LXR sont des facteurs de
transcription activables par des molé-
cules dérivées directement du choles-

Protéines
dela
machinerie

M/S n° 2, vol. 25, février 2009

transcriptionnelle

Protéines
dela
machinerie
transcriptionnelle

Transcription des génes cibles
Effets physiologiques

térol, les oxystérols, et font partie des
récepteurs nucléaires qui forment des
hétérodimeres avec RXR, le récepteur
de I’acide rétinoique 9-cis [1]. Il existe
deux isoformes LXRow (NR1H3) et LXRP
(NR1H2) provenant chacune de deux
genes distincts localisés respectivement
sur les chromosomes 11p11.2 et 19q13.3
chez ’homme. Si Pexpression de LXRP
est ubiquiste, LXRaL est plutét exprimé
dans les organes présentant un fort
métabolisme lipidique comme les tissus
adipeux et les organes stéroidogenes.

€n I'absence de ligand

Canoniquement, les LXR sont des protéi-
nes acétylées, fixées sur I’ADN avec leur
partenaire RXR (Figure 1, étape 1) et leur
capacité de transcription est inhibée par
la présence de co-répresseurs, comme
N-CoR (Nuclear receptor co-repressor)

Figure 1. Représentation schématique du cycle
d’activation/inhibition de
RXR-LXR. €n I'absence de ligand, I’hétéro-

dimeére RXR-LXR recrlte des co-represseurs

Phétérodimeére

transcriptionnels. La fixation du ligand (ne
sont représentés que la poche de liaison du
ligand de LXR et les oxystérols) entraine le
départ des co-répresseur et 'arrivée de pro-
téines co-activatrices et des éléments basaux
de la machinerie transriptionnelle. In fine, la
réponse physiologique est activée. Le réle de la
sirtuine Sirtl est de déacétyler LXR, d’entrainer
son ubiquitination et sa dégradation via le
protéasome. Par la suite un nouvel hétérodi-
mere se place sur I’élément de réponse a LXR.
Pour plus de détails voir le texte. Ac, acétyla-

tion ; Ub, ubiquitine.
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Maladie de Cushing

Organes stéroidogenes
« Contrdle de la stéroidogenese
« Maintien de I’intégrité
testiculaire
« Contrdle de I'implantation ?
« Contrdle de la fonction
ovarienne ?

et SMRT (silencing mediator for RAR and
TR) qui contactent & la fois directement
et indirectement des histones déacéty-
lases via des protéines de type Sin3. La
chromatine est ainsi maintenue dans un
état de condensation non permissif pour
la transcription. La présence constitutive
sur ’ADN des complexes RXR/LXR-co-
répresseur-HDAC agit donc comme un
répresseur basal de I'expression génique
comme le montre la levée de la répression
basale de certains genes cibles dans les
souris xrogB-/- (pour une revue [1]).

€n présence de ligand

Malgré une grande variabilité dans
la séquence primaire des récepteurs
nucléaires, les analyses cristallographi-
ques montrent que tous les domaines
de liaison du ligand ont une structure
tridimensionnelle identique, compo-
sée de 11 a 13 hélices alpha arrangées
en trois couches organisant une poche
hydrophobe dans laquelle le ligand de
nature lipophile peut venir se fixer. La
liison de I’hormone (étape 2) entraine

M/S n° 2, vol. 25, février 2009

Métabolisme énergétique
+ Hypocholestérolémie
« Hypertriglycéridémie

+ Hypoglycémie

une modification tridimensionnelle de
la poche hydrophobe et le départ des
co-répresseurs. Ce réarrangement per-
met la libération de I’hélice 12, agissant
ainsi comme un « couvercle » qui scelle
la poche en renforgant les interactions
entre le ligand et la poche hydrophobe et
la fixation de co-activateurs (étape 3).
Cette cascade d’événements provoque
un environnement chromatinien permis-
sif pour la transcription par le recrute-
ment de protéines a activités histone
acétyl-transférases comme SRC-1, la
mobilisation de facteurs affectant la
méthylation des histones comme Rap250
et/ou la fixation des protéines de la
machinerie transcriptionnelle de base,
la transcription des genes cibles et la
réponse physiologique cellulaire. De
fagon intéressante, la fixation conco-
mittante de la sirtuine 1 (étape4)
provoque la déacétylation de LXR, son
ubiquitinylation (étape 5), le routage
vers le protéasome et sa dégradation
(étape 4. Par la suite, deux nouvelles
protéines RXR et LXR néosynthétisées

Figure 2. Syntheése du réle des LXR dans la phy-
siologie. Le role des LXR dans le contréle des
métabolismes lipidique et glucidique a été le
plus étudié depuis leurs découvertes. Cependant,
de plus en plus d’études récentes tendent a
associer ces récepteurs nucléaires a d’autres
fonctions physiologiques. La compréhension
des mécanismes d’action et du rdle précis des
LXR dans la physiologie générale de I'organisme
aidera a terme a développer des molécules
modulatrices utilisables dans la prévention et le

traitement de nombreuses pathologies.

s’hétérodimérisent en solution par leur
domaine de liaison du ligand (étape 7)
et le complexe reconnait les éléments de
réponse sur ’ADN.

Au-dela de cette description schéma-
tique, I'activité transcriptionnelle des
récepteurs LXR peut aussi étre modu-
lée par une SUMOylation, des phospho-
rylations, la compétition sur les sites
de fixation avec d’autres récepteurs
nucléaires ou pour la dimérisation avec
RXR comme PPARaL.

Les fonctions physiologiques

régulées par les LXR

Ces derniéres années, la recherche des
genes cibles des LXR a permis de les
associer a de nombreuses fonctions
physiologiques. C’est incontestablement
la disponibilité des souris dont les génes
codant chacune des deux isoformes
ont été invalidés et le développement
d’agonistes synthétiques non métaboli-
sables qui ont fait augmenter de facon
quasi-exponentielle le nombre de genes
cibles. Schématiquement trois fonctions
physiologiques ont été associées aux
LXR (Figure 2).

Le métabolisme énergétique

Les LXR sont hypocholestérolémiants
par I’augmentation du catabolisme
hépatique : régulation transcription-
nelle de certaines protéines ABC (ATP-
binding cassettes) impliquées dans
le retour hépatique du cholestérol,
d’apolipoprotéines et augmentation
des enzymes contrélant la synthése






o LXR
rgul"les Phénotypes observés ) L Fonctions attribuées RéfF.
(modele) impliqué
Adrenomégalie
Surrénale Accumulation esters de cholestérol XRat Efflux du cholestérol 5]
(souris) Hypercorticostéronémie Syntheése des corticostéroides
Syndrome « cushingoide »
Efflux du cholestérol
Testicul Stérilité précoce par disparition des cellu- LXRa Synthese des acides gras
esticule
(souris) les germinales et/ou Réle anti-apoptotique [6,12]
souris
Accumulation esters de cholestérol LXRB Radle prolifératif
Syntheése de testostérone
Ovaire Diminution de la fertilité LXRou . : L
) Contréle de la reprise de la méiose. [8]
(souris) LXRB
Ovaire (humain : LXRou Efflux du cholestérol [7]
cellules lutéales) LXRB Inhibition de la syntheése de progestérone
Placenta (humain :
. ( : Régulation de I’Endogline
chorio-carcinome JAR LXRou . R [11, 13,
i = Inhibition de la synthése de la hCG
et cellules extravilleuse LXRB ) i 14]
Invasion trophoblastique
du trophoblaste
Utérus Altération des contractions XRB Efflux du cholestérol [9]
(souris) Accumulation esters de cholestérol Intégrité du muscle lisse
Accumulation esters de cholestérol Efflux du cholestérol
épididyme Altération de la composition en acide gras LRB Syntheése des acides gras [15]
(souris) Fragilité de la piece intermédiaire du Maturation épididymaire du spermato-

spermatozoide

zoide

Tableau I. Fonctions physiologiques des différentes isoformes des LXR dans les organes stéroidogénes ou cibles des stéroides.

des acides biliaires comme cyp7al [2].
Ce role est le plus étudié, et tous les
efforts des compagnies pharmaceuti-
ques visent a activer cette fonction,
et ce d’autant plus que I"activation
des LXR est associée a une diminution
du glucose circulant via I'induction de
Glut4. A ce jour, ce qui bloque Putilisa-
tion d’agonistes synthétiques des LXR
in vivo, c’est le caractere hypertrigly-
céridémiant des LXR ; en effet les génes
acc, fas et scd-1, codant des enzymes
du métabolisme des triglycérides, sont
des cibles transcriptionnelles de RXR-
LXR, de méme que la protéine SREBPlc,
véritable chef d’orchestre de la syn-
thése des acides gras [3]. Le véritable
défi des compagnies pharmaceutiques
sera d’identifier des molécules disso-
ciant les effets hypocholestérolémiant
et hypertriglycéridémiant.

M/S n° 2, vol. 25, février 2009

Limmunité

Les LXR jouent un rdle important dans
la physiologie du macrophage. L'acti-
vation des LXR par un agoniste synthé-
tique diminue la production de nitrites
induite par une infection bactérienne
ou des lipopolysacharides [4], Iex-
pression des génes codant les facteurs
pro-inflammatoires COX-2 (cyclooxyge-
nase-2), iNOS (nitric oxide synthase),
IL (interleukine)-1P et IL-6. De plus, les
agonistes des LXR réduisent la réponse
inflammatoire associée a une dermatite
de contact induite chez la souris, confir-
mant le réle anti-inflammatoire des LXR
in vivo. De nombreuses études réalisées
sur des modeles murins de la maladie
d’Alzheimer ont montré que I'activation
pharmacologique des LXR s’accompa-
gnait d’une disparition des signes cel-
lulaires de cette pathologie, comme la

diminution des plaques amyloides ou de
la neuroinflammation.

L’homéostasie des tissus stéroidogenes
et des organes cibles des stéroides

L'analyse phénotypique des tissus sté-
roidogénes des souris [xr”
différentes anomalies révélant le rdle

a identifié

physiologique des LXR dans ces organes
et permettant 'identification de nom-
breuses cibles transcriptionnelles. Chez
I’lhomme, ce sont les analyses conjointes
de recherche de génes par bioinforma-
tique et l'utilisation d’agonistes syn-
thétiques qui ont identifié les fonctions
physiologiques potentielles des LXR. Un
résumé de ces fonctions est présenté sur
le Tableau I.

Schématiquement, les LXR régulent I’ho-
méostasie lipidique et la synthése hor-
monale des stéroides dans la plupart
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des organes analysés, que ce soit en
augmentant la synthése des corti-
costéroides dans la surrénale ou des
androgenes dans le testicule, et ce en
activant directement les génes clés de
ces synthéses comme StAR [5, 6] ou
en diminuant celle de la progestérone
en favorisant I'efflux de cholestérol
[7]. Par dela ce «simple » contrdle de
la biosynthése et du catabolisme des
lipides, les LXR ont aussi une activité
anti-apoptotique et prolifératrice per-
mettant la gestion efficace du pool de
cellules germinales du testicule.

Une des observations importantes de ces
travaux est que les souris [xr”/~ devien-
nent ainsi de bons modeles pour appré-
hender des situations complexes comme
le syndrome de Cushing [5], la stérilité
chez I’homme [6] et la femme [8],
I’effet de I'obésité et du surpoids dans
la parturition [9] et la pré-éclampsie
[10,11].

Les LXR, des cibles

thérapeutiques prometteuses ?

Il est incontestable que les LXR sont des
cibles pharmacologiques de choix dans
le traitement des hypercholestérolé-
mies des que cet effet sera dissocié de
leur effet hépatique sur la synthése des
triglycérides, en utilisant des molécu-
les qui ne ciblent pas le foie et/ou qui

n’activent pas les genes de cette syn-
thése. Cependant, on ne pourra passer
sous silence les effets stéroidogenes
majeurs des LXR, en particulier sur la
testostérone. €n effet a I’dge ol seront
traités les patients, on ne peut exclure
le role délétere d’une augmentation des
stéroides sur le déclenchement éventuel
d’un cancer hormono-dépendant (sein
ou prostate). ¢

Nuclear liver X receptors are involved
in the biology of reproduction
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Résumeée

Au cours de ces derni¢res décennies, 1’augmentation de la consommation de glucides, d’acides gras et de
cholestérol liée aux changements des habitudes alimentaires dans la plupart des pays industrialisés est a I’origine de
nombreuses pathologies telles que 1’obésité, les troubles cardio-vasculaires, le développement du diabéte de type 11
et la survenue de cancers. Plusieurs arguments bibliographiques suggérent notamment que le cholestérol puisse étre
un élément a risque dans la survenue du cancer de la prostate. D une part, I’hypercholestérolémie est associée a une
augmentation des cas de cancer de la prostate et, d’autre part, les cellules cancéreuses présentent des déréglements
du métabolisme des lipides associés a I’accumulation de cholestérol dans les tumeurs solides.

Les objectifs de ces travaux ont été d’analyser le rdle du cholestérol dans le développement du cancer de la
prostate et d’étudier le rdle des récepteurs nucléaires LXRs (liver X receptors), régulateurs fondamentaux de
I’homéostasie du cholestérol, dans les mécanismes associés a I’initiation et a la progression tumorale.

Nos résultats montrent qu’une accumulation de cholestérol, induite par un régime chez les souris
déficientes en LXRs, peut initier les premiéres étapes du développement tumoral par des mécanismes €pigénétiques
mettant en jeu 1’action répressive de I’histone méthyltransférase EZH2 sur des génes suppresseurs de tumeur. En
parallele, 1’activation pharmacologique des LXRs dans des cellules cancéreuses humaines réduit la croissance
tumorale en augmentant la mort des cellules par des mécanismes faisant intervenir les rafts lipidiques.

Au total, nos travaux révelent 1’existence d’une relation entre la consommation excessive de cholestérol et
la modification d’empreintes épigénétiques, mécanisme de plus en plus associé aux processus carcinogéniques. Nos
données indiquent également que les LXRs, en s’opposant a 1’accumulation de cholestérol intracellulaire,
ralentissent l’initiation et la progression du cancer de la prostate. Ainsi, toute stratégie thérapeutique visant a
diminuer le cholestérol intra-tumoral, telle que 1’activation pharmacologique des LXRs, peut étre considérée
comme une piste thérapeutique dans le cadre du cancer de la prostate.

Mots clés : Cancer, Prostate, Cholestérol, LXR, Rafts, EZH2.

Abstract

In the recent decades, increased consumption of carbohydrates, fatty acids and cholesterol, linked to
changes in dietary habits in most industrialized countries, is the cause of various diseases such as obesity, cardio-
vascular troubles, development of type II diabetes and the onset of cancer. Literature reveals several arguments
suggesting that cholesterol may be a risk factor in the occurrence of prostate cancer. First, hypercholesterolemia has
been associated with an increased incidence of prostate cancer and, second, cancer cells exhibit deregulations of
lipid metabolism associated with cholesterol accumulation in solid tumors.

The objectives of this work were to analyze the role of cholesterol in the development of prostate cancer
and to study the role of nuclear receptors LXRs (liver X receptors), fundamental regulators of cholesterol
homeostasis, in the mechanisms associated with tumor initiation and progression.

Our results show that cholesterol overload induced by a diet in /x» knockout mice may initiate the early
stages of tumor development by epigenetic mechanisms involving the repressive action of histone
methyltransferase EZH2 on tumor suppressor genes. In parallel, the pharmacological activation of LXRs in human
cancer cells reduced tumor growth by increasing cell death through mechanisms involving lipid rafts.

Taken together, our data reveal the existence of a relationship between environmental factors such as diet
consumption of cholesterol and changes of epigenetic imprinting, a mechanism increasingly associated with
carcinogenic process. Our data also indicate that LXRs protect from the initiation and progression of prostate
cancer by blocking the accumulation of intracellular cholesterol. Thus, all therapeutic strategies leading to intra-
tumoral cholesterol lowering, such as pharmacological activation of LXRs, may be relevant treatments of prostate
cancer.

Key words: Cancer, Prostate, Cholesterol, LXR, Rafts, EZH2.




