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RESUME






Résumé

De nombreuses études épidémiologiques associent le cholestérol avec I'incidence et le
développement du cancer de la prostate. Parmi les acteurs impliqués dans le métabolisme du
cholestérol, les récepteurs nucléaires LXRa et LXR[3 sont identifiés comme d’importants
régulateurs intra-cellulaires capables d’ajuster les niveaux d’accumulation de cette molécule.
En parallele, ces récepteurs peuvent exercer des effets anti-prolifératif et pro-apoptotique sur
des cellules tumorales prostatiques. L’ensemble de ces données suggere un role protecteur des

LXRs dans le cadre du cancer de la prostate.

Les objectifs de ces travaux ont été d’étudier les mécanismes moléculaires reliant les LXRs au
cycle cellulaire et de comprendre le réle de ces récepteurs nucléaires dans le processus de la

carcinogenese prostatique.

Nous avons ainsi montré que les LXRs exercaient leur effet anti-prolifératif sur des cellules
murines épithéliales prostatiques (MPECs) notamment via des modulations des voies de
transduction PISK/AKT et MAPK. Ces résultats font de ces cellules un modele d’étude des
mécanismes moléculaires impliqués dans cet effet.

Les souris Lxraf3-/~ nourries avec un régime riche en cholestérol présentent un phénotype de
néoplasie prostatique associé a un profil tanscriptomique proche de celui de souris modeles de
cancer de la prostate démontrant l'effet protecteur des LXRs dans une condition
d’hypercholestérolémie.

Enfin, 'expression et activité des LXRs et leur genes cibles ont été étudiées dans un modele
murin de carcinogenese prostatique, les souris Pren-/~-, dont I'invalidation du gene suppresseur
de tumeur Pren est spécifique de I'épithélium prostatique. De maniere intéressante, nous
montrons que les LXRs sont activés au cours de la carcinogenese prostatique et que la perte

des LXRs dans les souris Pten-/~ entraine une accélération de la progression tumorale.

Au final, ces résultats mettent en lumiere que les LXRs peuvent exercer un réle de barriere
limitant la progression tumorale, notamment par 'intermédiaire de leurs genes cibles codant

les cassettes d’efflux de cholestérol, Abcal et Abegl.

Mots clés : Cancer, Prostate, LXRs, Cholestérol, PTEN.






ABSTRACT






Abstract

Several epidemiological studies associate cholesterol to prostate cancer incidence and
development. Among the actors involved in cholesterol metabolism, the nuclear receptors
LXRo and P have been identified as important intracellular regulators, able to adjust
cholesterol accumulation. In parallel, these receptors exert anti-proliferative and pro-
apoptotic effects on prostate tumor cells. Altogether, these data suggest a protective role of

LXRs against prostate cancer.

This work aimed at understanding the molecular mecanisms linking LXRs to cell cycle

regulation and prostate carcinogenesis.

We showed that LXRs are able to exert their anti-proliferative effect on murine prostate
epithelial cells (MPECs) via modulation of PI3K/AKT and MAPK pathways. These results
demonstrate the value of these cells to study the molecular mecanisms involved in this LXR
effect.

Lxraf-/- mice fed a high cholesterol diet, display prostate neoplasia and a transcriptomic
profil close to the one of a mouse model of prostate cancer demonstrating the protective effect
of LXRs in hypercholesterolemia condition.

Expression and activity of LXRs and their target genes have been studied in a mouse model of
prostate cancer, the Pten-/~ mice with a knock-out of the tumour supressor Pten specifically in
the prostate epithelium. Interestingly, we showed that LXRs are activated during prostate
carcinogenesis and that the loss of LXRs in Pfen-/- mice leads to an acceleration of tumor

progression.

In summary, these results highlight the role of LXRs as a barrier to constrain tumor

progression in particular through their target genes Abcal and Abcgl.

Key words : Cancer, Prostate, LXRs, Cholesterol, PTEN.
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Figure 1 : Anatomie des prostates humaine et murine

La différence principale entre les deux especes réside dans ’organisation en plusieurs lobes

séparés chez la souris. 4) Coupe sagittale de prostate humaine. B) Vue latérale de prostate
murine. Modifié d’apreés Abate-Shen ¢t al., 2000.

A) B)
t "N 4 D - - \
.‘- R % € TN 5 ‘ Cellules souches
oot ’ "'j .......,,\S N .\ N
LS e iy - =
‘-‘-‘-L/ﬁeu:lles Ay ¥ :k\ \  Cellules l ! @4_ Cellules
asales &.e .,. “.. .:i." . i 1 inale Cellules basales @ neuroendocrines
s . \- /;‘ Iy JK’ . “ * ..’\ / - l
1 E, t % . P " , "
PN ' P. « N -~ e S /
. LR 1
5 \ e ¢ .
A 3 J"\‘. o é .1'f LB | Cellules luminales
. e ;0 8 AN\ -.. Z P R ‘4 intermédiaires -
‘::,u ~ Y0 DR e/ o T.:\ ,:.
RS SN o &R l
4 ) “. - Lo .l
TN N .‘;t&\yﬁ " %\ Cellules luminales
» ™\ *+ e \ A s s e
\ \\\’. % s ‘ \..‘ A e Valsseaux éﬁ b= sécrétrices
T N e s
N ’ 4 Cellules
¢ via & A, - ~2:7an® neuroe docrines

Figure 2: Représentation de I’épithélium prostatique du lobe dorsal chez la souris

A) Coupe de prostate dorsale de souris (coloration hématoxyline-¢osine). On retrouve I'organisation
classique d’un tissu glandulaire exocrine : des cellules épithéliales (basales et luminales) qui bordent
une lumiere (L) et reposant sur une lame basale (LB). Autour d’un acinus (entouré par une ligne
pointillée), on observe le stroma (S), tissu de soutien riche en fibroblastes, muscles lisses et vaisseaux
sanguins. Sur cette coloration, les cellules neuroendocrines ne sont pas visibles. Barre d’échelle: 50 pm.
B) Différenciation des cellules épithéliales de prostate. Les cellules souches sont a ’origine de cellules
neuroendocrines et basales. Ces dernieres se différencient en cellules intermédiaires ou transitoires
luminales puis luminales sécrétrices. Modifi¢ d’apres Litvinov et al., 2003.
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I. Physiologie et pathologies non-cancéreuses de la prostate

1. Physiologie de la prostate

A Structure et fonction

La prostate humaine est une glande de I’appareil génital masculin sous forme d’une masse
unique encapsulée, entourant I'urétre et située a la base de la vessie. Sa taille augmente avec
I’age, de la taille d’un pois a la naissance, elle atteint celle d’une noix (15 a 20 get 3 a4 cm de
long) a I’age adulte. Elle contient 30 a 50 glandes tubulo-alvéolaires qui se déversent dans 15 a
25 canaux excrétoires indépendants ouvrant sur l'uretre.

Dans la prostate humaine, trois zones sont habituellement décrites : la zone centrale, la zone
de transition et la zone périphérique (Figure 1A) (Selman, 2011).

Partie glandulaire de la prostate, la zone de transition entoure I'uretre. La zone centrale,
située autour de la zone de transition est d’aspect conique, traversée par les canaux
¢jaculateurs et composée d’un stroma dense. Située a la face postérieure de la prostate, la zone
périphérique est proche du rectum et représente 80 % du volume de la glande.

Chez les rongeurs tels que le rat et la souris, la prostate se divise en quatre lobes distincts
présents chacun en deux exemplaires situés autour de I'uretre : les lobes ventraux, latéraux,
dorsaux et antérieurs (Figure 1B). Malgré ces différences anatomiques, les prostates humaine
et murine sont proches d’un point de vue histologique (Figure 2A).

Ainsi, un stroma fibro-musculaire composé de collagene, de vaisseaux sanguins et de nerfs
entoure la partie glandulaire de la prostate formée par un ensemble de lobules exocrines, ou
acini, dont les sécrétions sont drainées vers 'uretre par de multiples conduits. Les acini
sécrétoires de la prostate ont une forme irréguliere due aux sécrétions rejettées dans la lumiere
de la glande. L’épithélium est quant a lui pseudostratifié, de forme cuboidale ou en colonne.
Une couche de cellules basales entrecoupées de cellules souches ou plus rarement de cellules
neuro-endocrines repose sur une lame basale délimitant les acini. Les cellules luminales
sécrétrices, situées au contact de la lumiere de I'acinus sont acidophiles et rejettent leur
produit de sécrétion au niveau de la lumiere (Figure 2B).

Au cours de I'orgasme masculin, la prostate ainsi que le tissu musculaire qui I’entoure se
contractent conduisant a ’expulsion du liquide prostatique dans le canal urétral ou il entre en
contact avec les spermatozoides et le liquide séminal. Le fluide prostatique représente environ

25 % du volume du sperme et exerce un role nourricier et protecteur des spermatozoides. 1l
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Figure 3 : Morphogenése de la prostate.

Les différents stades développementaux de la prostate sont représentés au cours de la morphogenese de la
prostate chez ’'Homme et la souris depuis la période feetale jusqu’a ’age adulte. La détermination s’effectue
au stade feetal, le bourgeonnement a la naissance et la morphogenése des branches a lieu en période

néonatale. Enfin, a la puberté, la maturation de la prostate se termine avec ’augmentation des taux
d’androgenes circulants. D’apres Prins et Putz, 2008.
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est notamment composé d’acide citrique, de fibrinolysine (enzyme liquéfiant le sperme) et de

phosphatases acides.

B Morphogeneése de la prostate

a. Les étapes du développement

Le développement de la prostate suit cinq étapes: la détermination, Iinitiation et le
bourgeonnement, la morphogenese des branches, la différenciation et la maturation (Figure
3).

Chez ’homme, ces processus se déroulent au cours des deuxieme et troisicme trimestres de
grossesse et prennent fin a la naissance (Prins and Putz, 2008). En effet, dés la 10°™¢ semaine
de gestation, la formation de la prostate est notamment permise par la production de
testostérone par les testicules foetaux autour de la 8¢ semaine. Ainsi, la croissance des
bourgeons prostatiques a partir du sinus urogénital (UGS, wrogenital sinus) est initiée suite a la
liaison de la 5a-dihydrotestostérone avec le récepteur des androgenes (AR ; Androgen Receptor)
localis¢ dans le tissu mésenchymateux (Shannon and Cunha, 1983; Timms, 2008). Ces
excroissances débutent sous forme de solides cordons de cellules épithéliales qui subissent une
¢longation puis une morphogenese intensive de branchement durant les stades tardifs de la
croissance feetale. En période post-natale, sous 'influence des androgenes, les canaux forment
une lumiere et I’épithélium formant le revétement des acini se différencie et synthétise les
produits de sécrétion.

Chez la souris, le développement de la prostate a été décrit en 3 étapes : I'induction (14,5 a
17,5 jours post-coitum), la morphogenese de branchement (18,5 jours post-coitum a 15 jours
post-nataux) et I’acquisition de la fonction sécrétoire (25 a 45 jours post-nataux) (Pritchard and

Nelson, 2008).

b. L’implication de la signalisation androgénique

La différenciation des structures et des compartiments prostatiques est régie par un « code
morphogénétique » c’est-a-dire la fenétre d’expression de genes particuliers que nous
n’aborderons pas dans ce manuscrit (Marker et al., 2003; Meecks and Schaeffer, 2011). La
prostate étant un organe sensible aux hormones, nous nous intéresserons plus particulierement

a la régulation hormonale majeure au niveau prostatique, la voie androgénique.
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>
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Figure 4 : L'effet des androgénes sur l'épithélium prostatique est médié par le
meésenchyme au cours du développement.

Différentes combinaisons de mésenchyme (UGM) et d'épithélium (UGE) uro-génitaux provenant de
souris males sauvages (+) ou Tfm (Testicular feminized mouse) ont été greftées chez des souris males adultes.
La combinaison UGM +/UGE + aboutit a la formation du tissu prostatique fonctionnel. Les
combinaisons UGM Tfm/UGE Tfm et UGM Tfm/UGE + aboutissent au développement d'un tissu de
type vaginal. La combinaison UGM +/UGE Tfm permet le développement morphologique de type
prostatique avec formation des canaux, prolifération des cellules épithéliales et la différenciation des
cellules luminales. En revanche, il n’y a pas de production de marqueurs prostatiques en raison de

l'absence d'un récepteur des androgénes fonctionnel au niveau de 1'épithélium 7fm. D'aprés Cunha et al.
2004.



Introduction Bibliographique

Les premieres étapes du développement prostatique que sont la détermination et I'initiation
dépendent des androgenes produits par les testicules foetaux. La testostérone est convertie en
do-dihydrotestostérone, androgene actif au sein de la prostate par 'enzyme Sa-réductase
exprimée au niveau du sinus urogénital des la 9m¢ semaine de gestation chez 'Homme
(Imperato-McGinley et al., 1974).

L’effet des androgenes est médié par leur liaison a AR. Ainsi, les souris mutantes {fm qui
possedent un AR non-fonctionnel et une insensibilité complete aux androgenes présentent une
absence de prostate (Cunha and Lung, 1978). De plus, des études sur ces souris ont montré
que la signalisation androgénique restreinte au mésenchyme de 'UGS est suffisante pour
induire la formation des bourgeons épithéliaux et des canaux suggérant une action paracrine
des androgenes du mésenchyme vers I’épithélium (Lasnitzki and Mizuno, 1980; Cunha et al.,
2004) (Figure 4). Des expériences de privation androgénique par castration ou traitement
pharmacologique ont montré a l’dge adulte une involution des épithélia génitaux et
notamment celui de la prostate (Litvinov et al., 2003). De plus, lors de la différenciation des
cellules épithéliales, seules les cellules luminales expriment AR (Prins and Birch, 1995) ce qui
conforte I'implication des androgenes dans la fonction de sécrétion exercée par les cellules
¢épithéliales (Cooke et al., 1991).

Les androgenes et leur récepteur ont un role fondamental a la fois dans le développement
prostatique et dans la carcinogenese prostatique (Gelmann, 2002). AR peut étre assimilé a un
proto-oncogene qui lorsqu’il fonctionne correctement controle a la fois le développement et la
différenciation de la prostate. Cependant, au cours de la carcinogenese, AR peut subir une
amplification génique et/ou des mutations « gain-de-fonction » conduisant les cellules

tumorales a augmenter leur survie et leur prolifération (Feldman and Feldman, 2001).

2. Pathologies prostatiques non cancéreuses

A Prostatites

Les prostatites sont des inflammations de la prostate dues principalement a une
infection.
La prostatite aiglie est caractérisée par une crise unique et intense alors que la prostatite
chronique va quant a elle perdurer plusieurs mois. Les signes principaux de ces pathologies

sont la présence de fievre, de frissons, d’une grande fatigue, associés a des symptoémes urinaires
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Figure 5 : Comparaison entre prostate normale et HBP.

A) et B): Représentation schématique et histologique d’une prostate normale et d’une prostate présentant
une Hypertrophie Bénigne (HBP) L, lumieére ; S, stroma ; E, épithélium.
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(bralure, difficultés a uriner ou besoin d’uriner trop fréquent). Lorsqu’elle est aigie, la
prostatite est accompagnée de signes grippaux tels que des douleurs musculaires diffuses et
articulaires. Le toucher rectal permet de détecter une prostate inflammatoire chaude,
douloureuse et parfois augmentée de volume. L’examen cytobactériologique des urines
(ECBU) permet I'identification des bactéries ou germes a l'origine de la pathologie dont les
plus courants sont Escherichia coli, Streptococcus D ou encore des chlamydiae, gonocoques ou
mycoplasmes.

Cette pathologie est principalement traitée grace a la prise d’antibiotiques et les troubles
urinaires sont soulagés par des antalgiques, des anti-inflammatoires et des alphal-bloquants

(al-bloquants) pour favoriser la relaxation des fibres musculaires et la vidange de la vessie.

B  Hypertrophie Bénigne de la Prostate (HBP)

a. Epidémiologie et Facteurs de risque

L’Hypertrophie ou Hyperplasie Bénigne de la Prostate (HBP) touche 90 % des hommes de
plus de 80 ans. Elle se développe au niveau de la zone transitoire et se traduit par la mise en
place d’'un adénome caractérisé par une augmentation de volume et indépendant du reste de
la prostate (Figure 5A) (Selman, 2011).

On distingue différents types d’HBP :

- HBP microscopique : correspond a I'apparition de lésions histologiques d’HBP et concerne
75 a 85 % des hommes de plus de 40 ans.

- HBP macroscopique : caractérisée par I'apparition de ’hypertrophie, elle touche 50 % des
hommes de plus de 50 ans.

- HBP clinique : regroupe les hommes présentant soit une HBP microscopique soit
macroscopique associée a des troubles urinaires.

En France, la chirurgie de 'HBP est la deuxiéme opération la plus pratiquée apres celle de la
cataracte et I'incidence de 'HBP s’accroit avec I’age. Des méta-analyses suggerent un lien
entre HBP et désordres métaboliques (obésité (Parsons et al., 2006), diabéte (Gupta et al.,
2006; Sarma et al., 2009)). Malgré des études contradictoires, ’alimentation notamment la
consommation de viande rouge et d’un régime riche en graisse, semble augmenter le risque de

développer une HBP (Kristal et al., 2008).
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b. Symptomes et Diagnostic

L’HBP est associée a deux grands types de troubles urinaires (McVary, 2003) :

- les troubles irritatifs : dus a une irritation de la vessie, il s’agit le plus fréquemment de la
pollakiurie (augmentation de la fréquence des besoins d’uriner)

- les troubles obstructifs : dus au rétrécissement de I'urétre, il s’agit de la dysurie (difficultés a
uriner) et la mauvaise vidange de I'uretre.

L’interrogatoire du patient permet au praticien de déterminer le score symptomatique, IPSS
(International Prostatic Symptom Score) reflétant la géne occasionnée par les troubles urinaires et
orientant sur le traitement a mettre en place. Ce dernier peut aller de la seule surveillance a la
prise de médicament ou l'intervention chirurgicale. Malgré une évolution de la maladie
généralement favorable, des complications peuvent survenir. Les difficultés a vidanger
completement la vessie sont susceptibles d’engendrer des infections urinaires avec ou sans
prostatite associée. De plus, la complication majeure reste la rétention aigiie d’urine pouvant

provoquer si elle devient chronique, une distension de la vessie.

c. Histologie et Traitements

L’HBP est une hyperplasie adénofibromateuse qui implique la partie glandulaire (adénome),
les fibres conjonctives (fibrome) et les fibres musculaires (myome) dans des proportions
variables d’un individu a lautre (Figure 5B). Les altérations observées montrent une
inflammation chronique avec infiltration lymphocytaire et une hyperplasie a la fois des cellules
stromales et épithéliales conduisant a ’hypertrophie et a ’apparition des symptomes.

Si la qualit¢ de vie du patient est altérée de maniere trop importante, deux stratégies

thérapeutiques peuvent étre mises en place ; le traitement médicamenteux et chirurgical.

1) Le traitement médicamenteux

La phytothérapie : Des médicaments obtenus a partir d’extraits de plantes tels que le

Tadénan® provenant d’'un extrait de prunier d’Afrique, le Pygeum africanum et le Permixon®
provenant d’un extrait de palmier nain, le Serenoa repens sont capables d’inhiber la 5a-
réductases de type II ce qui bloque la transformation de la testostérone en dihydrotestostérone
(DHT), son métabolite actif permettant la diminution du volume prostatique (Bayne et al.,

2000; Ishani et al., 2000).
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Les inhibiteurs de la 5a-reductase de type I et/ou II : Le dutasteride (Avodart®) (Frye et al.,

1998) ou le finastéride (Chibroproscar®) (Gormley et al., 1992) uniquement pour la 5a-
reductase type II permettent une réduction de volume de la prostate par diminution de la
conversion de la testostérone en DHT, ligand de AR dans la prostate.

Les a-1-bloquants : La tamulosine (Omix®) ou l'alfuzosine (Xatral®) ont pour effet de

relacher les fibres musculaires lisses de la prostate et du col de la vessie pour faciliter la

miction.

2)  Le traitement chirurgical

Cette voie thérapeutique qui est obligatoire dans les cas de troubles urinaires séveres et
lorsque les médicaments sont inefficaces, peut se présenter sous deux formes :

La résection trans-urétrale (RTUP) utilisée pour 90 % des patients, consiste a raboter par
endoscopie 'adénome au niveau de l'uretre pour permettre une amélioration du débit
urinaire (Yoo and Cho, 2012).

L’incision (ou taille vésicale) est préconisée lorsque le volume de la prostate est treés important
et consiste a retirer ’'adénome.

Depuis 2006, la thermothérapie par radiofréquence vise a chauffer la prostate a 100 °C grace

a des ondes focalisées pour provoquer une nécrose de 'adénome. L’utilisation de lasers est

également renforcée.
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Figure 6 : Statistiques du cancer en France
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II. Cancer de la prostate

1. Epidémiologie et facteurs de risque

En France, le cancer de la prostate est le premier en terme d’incidence et la 3¢™¢ cause de
déces par cancer chez 'Homme (Haute Autorité de Santé, 2012) (Figure 6). L’incidence entre
1980 et 2005 n’a cessé d’augmenter ce qui s’explique par le vieillissement de la population et
I’évolution des méthodes de diagnostic avec la généralisation du dosage du PSA (Prostate
Specific Antigen) comme test de dépistage (Belot et al., 2008).

De nombreuses études mettent en avant la complexité des mécanismes responsables de
I'initiation et de la progression du cancer de la prostate. Cependant, plusieurs facteurs de

risque liés a I’age, a la génétique et a 'environnement sont associés a ce cancer.

Le risque de cancer de la prostate augmente significativement avec I’age. Ainsi, les hommes de
moins de 50 ans ont un faible risque d’étre diagnostiqués (- de 0,5 % des cas incidents) alors
que les taux peuvent atteindre 1 211,8 pour 100 000 entre 75 et 79 ans puis diminuer ensuite.
I’age moyen de diagnostic varie autour de 71 ans (Haute Autorité de Santé, 2012). Plusieurs
hypotheses peuvent expliquer I'importance du vieillissement dans la mise en place de cette
pathologie. D’une part, la diminution progressive du taux d’androgeénes avec ’age induirait
des dérégulations moléculaires au niveau des cellules épithéliales menant a la tumorigénese
(Algarté-Génin et al., 2004). D’autre part, 'augmentation du stress oxydant est responsable de
cassures de ’ADN provoquant des mutations et favorisant le développement tumoral

(Bostwick et al., 2004a).

B Les facteurs génétiques

Méme st 85 % des cancers de la prostate sont sporadiques, les antécédents familiaux semblent
avoir un impact sur le risque relatif de développer un cancer puisque les hommes ayant un
parent du 1¢ degré (pere ou frere) atteint ont une augmentation de ce risque de 2 a 3,5 fois
(Whittemore et al., 1995). Depuis, plusieurs études ont montré un regroupement familial de

cancer de la prostate di a une héritabilité de genes a susceptibilité tumorale, certains avec une
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forte pénétrance alors que d’autres montrent un polymorphisme ou une pénétrance plus
faible.

Historiquement, le premier locus identifié¢ correspond a HPC1 (Hereditary Prostate Cancer locus-1)
dont l’allele candidat est RNase L (Ribonuclease L) (Smith et al., 1996; Wiklund et al., 2004). Les
mutations et délétions au niveau de ce locus sont associées a l'apparition précoce du
phénotype tumoral, l'agressivité et la capacité¢ métastatique chez les patients (Simard et al.,
2003).

Certains geénes semblent plus fréquemment liés aux cancers familiaux. Ainsi, des
polymorphismes de ELaC2 (Ela C homolog 2) codant pour une hydrolase sont retrouvés dans
des familles (Rebbeck et al., 2000). Des délétions dans les genes RNase L et MSR1 (Macrophage
Scavenger Receptor 1) codant pour des acteurs impliqués dans la réponse aux infections sont
associées au risque héréditaire de cancer de la prostate (Rennert et al., 2002; Xu et al., 2002).
Par ailleurs, des genes tels que CHERZ (Checkpoint Kinase 2) et NBS1 codant pour des acteurs du
controle du cycle cellulaire appartiennent également aux genes de susceptibilité héritée pour
le cancer de la prostate (Cybulski et al., 2004a, 2004b)

Une mutation germinale dans BRCAZ (BReast CAncer) peut augmenter le risque de cancer de la
prostate et causer environ 5 % des cas retrouvés chez les hommes de moins de 55 ans
(Edwards and Eeles, 2004). De la méme maniere, les mutations germinales dans BRCA!
prédisposent les hommes au cancer de la prostate qui peut se déclarer précocément
(Thompson and Easton, 2002).

Plusieurs études ont montré un polymorphisme de genes tels que le récepteur des androgénes, la
da-réductase de type 11 et la stéroide hydroxylase stimulant le métabolisme des androgenes (Kopper

and Timar, 2005).

L’appartenance ethnique peut également étre associée a un risque plus élevé de cancer de la
prostate. Des études épidémiologiques ont montré une augmentation de l'incidence de
cancers dans les populations noires africaines et caraibéennes en comparaison avec les
populations caucasiennes (Jack et al., 2007).

Une des hypothéses proposées est la présence d’un variant génétique de type microsatellite
associé avec le cancer, trouvé sur le chromosome 8q24 avec une incidence plus élevée dans les
populations afro-américaines (Amundadottir et al., 2006). De maniere générale, les différences
d’incidence liées a I'origine ethnique refletent I'influence de plusieurs parametres tels que la

énétique, I’environnement et les moyens de diagnostic (Bostwick et al., 2004a).
g que, Y g
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C Le mode de vie

Les études conduites sur les populations immigrantes suggerent que des facteurs exogenes
seraient impliqués dans I’étiologie du cancer puisque le risque da a I'appartenance ethnique

est modulé avec les mouvements géographiques (Winter et al., 1999).
a. L’alimentation

Nous avons choisi de nous focaliser sur le lien entre les lipides et la carcinogenese prostatique.
Plusieurs études épidémiologiques montrent que les taux d’incidence du cancer de la prostate
sont plus élevés aux Etats-Unis par rapport aux pays asiatiques (Haas et al., 2008).
L’alimentation riche en lipides des pays occidentaux semble étre un facteur prépondérant
(Watanabe et al., 2000).

Parmi les différentes classes de lipides, les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine
aliphatique qui different entre eux par la longueur de leur chaine carbonée (de 4 a 28
carbones) et par le type de liaison réunissant leurs atomes de carbone les définissant comme
saturés (liaisons simples) ou insaturés (au moins une double liaison). Les acides gras sont
retrouvés dans I’alimentation au niveau des graisses animales et végétales, les huiles ou les
cires. Ils sont stockés sous forme de triglycérides majoritairement dans les adipocytes du tissu
adipeux et servent de réserve énergétique. Ils ont également un role structural puisqu’ils
rentrent dans la composition des phospholipides, constituants importants des membranes
biologiques. Méme s’ils sont principalement apportés par I'alimentation, les cellules humaines
peuvent synthétiser de novo la quasi-totalité des acides gras. D’un point de vue
épidémiologique, la présence d’acide palmitique (C16 :0) et I'absence d’acide stéarique
(C18:0), deux acides gras saturés sont associ¢es aux cancers de la prostate de bas grade
(Souidi et al., 2004). De plus, I'acide myristique (C14 :0) est associé aux cancers de haut grade
ce qui montre I'implication des acides gras saturés tout au long de la progression tumorale.

Les acides gras poly-insaturés retrouvés chez 'Homme proviennent de ’'alimentation. En
effet, les cellules humaines ne peuvent pas synthétiser les acides linoléique (oméga 6) et
linolénique (oméga 3). Or un lien a ét¢ montré entre Iacide linoléique (oméga 6) et les cancers
de prostate de haut grade (Crowe et al., 2008). A I'inverse, I'acide linolénique (oméga 3) est
associ¢ a une diminution du risque de développer un cancer de la prostate (Chavarro et al.,
2008).

Le cholestérol est quant a lui, retrouvé dans les produits d’origine animale comme les

fromages, le jaune d’ceuf, les viandes bovine et porcine mais peut également étre synthétisé de
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novo. Le lien entre cholestérol et cancer de la prostate sera abordé plus précisément dans le

chapitre IV.

b. Les agents environnementaux

La mise en cause d’agents environnementaux dans 'augmentation du risque de cancer est
complexe car elle nécessite de tenir compte du produit, de la dose utilisée et du temps
d’exposition. Néanmoins, ’exposition a certains pesticides tels que le bromure de méthyl
(alkylant), le dithiothréitol (DT'T) ou I’heptachlore est associée a une augmentation de ce
risque (Alavanja et al.,, 2003). Le méme effet délétere est observé pour les perturbateurs
endocriniens ayant des activités oestrogéniques comme le diéthylstilbestrol (DES) et ceux
retrouvés dans les produits agricoles et industriels (Driscoll and Taylor, 1980). Des expériences
réalisées chez des rongeurs exposés au DES montrent un développement d’hyperplasie, d’une
dysplasie sévere assimilée a de la néoplasie intra-épithéliale signant donc les premieres étapes
d’'un développement tumoral et reliant ce perturbateur endocrinien a la carcinogenese
prostatique (Prins et al., 2001). L’exposition au cadmium, utilisé dans certains colorants et
plastiques industriels, est également corrélée avec une augmentation du risque de cancer

(Ogunlewe and Osegbe, 1989; Elghany et al., 1990).

2. Symptome et diagnostic

Le cancer de la prostate est asymptomatique jusqu’'a des stades relativement avancés ou il
pourra entrainer une rétention d’urine, une hématurie (sang dans les urines), une impuissance
sexuelle ou des dysfonctionnements d’autres organes en cas de métastases.

Les signes d’appel du cancer de la prostate sont un toucher rectal anormal et un dosage
anormalement élevé de PSA. La maniere la plus courante pour obtenir des échantillons est la
biopsie transrectale. Le diagnostic est ensuite confirmé par des examens histopathologiques et
cytologiques des glandes (Haute Autorité de Santé, 2012).

La complication la plus sévere apres la biopsie est 'infection du tractus urogénital voire la

septicémie.
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A Les biomarqueurs sériques

L’introduction des biomarqueurs sériques a révolutionné le diagnostic et la prise en charge du
patient.

La PAP (Prostatic Acid Phosphatase) est une phosphatase acide retrouvée dans le tissu
prostatique et le fluide séminal (Kutscher, W Wolbergs, H, 1935; Pal et al., 2012). Une étude
a montré que les niveaux de PAP sériques sont élevés dans les cancers de la prostate avancés
et métastatiques (Gutman,EB et al, 1936; Pal et al., 2012). Cependant, plusieurs
inconvénients ont remis en cause I'efficacité de ce marqueur pour le diagnostic. En effet, la
PAP est sécrétée par les cellules saines du pancréas, de I’estomac, du foie ou des reins et des
niveaux ¢levés de PAP peuvent étre détectés dans d’autres pathologies comme les tumeurs
malignes du rectum, du sang et de l'os (Jobsis et al., 1981; Sobin et al., 1986). Par ailleurs, les
taux de PAP peuvent étre augmentés apres manipulation de la prostate (touché rectal, biopsie,
chirurgie) et dans les pathologies bénignes de la prostate telles que les prostatites ou 'HBP.
Ces limites expliquent pourquoi l'utilisation du PSA comme marqueur prostatique I'a
supplantée (Stamey et al., 1987).

Le PSA est une glycoprotéine androgéno-régulée a activité sérine-protéase codée par le
gene RLK3 (human kallikrein 3). La protéine PSA est initialement synthétisée en un prépro-
peptide clivé en un pro-peptide inactif sécrété. Une fois dans la lumiere des acini prostatiques,
ce pro-peptide est tronqué pour produire le PSA actif qui favorise la mobilité des
spermatozoides. Depuis que la mesure du taux sérique de PSA est utilisée, de nombreux cas
de cancer de la prostate ont été détectés en particulier les formes localisées (Cooperberg et al.,
2003). Une valeur supérieure a 4 ng/ml est généralement considérée comme anormale.
Cependant, 1l est important de noter que ce taux peut étre augmenté dans des conditions de
non malignité prostatique et ne permet pas de différencier les formes agressives des formes
indolentes de la maladie (Thompson et al., 2004). Une méta-analyse a montré que la mesure
du PSA ne semble pas voir d’effet significatif sur la mortalit¢ due au cancer de la prostate
(Djulbegovic et al., 2010). Cependant, mesuré a un age précoce, le PSA peut permettre de
déterminer les personnes risquant de développer un cancer de la prostate (Lilja et al., 2007).

La hK2 (human glandular Rallikrein 2) est également une enzyme a activité sérine-
protéase, qui comme PSA appartient a la famille des kallikréines. Une élévation des quantités
de hK2 combinée avec un fort niveau de PSA sérique permet de prédire plus efficacement
qu’avec le PSA seul, les cancers de la prostate qui vont étre détectés par biopsie, les maladies

extra-capsulaires et les rechutes suite au traitement (Steuber et al., 2006).
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B Les biomarqueurs histologiques

L’a-Méthylacyl Coenzyme A Racémase (AMACR) est une enzyme mitochondriale
surexprimée dans le cancer de la prostate par rapport aux tissus ’HBP (Xu et al., 2000). La
détection de PAMACR par immunohistochimie est devenue une pratique courante pour le
diagnostic puisqu’elle est caractérisée par une grande sensibilité et spécificité (Sreekumar et
al., 2004). Par ailleurs, ce marquage est souvent couplé au marquage de la protéine p63
permettant de détecter les cellules basales. Ce marquage p63 est perdu dans les échantillons
tumoraux (Molinié et al., 2005).

Les EPCA-1 et EPCA-2 (Early Prostate Cancer Antigen) sont des protéines surexprimées dans les
tissus malins (Getzenberg et al., 1991) et leur marquage peut étre détecté plusieurs années
avant le développement du cancer (Dhir et al., 2004).

Les marqueurs PSA et PAP peuvent également étre détectés par des techniques histologiques

(Molinié et al., 2005).

C Les biomarqueurs urinaires

L’urine, en continuité directe avec la lumiéere prostatique, peut étre enrichie en biomarqueurs
de cellules tumorales prostatiques. Des protéines, ADN et ARN issus des cellules malignes ont
été identifiés dans I'urine avec plus ou moins de succes. A ’heure actuelle, les moyens mis en
place se focalisent sur les ARNS.

PCA3 (Prostate Cancer Antigen 5) est un ARNm non codant spécifique de la prostate et fortement
exprimé par les cellules cancéreuses (De Kok et al., 2002). Une étude a montré que PCA3 est
surexprimé dans 94,6 % des échantillons de cancer de la prostate a un taux 66 fois supérieur
aux conditions de tissus prostatiques sains et non-prostatiques (Hessels et al., 2003). Un test
urinaire pour PCA3 est disponible dans le commerce (Progensa PCA3; Geneprobe, San
Diego, CA) ou les niveaux de transcrits PCA3 sont mesurés puis normalisés a ceux de PSA
rendant ce test hautement informatif et reproductible (Haese et al., 2008; Sokoll et al., 2008).
L’utilisation de PCA3 comme marqueur a montré une association avec la progression
tumorale et notamment la rupture de la capsule (Haese et al., 2008; Nakanishi et al., 2008;
Whitman et al., 2008). Une étude récente place ce marqueur comme ayant une plus grande
valeur diagnostique que le simple dosage du PSA ce qui fait de lui un marqueur prometteur

(Roobol et al., 2010).
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Figure 7 : Description des différentes étapes de progression du cancer de la
prostate.

Le cancer de la prostate se développe a partir de 1’ épithélium et se caractérise par plusieurs
stades d’ évolution. Les cellules épithéliales proliferent de fagon incontrélée a lintérieur du
compartiment luminal entrainant la formation de néoplasies intra-épithéliales (PIN). Apres s’étre
détachées de la lame basale, les cellules proliférantes envahissent le compartiment stromal ce qui
caractérise I’étape de carcinome i situ. Enfin, les cellules tumorales peuvent évoluer vers des
stades plus agressifs ou elles seront capables de coloniser d’autres tissus pour former des tumeurs
secondaires ou métastases. Modifié d’aprés Abate-Shen et al., 2000 et Tomlins et al., 2006.



Introduction Bibliographique

Les fusions de genes de type TMPRSS-ETS (TransMembrane PRotease Serine 2-E-Twenty Six) qui
seront abordées plus en détails dans le Chapitre IIT 1. sont impliquées dans environ 50 % des
¢chantillons de tumeurs prostatiques confirmant leur spécificité pour ce cancer (Scheble et al.,
2010). Plusieurs études montrent qu’il est possible de détecter dans des échantillons urinaires,
les transcrits de ces fusions dans environ 35 % des cas avec une spécificité de quasiment 100%
(Hessels et al., 2007; Rostad et al., 2009; Tomlins et al., 2011). Méme si la sensibilité de ces
tests est relativement faible par rapport aux autres marqueurs, ils sont hautement spécifiques
et permettent de détecter préférentiellement les tumeurs agressives (Salami et al., 2011).

EN2 (Engrailed 2) est un facteur de transcription dont la séquence peptidique de
I’'homéodomaine peut se lier au promoteur de genes cibles pour exercer son action régulatrice
sur leur transcription. L’expression d’/N2 est régulée positivement dans les cellules tumorales
prostatiques (LNCaP, DU145 et PC-3) en comparaison avec des cellules prostatiques saines et
son inhibition par siRNA conduit a une baisse de la croissance cellulaire (Bose et al., 2008).
Des tests urinaires ont été mis en place pour détecter les niveaux d’EN2 avec une sensibilité de
66 % et une spécificité¢ de 90 % (Morgan et al., 2011).

En plus de son utilisation comme marqueur sérique, plusieurs groupes ont cherché a détecter
I’AMACR dans les urines. Ainsi, les taux de son ARNm ont été quantifiés par RT-qPCR puis
normalisés aux niveaux de PSA ce qui a permis de prédire un cancer de la prostate dans 70 %

des patients soulignant bien son potentiel diagnostique (Zielie et al., 2004).

3. Les étapes de la carcinogenése prostatique et classification
Le cancer de la prostate est un adénocarcinome se développant majoritairement (85 % des
cas) au niveau de la zone périphérique de cet organe. La mise en place et la progression de ce
cancer se déroulent en différentes étapes: latrophie inflammatoire, la néoplasie intra-

épithéliale, le carcinome puis I'invasion métastatique (Figure 7).

A L’atrophie inflammatoire proliférative (PIA)

Elle est décrite comme une prolifération de I’épithélium glandulaire avec I’apparence
morphologique d’une atrophie associée a une inflammation (Ruska et al., 1998). Concernant
les lésions, une prolifération des cellules épithéliales est retrouvée ainsi que des cellules
inflammatoires telles que des mononucléaires et/ou des polynucléaires neutrophiles a la fois

dans le compartiment épithélial et stromal, et une atrophie stromale avec une fibrose plus ou
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Cribiforme

Figure 8 : Phénotype histologique des différents types de néoplasies intra-épithéliales.
L’architecture des PIN est regroupée autour des 4 formes majeures suivantes: en touffe, micropapillaire,
plate et cribiforme.
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moins importante. Cette étape inflammatoire est proposée comme ¢étant une réponse
proliférative aux dommages environnementaux comme l'inflammation et le stress oxydant
chez ’homme agé. Son implication dans la cinétique de carcinogenese prostatique est
cependant tres controversée. Ainsi, elle correspondrait a une étape trés précoce voire sans
rapport avec le cancer (Tomlins et al., 2007). De plus, certaines des signatures moléculaires de

la transformation néoplasique sont retrouvées dans cette étape (Joshua et al., 2008).

B La néoplasie intra-épithéliale ou PIN

Il s’agit des lésions présumées initiatrices de la carcinogenese prostatique. La plupart des
altérations observées au cours de la progression tumorale se mettrait en place durant la
transition entre I’épithélium sain et la néoplasie intra-épithéliale (T'omlins et al., 2007). Nous
aborderons ces modifications génétiques dans le chapitre III. Au niveau des cellules
prostatiques, ’étape de néoplasie intra-épithéliale (PIN : Prostatic Intra-epithelial Neoplasia) se
caractérise par une désorganisation de I’épithélium prostatique avec I’apparition de nucléole
proéminent, d’un élargissement du noyau et d’une augmentation de la densité du cytoplasme.
L’architecture des PIN est regroupée autour de 4 formes majeures qui n’influent pas sur le
pronostic : en touffe, micropapillaire, cribiforme et plate (Figure 8) (Abate-Shen and Shen,
2000; Bostwick et al., 2004b). Ces PIN peuvent étre classées en fonction de leurs
caractéristiques histologiques et cytologiques en lésions de bas grade (LGPIN : low grade) ou de
haut grade (HGPIN : figh grade) (Joniau et al., 2005).

C Le carcinome

Le carcinome présente des altérations semblables aux HGPIN notamment concernant les
marqueurs de différenciation et les anomalies chromosomiques. Contrairement aux HGPIN,
I’étape de carcinome se caractérise par une rupture de la lame basale. Les cellules épithéliales
basales et luminales présentent une prolifération fortement accrue ce qui se traduit par une
augmentation des sécrétions et donc des marqueurs de diagnostic comme le PSA. Lorsqu’elles
deviennent plus agressives, les cellules cancéreuses vont envahir le tissu de soutien ainsi que les

acini adjacents et les organes voisins (vésicules séminales et vessie) (Wittekind et al., 2002).
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A) T Tumeur primitive

X Tumeur primitive non évaluée
T0 Tumeur non retrouvée
T1 Tumeur non palpable et non visible a I'imagerie.
* Tla Moins de 5 % du tissu réséqué
* Tilb Plus de 5 % du tissu réséqué
e Tlc Découverte sur biopsie en raison d'un PSA élevé
T2 Tumeur limitée a la prostate
* T2a Atteinte de moins de 50 % d'un lobe
* T2b Atteinte de plus de 50 % d'un lobe
e T2c Atteinte des deux lobes
T3 Extension au-dela de la capsule
* T3a Extension extra-capsulaire uni ou bi-latérale
 T3b Extension aux vésicules séminales uni ou bi-latérale

Tumeur fixée atteignant d'autres structures que les vésicules

T4 séminales
N Ganglions régionaux
NX Ganglions régionaux non évalués
NO Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 Atteinte ganglionnaire(s) régionale(s)
Nim1 Métastase ganglionnaire de moins de 0,2 cm
M Meétastases a distance
MX Métastases a distance non évaluées
MO Absence de métastases a distance
M1 Métastases a distance
* Mla Atteinte de ganglions non régionaux
* Milb Atteinte osseuse
* Milc Autres sites

Cellules normales

B)

Petites glandes uniformes

Glandes plus espacées

Glandes simples, de taille moyenne,
de forme, de taille et d’espacement
irréguliers

Massifs épithéliaux de glandes
fusionnées

Couches de cellules indifférenciées-
Adénocarcinome

Figure 9 : Classification des tumeurs prostatiques.

A) Classification TNM d’apres le rapport d’orientation de la Haute Autorité de Santé. B) Vue schématique
de I’histologie prostatique a cinq grades différents selon la classification de Gleason avec les caractéristiques
principales associées a ces grades.
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D Le cancer métastatique

La progression s’oriente vers la formation de métastases et est caractérisée par une perte
d’adhérence des cellules entre elles et avec la matrice extra-cellulaire conduisant a une
dissémination des cellules cancéreuses dans les systemes sanguins et lymphatiques. Ces
métastases sont principalement retrouvées au niveau des ganglions lymphatiques, des os et du

cerveau (Tantivejkul et al., 2004; Salvati et al., 2005; Zeng et al., 2005).

E La classification TMN

La classification TNM est un systeme international permettant de classer tous les cancers
selon leur expansion 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 suivie d’un chiffre
correspondant a des criteres et permettant de caractériser précisément l’envahissement

tumoral (Salomon et al., 2010) (Figure 9A).

F Le score de Gleason

Il s’agit du systeme le plus couramment utilisé pour grader I’adénocarcinome de la prostate
(Gleason and Mellinger, 1974). Ce systeme est basé sur I'analyse histologique décrivant un
score entre 2 et 10, avec 2 étant le moins agressif et 10 le plus agressif. Ce score est la somme
des 2 profils histologiques les plus courants (grades 1-5) de la croissance tumorale (Figure 9B).
Cette classification permet de séparer les tumeurs en cancers de bas grade de malignité (de 2 a

4), de grade intermédiaire (de 5 a 7) et de haut grade (de 8 a 10).

4. Traitement

Lorsque le diagnostic est confirmé, le choix de la stratégie thérapeutique se base sur la
chirurgie, la radiothérapie, ’hormonothérapie ou la surveillance active selon 1’age du patient,
les caractéristiques de la tumeur et les pathologies associées (Institut National du Cancer,
2010) (Figure 10).

La surveillance active est possible lorsque le stade de la maladie est relativement précoce.

L’¢évolution de la maladie sera alors controlée par un toucher rectal et un dosage du PSA tous
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Stades précoces de cancer

< Surveillance active: - dosage PSA tous les 6 mois
- biopsie a 1 an puis tous les 2 a 3 ans

'

Cancers localisés

Chirurgie

Radiothérapie

Curiethérapie

Ultrasons focalisés de haute densité

¥

Cancers localisés de haut grade

< Hormonothérapie

¥

Cancers en échappement hormonal (CRPC

<> Chimiothérapie

Figure 10 : Traitements du cancer de la prostate.
Représentation schématique des différents traitements utilisés en fonction de I'avancée du cancer de la
prostate.
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les 6 mois, une biopsie a 1 an puis tous les 2 a 3 ans jusqu’aux premiers signes de progression
tumorale. La mise en ceuvre de traitements curatifs sera alors lancée.

Parmi ces traitements, on distingue (Figure 10) :

A La chirurgie

La prostatectomie totale est le traitement chirurgical curatif appliqué en cas de cancer localisé.
Cette intervention, réalisée le plus souvent au travers d’une incision abdominale au-dessus du
pubis ou par coelioscopie ou incision du périné, consiste en ’ablation de la prostate et des

vésicules séminales.

B La radiothérapie externe

Apreés un repérage radiographique de la prostate, cette technique wvise a cibler
préférentiellement les cellules tumorales a l'aide de radiations ionisantes. Les rayons
entrainent la mort des cellules malignes en bloquant leur multiplication. C’est le traitement de
référence des cancers localisés de bas grade ou de grade intermédiaire. Il est associé a
I’lhormonothérapie pour les cancers localisés de haut grade ou localement avancés. Les
principaux effets secondaires de la radiothérapie sont des rougeurs de la peau et une

inflammation de la vessie et de 'urétre.

C La curiethérapie

Cette technique nécessite un guidage échographique pour implanter dans la prostate soit de
fagon permanente des grains d’iode 125 radioactifs soit temporairement de I'iridium 192. Les
radiations émises par ces substances provoquent la mort des cellules avoisinantes. La portée de
ces 1mmplants est faible ce qui permet de protéger les tissus voisins (vessie, rectum). La
curiethérapie est indiquée majoritairement en cas de cancer localisé de bas grade. Les effets
secondaires associés sont I’apparition d’ecchymoses et de saignements au niveau du lieu
d’insertion des implants, des troubles urinaires (inflammation, hématurie, rétention d’urine) et

plus tardivement des troubles de ’érection (30 % des cas).
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D Les ultrasons focalisés de haute densité ou HIFU (High Intensity Focused Ulirasound,

Ablaterm®)

Il s’agit d’une technique récente et qui consiste a focaliser des faisceaux d’ultrasons de haute
intensité dans la prostate v une sonde endorectale pour obtenir un effet d’ablation
thermique. Ce traitement peut étre proposé en cas de cancer localis¢ de bas grade et lorsque
la radiothérapie n’a pas eu d’effet.

Les principaux effets secondaires provoqués par ces traitements curatifs des cancers localisés

sont des troubles urinaires et de ’érection.

E L’hormonothérapie

Le cancer de la prostate est fortement androgéno-dépendant, c’est-a-dire que la progression
tumorale va dépendre des androgenes testiculaires (testostérone) mais aussi de ceux produits
par la prostate issus de la conversion de la DHEA (déhydroépiandrostérone) ou de
I’androsténedione surrénalienne. L’hormonothérapie est donc centrée sur le blocage de la
production et de I'action des androgenes. Associée a la radiothérapie, il s’agit du traitement de
référence des cancers de la prostate localisés de haut grade ou localement avancés. Lorsque les
ganglions sont atteints et que des métastases ont été détectées, I’hormonothérapie est utilisée

pour une longue durée (Institut National du Cancer, 2010).

a. L’ablation des testicules

Cette intervention chirurgicale vise a supprimer la source de testostérone produite par les
testicules. Cette ablation permet une diminution de 90 a 95 % de la quantité de testostérone

retrouvée dans le corps et entraine une régression rapide de la tumeur prostatique.
b. Les traitements médicamenteux

1) Les analogues ou antagonistes de la LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone)
La LHRH est une hormone sécrétée de maniere pulsatile par I’hypothalamus en direction de
I’hypophyse antérieure qui va ensuite libérer la LH (Luteinizing Hormone). Celle-ci est
responsable de la production de la testostérone au niveau testiculaire. L’utilisation d’analogues
de la LHRH tels que le Leuprolides® (leuproréline) ou Goserelin® stimule de manicre

constante I’hypophyse ce qui entraine la diminution du nombre de récepteurs de LHRH et
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donc de la production de LH. Ces analogues montrent une efficacité comparable a la
castration chimique (Denis, 1998) et a 'oestrogene de synthese, le diéthylstilbestrol (The
Leuprolide Study Group, 1984). Les antagonistes de la LHRH comme le dégarelix
(Firmagon®) permettent la diminution des taux de testostérone et du PSA circulants (Boccon-

Gibod et al., 2009).

2)  Les anti-androgénes

Les plus courants, flutamide (Eulexin®), bicalutamide (Casodex®), nilutamide (Nilandron®),
entrent en compétition avec la testostérone ou la DHT pour la fixation sur AR (Klotz, 2006).
L’acétate de cyprotérone (CPA), analogue de I’hydroxyprogestérone, est un stéroide qui
bloque l'interaction des androgenes avec AR (Torri and Floriani, 2005). Ces anti-androgenes
sont le plus souvent administrés en complément des analogues de LHRH.

Parmi les effets secondaires les plus communément associés a I’hormonothérapie, sont
retrouvés les bouffées de chaleur, des troubles de I’érection, la baisse de la libido et
Iirritabilité.

Néanmoins, les bénéfices de I’hormonothérapie ne perdurent pas apreés 30 mois de traitement
(Russell and Khatri, 2006). Les cellules tumorales deviennent alors pharmaco-résistantes et le

cancer devient alors un CRPC (Castration-Resistant Prostate Cancer).

F La chimiothérapie

Traitement systémique, la chimiothérapie permet de cibler les cellules tumorales quelle que
soit leur localisation et d’agir sur leurs mécanismes de prolifération. Elle est ainsi le traitement
de référence des cancers métastatiques hormono-résistants ou CRPC. Les médicaments
utilisés et la fréquence de traitement sont adaptés a chaque individu selon les caractéristiques
du cancer et la tolérance au traitement. Le docétaxel (Taxotere®) permet un blocage de la
mitose alors que le mitoxantrone (Novantrone®) est un intercalant de 'ADN. Pour limiter
leurs effets indésirables, ces molécules sont trés souvent associées a un anti-inflammatoire

glucocorticoide, la prednisone (Pred Forte®).
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III. Les modéles murins de cancer prostatique

Les études mn vitro réalisées sur des lignées tumorales humaines comme les DU-145, les PC-3 et
les LNCaP ont permis de caractériser les mécanismes intra-cellulaires impliqués dans la
progression tumorale mais ne permettent pas de tenir compte des signaux paracrines du
microenvironnement (Sobel and Sadar, 2005). De plus, le cancer de la prostate ne dérive pas
d’un seul foyer de cellules mais bien de manie¢re multifocale pour 60 a 90 % des patients
(Andreoiu and Cheng, 2010).

Les manipulations du génome murin sont utilisées pour modéliser la carcinogenese

prostatique, de I'initiation jusqu’aux métastases.

1. Les bases moléculaires

De nombreux arguments bibliographiques montrent que le développement du cancer de la
prostate est di a des altérations génétiques provoquant lactivation d’oncogéenes et
I'inactivation des genes suppresseurs de tumeurs (Gurel et al., 2008). Plus récemment, il a été
montré que 50 % des cancers de la prostate présentent des fusions de génes (Morris et al.,
2008). Ainst, les tumeurs peuvent étre classées en fonction des altérations génétiques détectées
et des signatures chromosomiques. Ces données suggerent que le cancer de la prostate dont
les mécanismes moléculaires étaient jusqu’a présent mal compris pourrait étre classé en sous-
groupes homogenes identifiables grace a des criteres moléculaires et ainsi étre ciblé de

maniere plus efficace en thérapie.

A Les oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs (onco-suppresseur)

Il existe deux classes de geénes mutés avec une pénétrance élevée dans les cancers: les
oncogenes et les suppresseurs de tumeurs (pour revue; Weinberg, 1994). Les oncogeénes vont
promouvoir le cancer alors que les suppresseurs de tumeurs inhibent le développement et la
progression tumorale. Généralement, les oncogénes sont activés par des mutations
dominantes qui exacerbent la fonction de la protéine codée par ce geéne. Ainsi, les proto-
oncogenes (forme non mutée de 'oncogene) restent quiescents quand ils sont exprimés de

maniere endogeéne mais les mutations gain de fonction ou les surexpressions de ces genes via
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une régulation aberrante des controles cellulaires peuvent conférer aux cellules une viabilité
ou des avantages prolifératifs (Stehelin et al., 1976).

L’inactivation des suppresseurs de tumeurs dans les cancers est expliquée par ’hypothese des
deux « hits » établie pour le gene RB (RetinoBlastoma) (Knudson, 1971). Ainsi, les patients avec
des cas héréditaires de rétinoblastome présentent une copie mutée de RB héritée ce qui
correspond au premier «hit». Si la fonction du deuxiéme alléle est altérée soit par une
nouvelle mutation soit par une perte d’hétérozygotie (LOH ; Loss Of Heterozygosity), c’est le
second « hit », permettant alors a la tumeur de se développer. Cette théorie des deux « hits » a
permis l'identification d’un grand nombre de genes suppresseurs de tumeur qui peuvent étre
regroupés dans deux classes différentes. D’une part, certains ont pour roéle de freiner la
prolifération et donc d’inhiber la croissance tumorale ce qui inclut les régulateurs négatifs des
voies de survie tels que PTEN ou les inhibiteurs du cycle cellulaire comme RB. D’autre part,
certains empéchent ou réparent les dommages a ’ADN diminuant ainsi le taux de mutations
comme 1p53.

Les modé¢les animaux que nous détaillerons par la suite ont permis de préciser I'impact des
genes suppresseurs de tumeur sur la carcinogenese prostatique en introduisant notamment la
notion d’haplo-insuffisance c’est-a-dire 'importance du dosage allélique moins restrictif que la
théorie des deux « hits » (Berger and Pandolfi, 2011). En effet, dans de nombreux cas pour
certains genes suppresseurs de tumeur, la perte d’un allele est fonctionnellement importante

selon le contexte ou la perte d’autres genes avec lesquels ils peuvent coopérer.

B Les fusions de génes

L’'implication de ces altérations génétiques dans le développement des cancers en fait un axe
treés important de la recherche fondamentale. Un gene de fusion est un gene hybride formé a
partir de deux genes distincts. Ce réarrangement peut étre le résultat de translocation, de
délétion interstitielle ou de I'inversion chromosomique. D™une part, des éléments promoteurs
sont situés a proximité d’un proto-oncogene ce qui va entrainer I’expression de I'oncogene.
D’autre part, la fusion de genes permet de créer une nouvelle fonction ou une fonction altérée.
Une translocation génétique aberrante générant une fusion des genes codant la sérine
protéase androgéno-régulée sécrétée par les cellules épithéliales prostatiques, TMPRSS2
(TransMembrane PRotease Serine 2) et le géne codant un membre de la famille des facteurs de
transcription E'TS (E-Twenty Six) parmi lesquels on retrouve ERG, ETVI1, ETV4, FLI1
(Tomlins et al., 2005, 2006). La région traduite de TMPRSS2-ERG est uniquement codée par
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le géene ERG ce qui produit une protéine ERG tronquée sous contrdle d’une stimulation
androgénique via le promoteur de TMPRSS2 (Clark et al., 2007). Les fusions TMPRSS2-
ERG sont détectées dans 40 a 80 % des cas puis TMPRSS2-ETV2 dans 20 % des cas (Cai et
al., 2007). Les fusions de geénes sont retrouvées dans 60 a 70 % des cancers de la prostate
localisés. Alors que peu de fusions sont détectées dans les néoplasies de bas grade (LGPIN),
elles sont présentes dans 25 % des néoplasies de haut grade (HGPIN) (Cerveira et al., 2006;
Clark et al., 2007).

2. Modéle MPR (Mouse Prostate Reconstitution)

Le principe repose sur la greffe du sinus urogénital de foetus murin de 16 jours sous la capsule
rénale d’une souris male adulte ce qui provoque le développement d’une prostate mature. Par
exemple, I'utilisation dun rétrovirus recombinant permet d’introduire les oncogenes Ras
et/ou Myc au niveau des parties mésenchymateuses et épithéliales du sinus urogénital. Un
adénocarcinome de la prostate est détecté dans 90 % des animaux lorsque les deux oncogenes
sont utilisés. L'introduction de Ras seul induit une dysplasie alors que Myc provoque une
hyperplasie épithéliale focale. Ce modele a permis la compréhension de I'impact de
I’environnement puisque si I’épithélium est infecté par les deux oncogenes, 80 % des animaux
développent un carcinome alors que lorsque le mésenchyme seul est touché, tous les animaux
présentent une dysplasie mais aucun cas de cancer (Thompson et al., 1991, 1993, 1995). Ce
modele a également permis d’étudier I'implication d’acteurs moléculaires dans la
carcinogenese prostatique. Ainsi, 'utilisation du sinus urogénital de souris 7p53-/- a montré
la présence de cancer de la prostate dans 100 % des cas avec des métastases dans 95 % des cas
ce qui suggere un role prépondérant de p53 dans la progression du cancer (Eastham et al.,

1995).

3. Les modéles d’invalidation de suppresseurs de tumeurs

A Méthodes de transgenése utilisées

a) Les invalidations au niveau germinal
Les mutations provoquant une haplo-insuffisance des suppresseurs de tumeur sont
fréquemment retrouvées dans plusieurs cancers humains ce qui entraine une prolifération

incontrolée (Berger and Pandolfi, 2011). Ces mutations peuvent étre recréées dans des
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organismes modeles permettant d’étudier plus précisément les mécanismes moléculaires mis
en jeu. La création de modeles d’invalidation repose ainsi sur la modification au niveau
germinal d’un domaine génique essentiel pour la fonctionnalité de la protéine. Nous
aborderons des mode¢les murins ayant contribué a la compréhension des mécanismes de

carcinogenese prostatique.

b) Les invalidations conditionnelles

Elle permet d’étudier des genes dont I'invalidation au niveau de la lignée germinale est 1étale
(Chaible et al., 2010). Les genes impliqués dans le développement d’organes vitaux doivent
étre inactivés de maniere spécifique dans les tissus cibles pour étudier leur réle dans les étapes
post-embryonnaires. La recombinase Cre est une enzyme isolée a partir du phage P1 qui
catalyse une récombinaison spécifique du site au niveau de genes flanqués (floxed) de part et
d’autre de séquences de 34 paires de bases nommeées sites loxP (Abremski and Hoess, 1984).
Dans les modeles murins, la recombinase Cre est utilisée comme transgene sous le controle
d’'un promoteur spécifique du tissu cible. L’activit¢ du promoteur est controlée par des
facteurs de transcription exprimés dans le tissu d’intérét a un stade spécifique du
développement (Wu et al., 2001). Pour cibler efficacement la délétion de genes au niveau
prostatique, des séquences promotrices sont utilisées a partir de geénes endogenes de la
prostate.

Le promoteur du gene de la probasine de rat (PB -426 +28) a été tres utilisé (Greenberg et al.,
1994). Deux sites consensus de liaison de AR a I'intérieur du promoteur (-236 a -223 et -140 a
-117) nommés ARR (Androgen Response Region) sont requis pour une activit¢ optimale du
promoteur (Kasper, 2005). Les analyses de genes rapporteurs montrent des niveaux élevés de
probasine dans tous les lobes de la prostate murine en utilisant ces sites consensus (Gingrich et
al., 1996). Un promoteur plus long de 12 Kb (promoteur -11500/+28 large PB (LPB)) permet
une expression significativement plus élevée du transgene au niveau des cellules épithéliales
luminales (Yan et al., 1997). L’ajout de 2 ARR au promoteur LPB permet de créer un
nouveau promoteur dont la spécificité sera plus élevée encore pour la prostate : ARR2PB. Ce
promoteur est utilisé pour cibler Pexpression de la Cre (PB-Cre4) avec une grande spécificité
dans les cellules luminales épithéliales (Wu et al., 2001). Par ailleurs, une portion du
promoteur du PSA humain a été également utilisé pour exprimer la Cre dans les prostates
murines (Abdulkadir et al., 2002).

Plusiecurs méthodes ont été mises en place afin de placer la recombinase Cre sous le controle

d’un promoteur inductible. Une recombinase MerCreMer sous contréle d’un promoteur
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probasine inductible au tamoxifen a été crée. Dans cette construction, I'expression du
transgene est induite suite a des injections intra-péritonéales de tamoxifen qui est un
modulateur du récepteur des oestrogenes permettant des niveaux élevés de recombinaison
spécifique du tissu (Birbach et al., 2009). Une autre étude a développé un vecteur viral plagant
la Cre sous controle d’un promoteur viral injecté au niveau des canaux prostatiques de souris
floxées pour les geénes d'intérét et démontrant un taux élevé de recombinaison (Leow et al.,

2005).

B Les invalidations du géne suppresseur de tumeur Pien

PTEN  (Phosphatase and TENsin homolog), second gene suppresseur de tumeur le plus
fréquemment muté dans les cancers (Stokoe, 2001), se situe au niveau de la portion
chromosomique 10923 qui est fréquemment délétée dans le cancer de la prostate (L1 et al.,
1997).

A ce jour, 4 mécanismes menent a I'inactivation de PTEN dans le cancer chez ’'Homme : la
délétion chromosomique ou la perte d’hétérozygotie, les mutations somatiques, 1’oxydation
(Covey et al., 2007) et des modifications épigénétiques comme la méthylation du promoteur.
Par ailleurs, des mutations de PTEN peuvent conférer en cas de cancer de la prostate des
résistances a la chimiothérapie et a la radiothérapie mais également augmenter le taux de
récidives apres prostatectomie (Anai et al., 2006; Bedolla et al., 2007; Priulla et al., 2007). Des
é¢tudes mettent en avant le role de PTEN dans la progression tumorale vers I’androgéno-

indépendance et le potentiel métastatique (Shen et al., 2007).

a. Pten est une phosphatase inhibitrice de la voie PI3K

La Phosphoinositide 3-Kinase (PISK) et ses cibles AKT/PKB sont des molécules de
signalisation importante et des facteurs de survie clés impliqués dans le contréle de la
prolifération cellulaire, I’apoptose et donc de la carcinogenese. Les membres de la famille
PI3K sont regroupés en quatre classes en fonction de leur structure et de la spécificité du
substrat i vitro. En effet, les classes I a III ciblent les lipides phosphorylés alors qu’il s’agit des
protéines phosphorylées pour la classe IV. Parmi ces classes, la classe I est la plus associée avec
le cancer et est composée d’une sous-unité régulatrice de 85 kDa et d’une sous-unité
catalytique de 110 kDa. Le role de la PISK est de phosphoryler une série de phospholipides
membranaires tels que PtdIns(4)P (PhosphatidylInositol Phosphate) et PtdIns(4)P2 permettant de
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Figure 11 : Mécanisme d’action conduisant a ’activation de la kinase AKT et son
implication dans les voies de survie et de prolifération cellulaire.

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
PI3Kinase (PI3K) qui phosphoryle I'inositol diphosphate en inositol triphosphate. La phosphatase
PTEN (phosphatase and tensin homolog) se charge de la réaction inverse. Ensuite, les kinases PDKI1 et 2
(3-phosphoinositide-dependent ~ protein kinase) activent AKT par phosphorylation conduisant a la
stimulation de la survie et de la prolifération cellulaire en modulant par phosphorylation ’action
de facteurs clés dans ces mécanismes. Les points rouges représentent des groupements phosphates.
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former les messagers secondaires PtdIns(3,4)P2 et Pdtlns(3,4,5)P3. Trois types d’effecteurs
peuvent activer la PISK : les récepteurs aux facteurs de croissance tels que IGF-R (Insulin
Growth Factor-Receptor) ou PDGF-R (Platelet Derwed Growth Factor-Receptor) ; les phosphoprotéines
telles que IRS-1/2 (Insulin Receptor Substrate 1/2), Gab 1/2 (Grb 2-associated binder 1/2) ou
I'oncogene Ras (cellular murine sarcoma virus oncogene homolog) (McCubrey et al., 2007). La plupart
du temps, la PISK est activée par la fixation d’un ligand a son récepteur entrainant
I'association de la sous-unité régulatrice p85 avec les résidus tyrosine phosphorylés sur le
récepteur via un domaine SH2 (Sre-Homology2). La sous-unité catalytique pl110 transfere alors
le groupement phosphate au niveau des phospholipides membranaires et plus spécifiquement
le PtdIns (3,4,5)P3 qui va a son tour, attirer des kinases initiant ainsi la cascade de signalisation
(Toker and Cantley, 1997).

En aval de la PI3K, AK'T/PKB (Protein Rinase B) est une kinase présentant des similarités avec
les PKA et C. Chez les mammiferes, il existe trois membres AKT1, AKT2 et AK'T3 codés par
trois genes distincts. La protéine AK'T contient un domaine amino-terminal de type PH
(Pleckstrin Homology) permettant de diriger la protéine vers la membrane, lieu de son activation
(Franke et al., 1997). Dans sa région centrale, AK'T possede un large domaine kinase et est
composée au niveau de sa région carboxy-terminale de régions hydrophobes, riche en proline
(Bellacosa et al., 1991; Coffer and Woodgett, 1991). L’activation d’AKT dépend
essentiellement de la phosphorylation de 2 résidus ; la sérine 473 et la thréonine 308. Lorsque
ces 2 résidus sont phosphorylés, I'activation est optimale. Les PDKs (Phosphatidylinositide-
Dependent  Kinases) sont responsables de cette activation puisque PDKI phosphoryle la
thréonine 308 et PDK2 la sérine 473. L'identité de PDK2 est controversée car des arguments
suggerent que la phosphorylation de la thréonine 308 provoquerait ’autophosphorylation de
la S473 tandis que d’autres postulent que PDK2 est en fait une ILK (Integrin-Linked Kinase)
(Delcommenne et al.,, 1998; Toker and Newton, 2000). AKT peut également étre
phosphorylée par la protéine RICTOR appartenant au complexe mTOR retrouvé en aval
d’AKT (Steelman et al., 2008). Par ailleurs, AKT peut étre déphosphorylée par la p70S6K
qui est également en aval d’AKT dans la cascade de signalisation (Martelli et al., 2007).
Lorsqu’elle est activée, AKT quitte la membrane pour phosphoryler les substrats intra-
cellulaires. AK'T' peut ainsi transloquer dans le noyau ou elle pourra agir sur l'activité d’un
grand nombre de régulateurs transcriptionnels (Andjelkovi¢ et al., 1997). Les facteurs de
transcription CREB (Cyclic-AMP Response Element Binding protein), E2F, NFxB et Forkhead sont
des substrats direct ou indirect d’AKT et vont promouvoir la prolifération cellulaire ou la

survie (Figure 11). En plus des facteurs de transcription, AK'T peut agir sur des molécules

29






Introduction Bibliographique

pour affecter la survie telles que la caspase-9, le facteur pro-apoptotique BAD et la GSK-3f3
(Glycogen-Synthase kinase-3f3). Lorsque ces cibles sont phosphorylées par AKT, elles peuvent étre
soit activées, soit inactivées mais le but est de promouvoir la survie de la cellule.

Les produits des réactions de la voie PI3K sont déphosphorylés par deux types de
phosphatases, PTEN et SHIP-1/2 (SHZ2-domain-containing Inositol Phosphatase). PTEN exerce une
activit¢ de phosphatase lipidique sur le PtdInsP3 provoquant I'inhibition de la voie de survie
PI3K (Foufelle et al., 2005). Par ailleurs, PTEN possede également une activité de
phosphatase protéique sur des substrats tels que FAK (Focal Adhesion Kinase), la protéine
d’échange SHC (Src Homology 2 domain Containing) et les régulateurs transcriptionnels ETS-2 et
Spl (Weng et al., 2002; Kang-Park et al., 2003). La protéine PTEN possede 4 domaines
structuraux. Au niveau amino-terminal sont retrouvés les domaines phosphatases lipidiques et
protéiques. Puis le domaine C2 est responsable de la liaison lipidique ainsi que de la
localisation membranaire. Ensuite les 2 domaines PEST (riche en proline (P), glutamate (E),
sérine (S) et thréonine (T)) régulent la stabilit¢ de la protéine. Enfin, PTEN posséde un
domaine PDZ qui facilite les interactions protéines-protéines. Plusieurs études ont montré que
les mutations au sein du domaine phosphatase rendent la protéine inactive (Maehama and

Dixon, 1998; Myers et al., 1998; Maier et al., 1999).

b. Fonctions de PTEN indépendantes de la voie PI3SK

En plus de son lien avec AKT, PTEN s’associe directement avec pd3 pour en augmenter la
stabilité, le niveau protéique et 'activité transcriptionnelle (Blanco-Aparicio et al., 2007). De la
méme manicre, PTEN régule Parrét du cycle cellulaire en phase Gl par son activité
phosphatase en diminuant les niveaux d’accumulation notamment nucléaires de la Cycline
D1 (Radu et al., 2003).

Par ailleurs, la forme nucléaire de PTEN joue un réle crucial dans le maintien de la stabilité
chromosomique. En effet, la perte de PI'EN entraine une augmentation des cassures
centromériques et des cassures doubles brins (Shen et al., 2007). Cette méme étude met en
évidence que PTEN est associée aux centromeres par son interaction avec la protéine CENP-
G (CENtromere Protein C) et module la réparation des cassures doubles brins en régulant la

protéine Rad51.
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Figure 12 : Mécanisme d’action conduisant a P’activation de la kinase AKT et son
implication dans les voies de survie et de prolifération cellulaire.

La présence de PTEN dans les cellules saines limite Pactivation d’AKT ce qui va freiner la
prolifération. A I'inverse, I'inactivation de PTEN dans les cellules tumorales prostatiques entraine
lactivation de la voie PI3K/AKT ce qui va promouvoir la survie et la prolifération cellulaire.
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c. Invalidation de Pfen

Meéme st le modele Plen-/- total est 1étal au stade embryonnaire, les souris Plen+/- sont viables.
Elles présentent au niveau prostatique, une augmentation de la prolifération épithéliale et des
néoplasies de bas grade ce qui suggere que la perte d'un seul allele est suffisante pour induire
un développement tumoral mais pas pour la mise en place de métastases (Podsypanina et al.,
1999; Di Ciristofano et al., 2001) (Figure 12). Le modele MPAKT (Murine Prostate restricted AK'T
kinase transgenic mice) surexprimant AKT sous contrdle d’'un promoteur probasine a été généré
pour déterminer I'impact d’une activation constitutive d’AK'T sur la transformation des
cellules épithéliales et la progression du cancer de la prostate (Majumder et al., 2003). Le
phénotype histologique de ces souris est tres proche des souris Plen+/- totales confirmant bien

que les effets dépendant de PTEN sont bien relayés par la kinase AKT.

Les souris PB-Cre4 x Pten!o*p/loxp
Le modele PB-Cre4 x Plen’?/% issu du croisement de souris PB-Cre4 avec des souris Plen'» /o
permet I'inactivation du gene Pren spécifiquement au niveau de la prostate. Ces souris PB-Cre4
x Plen'»#/® seront nommées Plen-/- pour la suite du manuscrit. Cette perte d’expression n’est
détectée qu’au niveau des cellules épithéliales prostatiques et entraine une activation
constitutive et permanente d’AK'T et donc une stimulation de la prolifération et de la survie
cellulaire (Wang et al., 2003). Ces souris développent les différentes ¢tapes du cancer humain
a une cinétique connue c’est-a-dire de ’hyperplasie (4 semaines), de la néoplasie intra-
épithéliale (6 semaines), du carcinome invasif (9 semaines) jusqu’aux métastases (entre 12 et 29
semaines) au niveau des ganglions lymphatiques et des poumons (Wang et al., 2003). Les
androgenes ont un role prépondérant dans le développement et la fonction de la glande
prostatique normale ainsi que dans la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques. Les
souris Pten-/-, castrées a 16 semaines lorsqu’elles présentent un adénocarcinome invasif
montrent entre 3 et 6 jours apres castration une amélioration du phénotype prostatique
(Wang et al., 2003). En effet, le volume des prostates est diminué et ’apoptose est augmentée.
Cependant, apreés 6 jours, I'apoptose diminue a nouveau ce qui indique que les cellules
tumorales s’adaptent aux conditions et augmentent leur survie. Cette situation mime la mise
en place des CRPC chez 'Homme ce qui fait de ces souris un bon modele d’étude des
mécanismes mis en jeu dans la résistance aux traitements anti-hormonaux (Wang et al., 2003).
Une étude récente a montré que les cellules tumorales des animaux Plen-/~ sont sensibles a la

castration des I’age de 2 semaines mais qu’elles peuvent compenser la privation androgénique
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et promouvoir la prolifération ce qui confirme les données de Wang et ses collaborateurs,
montrant que la recombinase Cre a été activée avant 2 semaines (Mulholland et al., 2011).
Dans les cellules non tumorales, le suppresseur de tumeur PIEN a un réle antagoniste de la
PI3K en déphosphorylant les produits lipidiques générés par lactivité PI3K (Vazquez and
Sellers, 2000). Cependant dans les cellules tumorales, la baisse de lactivité PTEN entraine
une dérégulation de la voie PISK avec une activation constitutive des cibles en aval telles que
AKT. Apres la phosphorylation au niveau des résidus thréonine 308 et sérine 473, AKT
activée va promouvoir la survie et la croissance cellulaire. Une augmentation du marquage
immunohistochimique d’AKT est détectée dans environ 53 % des carcinomes prostatiques
primaires (Sun et al., 2001). De plus, le complexe mTORCQC2 (mammalian Target Of Rapamycin
Complex 2) composé notamment de la protéine RICTOR est capable d’activer AKT en
phosphorylant la sérine 473. Des croisements avec des souris Pten+/-; Rictor +/- montrent
ainsi une augmentation de la survie chez ces animaux par rapport aux Pten+/- témoignant de
I'importance de la présence de la protéine RICTOR et donc de l'activation I’AKT pour le
développement tumoral prostatique induit par la perte de Pten chez la souris (Guertin et al.,
2009).

L’onco-suppresseur NKX3.1 (que nous allons détailler par la suite) joue un role important
dans I'initiation du cancer causée par la perte de Pen puisque la perte des ces deux genes
suppresseurs de tumeur entraine une aggravation du phénotype prostatique (Kim et al.,
2002b). II a été montré que lorsque PTEN est présent, il stimule transcriptionnellement
Nkx3.1. Or NKX3.1 va stabiliser la protéine pd3 en recrutant HDACI qui maintenait pd3

dans un complexe avec MDM2 et ainsi une limitation de la prolifération (Lei et al., 2006).

D’autres modeles murins d’invalidation conditionnelle de Pfen ont été mis au point. Les souris
PlenP/xP ont été croisées avec des souris MMTV-Cre (Mouse Mammary Tumor Virus-Cre)
(Backman et al., 2004). Ces souris développent des néoplasies intra-épithéliales de haut grade
a partir de 2 semaines avec une augmentation de la prolifération et du nombre de cellules
basales et luminales. La différence avec le modele PB-Cre4 vient du fait que le promoteur
probasine est régulé par les androgenes alors que la transcription du promoteur MMTV peut
étre induite par les glucocorticoides aussi bien que par les androgenes ce qui augmente donc le
potentiel de recombinaison de ce promoteur (Cato et al., 1987). Les souris PSA-Cre x Pen/o<t/xP
montrent un développement tumoral progressif incluant une hyperplasie et une néoplasie
intra-épithéliale de bas grade de 4 a 5 mois, une néoplasie de haut grade entre 7 et 9 mois et

un carcinome invasif de 10 a 14 mois (Ma et al., 20035). Plus récemment, deux équipes ont
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En réponse aux dommages de PADN, la kinase ATM active p53 par phosphorylation ce qui stimule
le géne p21Wafl codant un inhibiteur du cycle cellulaire. p14*R¥ peut quant a elle inhiber MDM2 qui
participe a la dégradation de p53.
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généré des modeles murins pour lesquels la délétion de Plen est controlée au niveau temporel
grace a l'utilisation de souris Pren/F croisées avec des souris contenant une Cre inductible
au tamoxifen sous controle des promoteurs Probasine ou PSA (Luchman et al., 2008;
Ratnacaram et al., 2008). De la méme maniere que les modeles détaillés précedemment, ces
souris invalidées pour Pren présentent des lésions de type néoplasies intra-épithéliales

progressant vers ’adénocarcinome invasif.

C Invalidation d’autres suppresseurs de tumeur

Plusieurs études menées sur des modeles de souris transgéniques montrent que des délétions
monoalléliques ou bialléliques de suppresseurs de tumeur tels que Nkx3.1, p278P1 et Tps3

cooperent avec la perte de PTEN pour favoriser le développement tumoral.

a. L’onco-suppresseur pd3

La protéine p53 joue un role fondamental dans la réponse cellulaire aux dommages de TADN
et au stress oncogénique. Les dommages de 'ADN mobilisent la kinase ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) et les kinases Chekl/2 (Checkpoint kinase) activant ainsi pd3 par
phosphorylation. Ceci entraine la stimulation de p21Wafl inhibant Pactivité des complexes
cyclines-CDK2 ou CDK4 stoppant ainsi la progression du cycle cellulaire. Une voie
alternative est celle mettant en jeu de pl4ARF qui agit en bloquant MDM?2 qui lui méme
dégrade pd3 (Figure 13) (Tao and Levine, 1999). La perte du chromosome 17p incluant le
locus du gene TP53 codant pour p53 est retrouvée dans les stades avancés et métastatiques de
cancers de la prostate. De plus, des mutations perte de fonction de 7P53 sont détectées
fréquemment lors de la progression tumorale et sont plus rares dans les stades précoces
suggérant ainsi que la perte de fonction de p33 est un événement plutdt tardif de la
carcinogenese prostatique (Effert et al., 1993; Navone et al., 1993). Pour autant le gene 7P53
est retrouvé muté dans plus de 50 % des tumeurs démontrant ainsi qu’il occupe une place

importante dans le développement de la maladie.

b. La protéine RB

La voie mettant en jeu la protéine RB a pour rdle la régulation de la progression des cellules

de la phase G1 vers la phase S. La phosphorylation inactivatrice de RB (pRB) provoque la
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prolifération cellulaire puisqu’elle libeére le facteur de transcription E2F qui va activer la
transcription des genes codant les facteurs d’initiation de la réplication de I’ADN.
L’'inactivation de RB dans les cancers, qui est un événement fréquent, peut étre due a une

perte allélique, des mutations et une diminution de ’accumulation protéique (Iricoli et al.,

1996; Gao et al., 1997; Latil et al., 1999; Hanahan and Weinberg, 2000).

c. L’onco-suppresseur a homéodomaine NKX3.1 (VK homeobox 3.1)

NRX3.1 est un géne a homéodomaine, spécifiquement exprimé dans la prostate. Son
inactivation dans le cancer de la prostate est le résultat soit d’'une délétion, soit de I’hyper-
méthylation de son promoteur (Asatiani et al., 2005). Le marquage immunohistochimique
NKX3.1 est significativement diminué dans les lésions PIA et PIN par rapport a I’épithélium
normal (Bethel et al., 2006). Dans les stades plus avancés de cancer, ’expression de NRX3. ]
est associée aux délétions 8p suggérant que les délétions génétiques seraient plus importantes
dans la progression de la maladie alors que la diminution d’expression de NKX3.1 est plus
importante pour les stades d’initiation. Des études récentes ont indiqué que les geénes a
homéodomaine requis pour l'organogenecse de la prostate pourraient contribuer a la
carcinogenese. Ainsi, lorsque I'on surexprime le gene NRX3. 7 dans les lignées de cancer de la
prostate humaine PC-3 et de rat AT6, une diminution de la prolifération cellulaire et de la
croissance tumorale dans des souris nude xénogreffées est observée (Kim et al., 2002a). Les
sourits Nkx3.1-/- possédant deux alleles mutants de ce gene ont été générées par
recombinaison homologue et présentent au niveau prostatique une diminution du nombre de
canaux montrant le role de Nkx3.1 dans la morphogenese de branchement. De plus, une
hyperplasie est constatée chez ces souris apres 2 mois suivie d’'une dysplasie apres 10 mois
(Schneider et al., 2000). Un phénotype similaire est observé dans les souris PSA-CRE x
Nkx3. 108710 ou Nkx3.1 est invalidé conditionnellement dans la prostate (Abdulkadir et al.,
2002). Les données apportées par ces modeles ont permis de mettre en évidence le role de
Nkx3.1 comme gene suppresseur de tumeur dans la prostate dont la perte participe a

I'initiation du développement tumoral.

d. L’inhibiteur du cycle p27KIP!

Une des cibles de la voie PI3K, la protéine p27XIPl] constitue un régulateur négatif clé de la

transition G1/S. En effet, elle est inhibée transcriptionnellement quand la voie est activée
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(Alkarain and Slingerland, 2004). Lorsque la prostate est normale le gene CDENIB codant
p27KIPL et la protéine p27KIP1 sont abondamment retrouvés alors que durant le
développement tumoral, les niveaux protéiques de p27KP! sont quasiment indétectables
(Cordon-Cardo et al., 1998). Le modele murin Cdknlb-/-a été développé pour mimer la perte
d’accumulation de p27%ir! qui, chez I’'homme, est corrélée a un mauvais pronostic d’évolution
du cancer de la prostate. Cependant, malgré une prolifération augmentée, ces souris
présentent un phénotype ne progressant pas au-dela de ’hyperplasie ce qui montre que la
perte de Cdknlb, a elle seule, n’est pas suffisante pour induire un développement tumoral
(Cordon-Cardo et al., 1998).

La protéine SKP2 se lie a p27%IP! phosphorylée pour cibler sa poly-ubiquitinylation et donc sa
dégradation (Shim et al., 2003). En effet, SKP2 est un membre de la famille des protéines F-
box constituant une des quatre sous-unités du complexe protéique ubiquitine ligase SCF (SEP-
Cullin-F-box) dont le role majeur est I'ubiquitinylation de protéines notamment impliquées
dans le cycle cellulaire et destinées a la dégradation protéasomale.

Dans le modele ARR2PB-SKP2, la protéine SKP2 est accumulée entrainant donc la
dégradation de p27Kir! ce qui provoque 'apparition de néoplasies intra-épithéliales de haut
grade suggerant que SKP2 peut jouer un réle plus important pour promouvoir les étapes
précoces du cancer de la prostate a travers d’autres cibles impliquées dans la carcinogenese

que p27KIP1 (Shim et al., 2003).

D Modéles bigéniques

La carcinogenese prostatique humaine n’est pas le résultat d’'un seul évenement génétique.
Elle met en jeu I'activation de plusieurs oncogenes et la perte de plusieurs genes suppresseurs
de tumeur. Afin de mimer au mieux la pathologie humaine, des modéles murins bigéniques
ont été développés.

NKX3.1 et CDENIB sont des genes suppresseurs de tumeur haploinsuffisants et la perte d’'un
seul allele n’est pas suffisante pour induire le développement d’hyperplasie et de néoplasies
intra-épithéliales (Di Cristofano et al.,, 2001; Abdulkadir et al., 2002; Kim et al., 2002a,
2002b; Abate-Shen et al., 2003; Gao et al., 2004; Gary et al., 2004). En revanche, la perte
d’un ou deux alléles de NEX3.1 ou CDENIB combinée avec la perte de Plen permet une
activation de maniere synergique de la voie PI3K/AKT ainsi que la formation de HGPIN et

donc de la tumorigenése prostatique.
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De la méme maniere, les études concernant I’ablation d’un ou deux alléles de 7p53 et/ou Plen
au niveau de la prostate ont montré que les souris 7p53+/- ou Tp53-/- ne développent pas de
néoplasie alors que 50 % des Pten-/-; Tp53-/- développent un carcinome invasif a 10
semaines devenant létal a 7 mois (Chen et al., 2005).

Il est intéressant de noter qu’une inactivation homozygote spécifique au niveau de la prostate
de RB ou 71p53 ne provoque pas plus que de la néoplasie alors que les souris 7p53-/-; Rb-/-
développent des tumeurs évoluant rapidement pouvant métastaser au niveau des ganglions

lymphatiques, poumons, foie et glandes surrénales (Zhou et al., 2006).

E Les modéles murins utilisant le SV40

Un lien direct entre le Simian Virus 40 (SV40) et le cancer de la prostate n’a jamais ét¢ montré.
Cependant, des particules de SV40 auraient pu étre introduites dans la population humaine
par une contamination du vaccin contre la poliomyelite entre 1955 et 1963 (Barbanti-
Brodano et al., 2004). Parmi les protéines produites par le SV40, les plus étudiées sont
I’antigene grand T et petit t. La fonction principale de I'antigene T est de séquestrer p33 et
RB ce qui va entrainer une stimulation du cycle cellulaire et promouvoir 'immortalisation et
la transformation des cellules (Figure 14) (DeCaprio et al., 1988; Pipas and Levine, 2001;
Asamoto et al., 2002). L’antigeéne t n’induit pas la transformation a proprement parler mais
stimule des signaux la facilitant tels que I'inhibition de la sérine-thréonine phosphatase PP2A
(Protein Phosphatase 2 Alpha) permettant d’une part, I'activation constitutive de la voie Wnt
(Wingless iNT1egration site) et donc la prolifération cellulaire et d’autre part, une perte de polarité

des cellules augmentant ainsi leur capacité d’invasion (Asamoto et al., 2002).

a. Le modele LADY (Large T Transgenic Mouse Model)

Ce modele est basé sur l'utilisation de l'antigene T sous controle du promoteur long de la
probasine (Kasper et al., 1998; Masumori et al., 2001). Plusieurs lignées ont été obtenues. La
lignée 127T-7f présente plusieurs lésions contenant des clusters de cellules allongées a noyaux
hypercondensés intercalées entre des cellules épithéliales normales. Entre 8 et 9 semaines, la
totalité¢ de I’épithélium glandulaire exprime le transgene ce qui stimule une progression des
lésions vers des altérations proches des LGPIN jusqu’aux hauts grades. Les études de
castration et a l'inverse de traitement androgénique ont montré que ces tumeurs restent

androgéno-dépendantes (Kasper et al., 1998). La lignée 12T-10 progresse jusqu’aux
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métastases au niveau des ganglions lymphatiques, du foie, des poumons, de la rate, des reins et
occasionnellement des os (Masumori et al., 2001). Ces métastases sont détectées chez 40 %
des animaux agés de 6 mois et se généralisent chez 88 % des animaux de 9 a 12 mois au
niveau des ganglions lymphatiques, du foie et des poumons.

Ces animaux sont des phénocopies des animaux 7p53-/- ; Rb-/- démontrant i vivo que Peffet

de 'antigene grand T  est lié a I'inhibition de 'action de ces deux acteurs.

b. Le modele TRAMP (TRansgenic Adenocarcinome of the Mouse Prostate)

Ce modele associe les antigenes T et t du virus SV40 au promoteur de la probasine
(-426/+28) de rat pour cibler I'expression du transgene dans I’épithélium prostatique
(Greenberg et al., 1995). Les animaux présentent des 8 a 12 semaines des 1ésions de type
néoplasies intra-épithéliales (PIN) de bas a haut grade, puis a partir de 12 semaines, un
carcinome invasif. 100 % des animaux ont des métastases pulmonaires ou ganglionnaires
apres 28 semaines (Greenberg et al., 1995; Gingrich et al., 1997). Des métastases au niveau
des ganglions lymphatiques, des poumons, des os et des reins ressemblent a celles retrouvées
chez 'Homme (Jeet et al., 2010). De maniere intéressante, ce modele présente de fortes
similarités histologiques et moléculaires avec les étapes initiatrices du cancer humain (Klein,
2005). De plus, une perte d’hétérozygotie de Plen dans les souris TRAMP diminue
significativement I’espérance de vie des souris démontrant que I'implication de Plen dans la

carcinogenese prostatique dépend d’autres acteurs que p33 et Rb (Greenberg et al., 1995).

F Modéles murins mettant en jeu des oncogeénes

L’altération de différents oncogenes comme les éléments de la signalisation des facteurs de
croissance erbB2 et des effecteurs en aval comme PISK/AKT, RAS, MYC est fréquemment
associée au cancer de la prostate.

ErbB2 (encore appelé HER-2/Neu), membre de la famille 'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), est un marqueur candidat du diagnostic précoce du cancer de la prostate puisque son
amplification et sa surexpression sont détectées dans les tumeurs prostatiques humaines
corrélant avec un grade élevé de tumeur et la présence de métastases (Kuhn et al., 1993; Ross
et al., 1993; Ow et al., 1995). Les souris PB-erbB2 développent des lésions prostatiques de type
PIN a 12 mois pouvant dans 50 % des cas évoluer en néoplasies de haut grade mais ne

progressant pas jusqu’a ’'adénocarcinome a 18 mois (Casimiro et al., 2007). De plus, lorsque
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Modéle murin

Phénotype prostatique

Tp53-/- Pas de phénotype

HRb-/- Pas de phénotype

Pren+/- Dysplasie
Cdknlb-/- Légere hyperplasie
Nkx3.1-/- Hyperplasie et dysplasie

PSA. Cre, NKXS. 1loxP/loxP

Hyperplasie et dysplasie

TMPRSS2-ERG PIN
PB-Hras LGPIN
MAKT LGPIN
Plen+/-;Ero+ HGPIN et carcinome
ARR2PB-SKP?2 LGPIN et HGPIN
MM TV-Cre; PlenloxP/loxP HGPIN et carcinome invasif

Plen+/-;Cdknib-/-

LGPIN, HGPIN et carcinome invasif

Pren+/-NKX35.1-/-

LGPIN, HGPIN et carcinome invasif

PB-erbB2 LGPIN, HGPIN et carcinome invasif
LADY 1277 LGPIN, HGPIN et carcinome invasif
ARR2PB-myc-PAI HGPIN et carcinome invasif
LADY 12710 LGPIN, HGPIN, carcinome invasif et métastase

Pien-/-Tp53-/-

Carcinome invasif létal

PSA-Cre; PenloxP/loxP

Hyperplasie, LGPIN, HGPIN et carcinome invasif

PB-Cre4; PienloxP/loxP

Hyperplasie, LGPIN, HGPIN, carcinome invasif et métastase

Plen+/-; TRAMP Hyperplasie, LGPIN, HGPIN, carcinome invasif et métastase
1p53-/-;Rb-/- Carcinome invasif et métastase
TRAMP Hyperplasie, LGPIN, HGPIN, carcinome invasif et métastase

Figure 15 : Tableau récapitulatif des modéles murins de cancer de la prostate.
LGPIN (Low Grade Prostatic Intra-epithelial Neoplasia) et HGPIN (High Grade Prostatic Intra-epithelial
Neoplasia) correspondent respectivement aux étapes de néoplasie intra-épithéliale de bas et de haut

grade.
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ces souris PB-erbB2 présentent la perte d’un allele Pten, on constate la formation d’un
adénocarcinome prostatique a 8 mois dans 15 % des cas. Cette accélération est due a une
activation de la voie PI3K et notamment vza mTOR/p70S6K ainsi qu’a une augmentation
d’expression des genes Cyclin DI et PGNA (Rodriguez et al., 2009).

L’oncogene c-Myc est un facteur de transcription appartenant a la famille des bHLHZ (basic
Helix-Loop-Helix-leucine Zipper), capable de contrdler la transcription lorsqu’il se dimérise avec
d’autres membres de cette famille. Il induit la prolifération et est considéré comme un acteur
des processus de carcinogenese (Nasi et al., 2001). L’expression de ¢-Mpyc est élevée dans les
¢chantillons issus de biopsies d’adénocarcinome et a été étudiée pour déterminer son role dans
la progression tumorale (Fleming et al., 1986). La surexpression de ¢-Myc dans un modele
murin sous controle du promoteur de la probasine (ARRZ2PB-myc-PAI) entraine la formation de
néoplasies intra-épithéliales de haut grade évoluant en carcinome invasif entre 3 et 6 mois
démontrant ainsi son role oncogénique (Ellwood-Yen et al., 2003).

Dans 5 a 30 % des cas de cancer de la prostate, des mutations sont détectées au niveau des
membres de la familles des oncogenes RAS (RAt Sarcoma) qui sont des petites protéines G
impliquées dans la prolifération cellulaire (Jeet et al., 2010). L’expression ciblée de la forme
activée d’un de ces membres, H-ras (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog), sous controle du
promoteur minimal de la probasine du rat provoque la formation de néoplasies de bas grade

(Scherl et al., 2004).

G Mode¢les transgéniques basés sur les fusions de génes

Des souris transgéniques exprimant la fusion entre le géne androgéno-régulé TMPRSS? et le
gene ERG ont été développées (détaillées dans le Chapitre III-1. B). Malgré apparition de
néoplasies intra-épithéliales entre 12 et 14 semaines, aucune progression n’est observée
suggérant ainsi que les fusions géniques TMPRSS2-ERG seules ne suffisent pas pour induire un
carcinome (Tomlins et al., 2008). De manic¢re intéressante, les cas de cancer de la prostate
présentant un réarrangement TMPRSS2-ERG sont associés a la perte de PTEN. La
surexpression transgénique de ERG dans le tissu prostatique de souris montre ainsi une
accélération de la progression des néoplasies intra-épithéliales de haut grade vers
I’adénocarcinome deés 6 mois en contexte d’hétérozygotie de Plen (Carver et al., 2009). Ces
données impliquent que, lorsque Pfen est haplo-insuffisant, i1l coopere avec I'expression
aberrante d’FRG pour accélérer Dinitiation et la progression vers l’adénocarcinome

prostatique.
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Figure 16 : Synthése de novo du cholestérol.
Représentation des différentes réactions de la voie du mévalonate avec les enzymes impliquées (en bleues).
Les statines inhibent la réaction enzymatique effectué¢e par THMGCoA-reductase.
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Figure 17 : Structure du cholestérol.
Représentation de la structure du cholestérol avec la numérotation des atomes de carbones et les noyaux
cyclo-pentano-phénanthrénique (noté A, B, C et D).
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Le phénotype prostatique de I’ensemble des modeles murins décrits précédemment est

présenté dans la Figure 15.

IV. Le cholestérol etle cancer de la prostate

1. Homeéostasie et Métabolisme du cholestérol

A Syntheése de novo

Chez les mammiferes, le cholestérol amené aux cellules provient d’une part de 'alimentation
et d’autre part de la synthese de novo. La quantité de cholestérol alimentaire étant limitée, le
reste du cholestérol nécessaire pour le bon fonctionnement des cellules est apporté
majoritairement par la synthése de novo. Quasiment toutes les cellules de I'organisme disposent
de la machinerie nécessaire a la synthese de cholestérol (Dietschy et al., 1993).

Le cholestérol est synthétisé au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et du cytoplasme a
partir de 'acétyl-CoA par la voie du mévalonate (Bloch, 1965; Goldstein and Brown, 1990)
(Figure 16). Dix-huit unités d’acétyl-CoA contenant trente-six carbones sont utilisées pour
synthétiser une molécule de cholestérol contenant vingt-sept atomes de carbones, quarante-six
atomes d’hydrogenes et un atome d’oxygene (Figurel7). L’enzyme limitante de cette voie est
I'HMG-CoA Reductase qui catalyse la conversion de THMG-CoA en mévalonate (Rodwell et
al., 1976). C’est cette étape qui est ciblée par les médicaments hypocholestérolémiants comme
les statines (Jasinska et al., 2007). Plus récemment, la squaléne mono-oxygénase, qui catalyse
les premieres étapes d’oxygénation de la synthese de cholestérol, a été suggérée comme un
second point de controle (Gill et al., 2011).

Dans les premieres étapes de la synthese de cholestérol, le squalene est converti en lanostérol a
partir duquel le cholestérol va étre obtenu en 19 étapes impliquant neuf enzymes différentes.
Les dernieres étapes se divisent en deux voies pouvant utiliser le lathostérol et le
7-déhydrocholestérol (voie Kandutsch-Russell) ou le desmostérol (voie Bloch) (Kandutsch and
Russell, 1960; Bloch, 1992). Ces voies partagent les mémes étapes enzymatiques mais different
au stade ou la liaison C-24 est réduite.

Lorsque la synthese est réalisée, le cholestérol ainsi que certains précurseurs comme le
lathostérol et le desmostérol quittent le RE. Le cholestérol est alors ciblé a la membrane

plasmique par des mécanismes non-vésiculaires zia des protéines de transfert de lipides dans le
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Figure 18 : Représentation simplifiée de la circulation du cholestérol dans ’organisme.

Le cholestérol provenant de l’alimentation est absorbé au niveau de I'intestin, exporté vers le foie qui le
redistribue aux tissus périphériques dans les lipoprotéines de faible densité (LDL). Le transport inverse
correspond a I’élimination du cholestérol des tissus périphériques vers le foie dans les lipoprotéines de
haute densité (HDL) puis le foie le convertit en acides biliaires déversés au niveau de I'intestin pour leur

excrétion.
A)
Cholestérol libre . )
Apolipoprotéine
Phospholipides
Esters de cholestérol Triglycérides
B) Fraction lipidique (% du poid) Apolipoprotéines
Densité TG C EC PL majeures
Chylomicrons| < 0,94 86-94 0,5-1 1-3 3-8 Al, A2, A4, B48
VLDL 0,94-1,006 55-65 6-8 12-14 12-18 B100, C1, C2, C3
LDL 1,006-1,063 8-12 5-10 33-40 20-25 B100
HDL 1,063-1,210 3-6 3-5 14-18 20-30 Al, A2 . C1,C2,C3

Figure 19 : Structure et composition des lipoprotéines.
A) Représentation schématique d’une lipoprotéine et de ses composants. B) Tableau indiquant la
densité des principales lipoprotéines: VLDL (Very Low Density Lipoprotein), LDL (Low Density Protein) et
HDL (High Density Lipoprotein). Les proportions relatives en triglycérides (T'G), cholestérol (C), esters de
cholestérol (EC) et phospholipides (PL) ainsi que les apolipoprotéines majeures qui les composent sont

indiquées.
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cytosol ce qui le rend disponible aux accepteurs extra-cellulaires. Cependant, le cholestérol
peut accéder a d’autres sites comme les endosomes (Baumann et al., 2005). Pour empécher
une accumulation plasmatique et membranaire de cholestérol libre, ce dernier est converti en
esters de cholestérol (EC) par I'enzyme acyl-CoA acyl-transférase 1 et 2 (ACAT) (Chang et al.,
1997). Les esters de cholestérol sont stockés dans des goutellettes lipidiques cytoplasmiques et
peuvent étre libérés par Penzyme CEH (Cholesterol Ester Hydrolase). Ce cycle cholestérol
estérifi¢/libre est rapide et permet au cholestérol libre d’étre amené a d’autres compartiments

intra-cellulaires (Brown and Goldstein, 1980).

B Influx du cholestérol

Le cholestérol alimentaire est transporté dans un premier temps de I'intestin gréle vers le foie
qui va ensuite le redistribuer vers les autres organes (Figure 18). Pour les longues distances, les
entérocytes et hépatocytes embalent le cholestérol et les esters de cholestérol dans des
lipoprotéines, particules sphériques complexes classées en fonction de leur taille et de leur
composition (Figure 19) (Grundy, 1983). Ces lipoprotéines sont constituées d’un coeur apolaire
de triglycérides et d’esters de cholestérol, entouré par une couche de cholestérol, de
phospholipides et d’apoprotéines jouant un role structural et métabolique important. Le
cholestérol alimentaire est absorbé par les entérocytes de I'intestin gréle ou il sera regroupé
avec les triglycérides dans des lipoprotéines appelées chylomicrons. Ces chylomicrons
rejoignent ensuite la circulation lymphatique intestinale puis la circulation sanguine. Les
protéines ApoC-II qu’ils contiennent permettent leur reconnaissance par la LPL (LipoProtein
Lipase) qui va hydrolyser les triglycérides. Les acides gras libérés gagnent d’une part, les tissus
sous-jacents et d’autre part, des structures de type HDL (High Density Lipoprotein) naissantes ou
encore nommeées pré-f-HDL composées de phospholipides, cholestérol et apolipoprotéines
comme ApoC et ApoA. Le reste des chylomicrons (remnants) enrichis en ApoB48 et E,
cholestérol et reste de triglycérides, est pris en charge par les hépatocytes via leur récepteur
aux ApoL. En retour, ces hépatocytes sont le siege de la syntheése des VLDL (Very Low Density
Lipoproteins), particules de transport des triglycérides et des esters de cholestérol du foie vers les
tissus périphériques. Ces VLDL sont dégradées au niveau plasmatique par un mécanisme
semblable aux chylomicrons puisque la lipoprotéine lipase (LPL) reconnait les ApoC-II,
hydrolyse les triglycérides ce qui provoque un départ des ApoC. Des structures enrichies en
Apo-B100 et E se forment avec les esters de cholestérol et des triglycérides restants. Il s’agit

des IDL (Intermediate Density Lipoprotein) ou B-VLDL hépatiques pouvant étre dégradées soit
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Figure 20 : Internalisation et devenir du cholestérol dans une cellule. Les LDL (Low Density
Lipoprotein) sont reconnues par leur récepteur LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor) puis internalisées
dans la cellule par endocytose. Dans les lysosomes, les LDL sont dégradées pour libérer le cholestérol
libre (Chol) qui peut étre stocké sous forme d’esters de cholestérol (EC) transportés dans les
chylomicrons (CM) rejoignant la circulation lymphatique. Le cholestérol libre peut rigidifier la
membrane plasmique et les rafis. Il 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.
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dans le foie apres internalisation via la reconnaissance par les récepteurs B/E ou LDLR (Low
Density Lipoprotein Receptor), soit dans la circulation e la lipase hépatique ce qui permet la
transformation des IDL en LDL (Low Density Lipoprotein). Ces LDL représentent la part de
lipoprotéine la plus importante apportant le cholestérol aux tissus périphériques. Le captage
des LDL se fait par une voie classique d’endocytose au niveau du récepteur aux LDL (LDLR)
par reconnaissance d’ApoB100 (Brown and Goldstein, 1976) (Figure 20). L’ensemble
LDL/LDLR est internalis¢é par endocytose v des vésicules contenant de la clathrine et
transporté aux compartiments acides ou les esters de cholestérol sont hydrolysés par la lipase
acide (Brown and Goldstein, 1986). Le LDLR se dissocie des LDL au niveau de I’endosome
précoce en raison du pH plus faible, et est recyclé au niveau de la membrane plasmique par
des mécanismes vésiculaires qui dépendent des petites protéines G telles que Rab8 et Rabl1
(Holtta-Vuori et al., 2002; Linder et al., 2007). Le contenu non-recyclé de I’endosome
précoce, c’est-a-dire le cholestérol, est ensuite pris en charge par 'endosome tardif puis
redirigé vers d’autres membranes plasmiques, le RE et la mitochondrie. Deux protéines NPC1
et 2 (Memann-Pick Type C) ont un role dans I’exclusion du cholestérol de I’endosome tardif.
NPC2, protéine soluble de petite taille accepte le cholestérol au niveau de la lumiere de
I’endosome tardif et le dirige vers NPC1, protéine membranaire qui aide a son transfert hors
de ’endosome (Wang et al., 2010a). Des mécanismes vésiculaires peuvent également sortir le
cholestérol de I'endosome mettant en jeu Rab7 et Rab9 (Lebrand et al., 2002; Ganley and
Ptefter, 2006).

C Transport intra-cellulaire

Le cholestérol est transporté dans la cellule par des mouvements membranaires mettant en jeu
des transports vésiculaires ou non (Maxfield and Wiistner, 2002). Du fait de I'insolubilité du
cholestérol, le transport non-vésiculaire est médié¢ par des transporteurs diffusibles avec des
cavités hydrophobes pour lier et protéger le cholestérol du cytosol. Le cholestérol peut
¢galement diffuser d’'une membrane a une autre (Soccio and Breslow, 2004). Plusieurs
protéines sont impliquées dans le transport du cholestérol au sein de la cellule : la SCP-2 (Sterol
Carrier Protein 2), la cavéoline, les ORP (Oxpsterol-binding protein-Related Proteins) et les START
(ST eroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid Transport) (Soccio and Breslow, 2003).

SCP-2 est une petite protéine soluble de transfert lipidique capable de transporter les stérols

ainsi que d’autres lipides entre les membranes i vitro (Gallegos et al., 2001). Plusieurs études
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montrent que la modulation de cette protéine entraine des désordres dans les mouvements de
cholestérol soulignant donc son importance (Prinz, 2007).

Les cavéolines sont des protéines membranaires s’associant avec le cholestérol et les
sphingolipides et créant une invagination interne de la membrane. Les cavéolines formeraient
des complexes de chaperonnes avec le cholestérol et ces particules lipidiques permettraient le
transport du cholestérol dans la cellule (Uittenbogaard et al., 1998).

Les membres de la famille des ORP ont été initialement identifiés comme récepteurs du
25-hydroxycholestérol et participant a la prise en charge du cholestérol dans I’endosome
(Kandutsch and Shown, 1981; Wang et al., 2002). ORP9 se lie au cholestérol et le transporte
entre les membranes et pourrait jouer un réle dans le transport du cholestérol entre le RE et
I'appareil de Golgi (Ngo and Ridgway, 2009). ORP-4S s’associe avec les filaments
intermédiaires et sa surexpression diminue 'estérification du cholestérol issu des LDL (Wang
et al., 2002). ORP-1L est localisé au niveau de la surface de I’endosome tardif et stimule
lactivité d'un rapporteur LXR (Lwer X Receptor) quand 1l est surexprimé (Johansson et al.,
2003). Plus récemment, il a ét¢ montré que ORPS joue un réle dans le transport non-
vésiculaire depuis I'endosome tardif jusqu’au réticulum endoplasmique (Du et al., 2011).

La famille des protéines contenant des domaines START peut lier les lipides et jouer un role
important dans les mouvements intra-cellulaires. Elles sont localisées dans le cytoplasme ou
ancrées dans la membrane ou encore dans le noyau (Ponting and Aravind, 1999). StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory) appartient a cette famille et est requis pour le transfert du
cholestérol de la membrane externe vers la membrane interne de la mitochondrie (Bose et al.,
2002). D’autres protéines a domaines START joueraient un role dans le transport intra-

cellulaire du cholestérol mais leur role exact reste a déterminer (Stocco, 2001).

D Efflux du cholestérol

Eliminer le cholestérol est impératif pour le controle de son homéostasie et permet d’éviter
une accumulation excessive de cholestérol dans les cellules. Puisque les cellules ne sont pas
capables de métaboliser le cholestérol, les exces doivent étre enlevés et transportés au niveau
du foie pour étre réutilisés et excrétés. Ce mécanisme est nommé transport inverse du
cholestérol (Glomset, 1973). Les HDL sont les accepteurs majeurs du cholestérol extra-
cellulaire provenant des tissus extra-hépatiques et sont inversement corrélés avec le risque de
maladie cardiovasculaire athérosclérotique (Cuchel and Rader, 2006). Elles sont de forme

discoidale composée de phospholipides, de cholestérol et d’apolipoprotéines variables. Ainsi,
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le foie sécrete des HDL constituées d’ApoE alors que dans la circulation les HDL produites a
partir de la dégradation des chylomicrons et VLDL contiennent ApoA-I et ApoC (Figure 19).
L’exces cellulaire de cholestérol est éliminé par des mécanismes de diffusion ou d’inclusion
dans les apolipoprotéines (Oram and Yokoyama, 1996; Yokoyama, 1998, 2000).

Lors de la diffusion passive, ’élimination de cholestérol est médiée par I’échange de
cholestérol entre la membrane cellulaire et 'HDL (Figure 20). Plusieurs facteurs semblent
impliqués dans ce processus tels que les compartiments membranaires enrichis en cholestérol
et la structure des HDL. L’enzyme LCAT (Lecithin-Cholesterol AcylTransferase) participe
¢galement a ce processus (Yokoyama, 2000). La LCAT est retrouvée a la surface des
lipoprotéines (HDL) et convertit le cholestérol libre en esters en transférant des acides gras de
la phosphatidylcholine au cholestérol non estérifié (Jonas, 2000). Les esters de cholestérol sont
alors séquestrés au sein des lipoprotéines et transportés au foie et aux tissus stéroidogéniques
ou ils sont sélectivement importés par le SR-B1 (Scavenger Receptor Class B type I) (Ji et al., 1997).
Cependant, le role de la LCAT est controversé puisque d’une part, la surexpression de la
LCAT chez la souris n’entraine pas d’augmentation du transport reverse et d’autre part, le
transport reverse est maintenu en cas de perte de la LCAT (Calabresti et al., 2009; Tanigawa
et al., 2009). Une grande quantité d’esters de cholestérol qui sont formés dans les HDL est
¢galement transférée aux TRL (Tnglyceride Rich Lipoprotein) par la CETP (Cholesteryl Ester
Transfer Protein). Les restes de cette protéine sont convertis en LDL et sont éliminés par la voie
du LDLR ou directement au niveau du foie ou ils seront excrétés dans la bile (Linsel-Nitschke
and Tall, 2005). Au niveau hépatique, les deux transporteurs, ABCGS et ABCG8 appartenant
a la sous-famille G des ATP-Binding Cassettes fonctionnent en hétérodimeres pour permettre
I'excrétion du cholestérol dans la bile (Figure 20).

Un autre mécanisme pour éliminer le cholestérol est médié en grande partie par ApoA-I,
composé¢ majeur des HDL qui permet la formation des HDL avec les phospholipides et le
cholestérol (Yokoyama, 2006). ABCAL est a l'origine de la formation des HDL et correspond
a la premiere étape du transport inverse du cholestérol (Tall et al.,, 2008). Plusieurs
mécanismes ont été proposés pour expliquer efflux de cholestérol médié par ABCAL. D’une
part, plusieurs études ont suggéré un role des endosomes tardifs et des lysosomes dans I'efflux
médié par ABCAL mais le mécanisme n’est pas encore ¢lucidé (Haidar et al., 2006). D’autre
part, ApoA-I forme des complexes avec les phospholipides et le cholestérol au niveau de la
membrane plasmique ce qui est également médié par ABCA] (Vaughan and Oram, 2003;
Vedhachalam et al., 2007; Nandi et al., 2009). Une petite quantité d’ApoA-I se lie a ABCA1

ce qui augmente la translocation des phospholipides et donc la tension au sein de la
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membrane (Vedhachalam et al., 2007). Cette tension est évacuée grace au repliement et a la
création de domaines lipidiques exo-vesiculés qui vont promouvoir la liaison d’ApoA-I. En
plus de ApoA-I, ce mode de transport lipidique concerne une grande variété
d’apolipoprotéines, ApoA-II, ApoE, ApoC et ApoA-IV (Remaley et al., 2001). Alors
quABCALI est le facteur prédominant pour 'efflux de cholestérol vers ApoA-I et la formation
des pre-B-HDL, d’autres facteurs tels que la LCAT et les transporteurs ABCG1 et ABCG4
sont nécessaires pour la maturation des HDL (Van der Velde, 2010). Apres la formation des
pre-B-HDL, ils doivent recevoir des lipides. II a ¢ét¢é montré que les hétérodimeres
ABCA1/ABCG1 et ABCG1/ABCG4 vont médier de manicre synergique lefflux de
cholestérol vers les HDL (Gelissen et al., 2006; Vaughan and Oram, 2006).

E Fonctions cellulaires du cholestérol

Composant majeur des membranes cellulaires, le cholestérol s’intercale entre les
phospholipides et permet de diminuer la perméabilité membranaire envers les molécules
hydrosolubles. De plus, les radeaux lipidiques (raffs) ou encore nommés DRM (Detergent-
Resistant Membrane domain) ou DIG  (Detergent-Insoluble Glycolipidenriched complexes) sont des
microdomaines enrichis en cholestérol et sphingolipides (Hooper, 1999; Freeman and
Solomon, 2004) (Figure 21). Lorsque plusieurs rafls se regroupent pour former des domaines
plus étendus, on parle de coalescence de 7afts. Ce mécanisme témoigne du role des domaines
lipidiques dans la transduction des signaux intra-cellulaires. AK'T peut étre phosphorylée et
donc activée au niveau de ces domaines pour stimuler les processus de survie et de croissance
cellulaire témoignant de leur intérét dans un contexte tumoral. Nous aborderons le lien entre
rafts et cancer dans le paragraphe 3C. En outre, le cholestérol synthétisé de novo ainsi que ses
précurseurs sont impliqués dans de nombreuses voies cellulaires ou développementales. Les
isoprénoides et les stérols intermédiaires post-squalénes sont des molécules précurseurs
notamment pour le dolichol, le coenzyme Q), Iisopentenyl-tRNA et ’héme a. Enfin, le
cholestérol sert de précurseur pour des métabolites tels que les acides biliaires, les stéroides et

les vitamines liposolubles (Goedeke and Fernandez-Hernando, 2012).

2. Régulation de ’homeéostasie du cholestérol

Elle repose a la fois sur la gestion de la synthese de novo, I'influx, le stockage et I’élimination du

cholestérol. La voie SREBP-2 permet d’une part d’augmenter les quantités de cholestérol
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Figure 22 : Le mécanisme d’action des SREBP. En ’absence de stérol, des sa synthése au
niveau du réticulum endoplasmique, SREBP s’associe aux protéines SCAP. Ces dernicres
contactent des protéines COP-1I, 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 protéine. Ce dernier transloque
dans le noyau et dimérise. Les dimeres formés se fixent sur les SRE et activent la transcription des
geénes cibles. Lorsque la concentration en stérols intracellulaires augmente, la fixation du cholestérol
a SCAP ou des oxystérols a INISG empéche la formation des complexes SCAP/COP-II,
séquestrant SREBP dans le réticulum endoplasmique. D’apres Foufelle et al., 2005.
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intra-cellulaire notamment par son action stimulatrice du captage et de la synthese de novo du
cholestérol. A I'inverse, les facteurs de transcription LXRs (Lwer X Receptors) ont un role

hypocholestérolémiant en stimulant I’efflux et inhibant la synthese et le captage de cholestérol.

A Lavoie SREBP-2

Les SREBPs (Sterol Response Element Binding Protein) appartiennent a la famille des facteurs de
transcription bHLH-Zip et activent une variété de genes requis pour le stockage et la synthese
de cholestérol, d’acides gras, de triglycérides et de phospholipides (Brown and Goldstein,
1997; Horton and Shimomura, 1999; Horton et al., 2002). Chez les mammiferes, 1l y a trois
isoformes : SREBP-1a et SREBP-1c codées par le gene Srebf~1 et SREBP-2 codé par Srebf-2
(Brown and Goldstein, 1997). Les facteurs de transcription SREBPs different dans leur
spécificité tissulaire, leur sélectivité envers leurs genes cibles et le potentiel relatif de leur
domaine de transactivation. Alors que SREBP-1a est un activateur potentiel de tous les génes
sensibles aux SREBPs, SREBP-lc active préférentiellement la transcription de génes
impliqués dans la syntheése des acides gras. SREBP-2 active les génes impliqués dans la
biosynthese du cholestérol (Foufelle et al., 2005) (Figure 22).

Les SREBPs sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs attachés en épingle a cheveux
a la membrane du RE (Hua et al., 1993; Duncan et al., 1997). Aprés leur traduction, les
SREBPs se lient a SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein), une protéine transmembranaire
servant de protéine d’accompagnement et de senseur de stérols (Yang et al., 2002). Chez les
mammiferes, la sortie du RE est controlée par la liaison de SCAP a INSIG (INSulin Induced
Gene) (Radhakrishnan et al., 2007; Sun et al., 2007). Cette protéine d’ancrage du RE se lie au
domaine de reconnaissance des stérols de SCAP et empéche le complexe SCAP/SREBP
d’entrer dans la voie du traffic ER-Golgi dépendant de COPIIL. Les trois SREBPs sont
controlés par un mécanisme de rétrocontrole négatif exercé par les produits en aval de la voie
de biosynthese du cholestérol (Osborne, 2000). Quand les niveaux de cholestérol intra-
cellulaires sont bas, I'interaction SCAP/INSIG est interrompue permettant a SCAP
d’intéragir avec le complexe COPII (COat Proteindl) et délivre SREBP-2 au Golgi ou il est clivé
par deux protéases membranaires S1P (Site-1 Protease) et S2P (Site-2 Protease) (Goldstein et al.,
2006). Ces clivages séquentiels relarguent le fragment actif N-terminal de la membrane pour
qu’il transloque au noyau et active Pexpression de genes liés au cholestérol tels que HMGCoA
Reductase et LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor) (Espenshade, 2006). En condition enrichie en
stérols, SREBP2 est retenu dans le RE par le complexe SCAP/INSIG et ne peut plus étre pris
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Figure 24 : Classification fonctionnelle des récepteurs nucléaires. Les récepteurs
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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) 1solé chez les insectes. Adapté
d’apres Chawla et al., 2001.
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en charge par les protéases dans le Golgi. Ceci empéche SREBP2 inactif d’entrer dans le
noyau et le captage ainsi que la synthése de cholestérol diminuent (Brown and Goldstein,
1999; Goldstein et al., 2002).

En plus des modifications de leur activité, les SREBPs sont régulés de manicre
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle en fonction de I'isoforme. SREBP-2 et SREBP-1c¢
sont sujets a différentes formes de régulation transcriptionnelle alors que SREBP-la est
constitutivement exprimé a de faible dose dans le foie et la plupart des tissus chez les
mammiferes (Eberlé et al., 2004). SREBP-2 et lc sont régulés par les SRE (Sterol Response
Elements) dans leur région promotrice. En présence de stérols, les SREBPs nucléaires activent
I'expression de leur propre gene. Le promoteur SREBP-1c est régulé par d’autres facteurs tels
que l'insuline et les oxystérols (Repa et al., 2000; Hegarty et al., 2005). Par ailleurs, des
modifications post-transcriptonnelles peuvent affecter 'activit¢ des SREBPs. Les SREBPs
nucléaires sont modifiés par ubiquitinylation et sont sujets a des dégradations par le
protéasome 26 S (Hirano et al., 2001). SREBP-1 et SREBP-2 peuvent aussi étre modifiés par
SUMO-1 qui est montré comme réprimant 'activité transcriptionnelle (Hirano et al., 2003).
De manicre alternative, l'acétylation de SREBP-1a et lc au niveau des résidus lysine par
l'activateur transcriptionnel p300, peut augmenter la stabilité de ces facteurs de transcription
(Eberlé et al., 2004). Plus récemment, il a ét¢ montré que la sirtuine 1 (SIRT1), une
désacétylase NAD+ dépendante, joue un rdle critique dans le contréle de lactivité des
SREBPs. Ainsi, SIRT1 inhibe SREBP en le désacétylant résultant en son ubiquitinylation et
la déstabilisation de la protéine ce qui inhibe 'expression de ses genes cibles (Walker et al.,

2010).

B Les LXRs

a. Généralités sur les récepteurs nucléaires

Ce sont des facteurs de transcription potentiellement activables par un signal généralement de
nature lipophile. Chez 'Homme ou la souris, 48 récepteurs nucléaires ont été identifiés et
regroupés en 7 sous-familles définies d’apres une classification phylogénétiques (Laudet, 1997).
La plupart de ces récepteurs est exprimée au niveau de la prostate (Figure 23).

D’un point de vue fonctionnel, trois classes de récepteurs nucléaires peuvent étre définies : les
récepteurs endocriniens avec un ligand de forte affinité, les récepteurs nucléaires orphelins
« adoptés » avec un ligand de faible affinité et les récepteurs nucléaires orphelins pour lesquels

aucun ligand n’a été identifi¢ a ce jour (Chawla et al., 2001) (Figure 24).
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Les récepteurs endocriniens ont pour ligands les hormones stéroides synthétisées a
partir du cholestérol et dont la nature dépend du lieu de synthese. Il existe 5 classes
d’hormones stéroides activant chacune un récepteur différent: les androgenes, les
glucocorticoides, les minéralocorticoides, les cctrogénes et les progestines. En absence de
ligand, ces récepteurs sont complexés a des protéines chaperonnes de type HSP (Heat Shock
Protein) ce qui les maintient dans un état inactif. La fixation du ligand, directement ou apres
transformation enzymatique, provoque le départ des protéines HSP, la translocation nucléaire
du récepteur et sa dimérisation. Le dimere ainsi formé se fixe au niveau de ses ¢éléments de
réponse spécifiques pour induire la transcription de ses genes cibles.

Les récepteurs des hormones non-stéroidiennes sont en permanence fixés sur leurs
¢léments de réponse dans les régions promotrices de leurs genes cibles. En absence de ligand,
des co-répresseurs permettent le maintien de la chromatine dans un état non-permuissif vis-a-
vis de la transcription des genes cibles. La fixation du ligand sur son récepteur induit
I'initiation de la transcription. Ces récepteurs peuvent agir sous forme d’homodimere,
d’hétérodimere avec leur partenaire obligatoire RXR (Retinoid X Receptor) (ce qui est le cas des
LXRs), ou de monomere.

Les récepteurs orphelins sont des protéines dont la structure présente une forte identité
avec les autres récepteurs nucléaires mais dont les ligands naturels n’ont pas encore été
identifiés. Ainsi, SF-1 et DAX-1 ont des actions antagonistes impliquées dans le
développement embryonnaire et le maintien des fonctions testiculaires, ovariennes et
surrénaliennes (Val et al., 2003; Iyer and McCabe, 2004). Le récepteur SHP (Short Heterodimeric
Partner) est un récepteur nucléaire atypique dépourvu de domaine de liaison a 'ADN,
principalement connu pour sa fonction hépatique de controle des acides biliaires et de

I’lhoméostasie testiculaire (Goodwin et al., 2000; Volle et al., 2007a, 2009)
b. Structure et Mécanisme d’action des LXRs

Il existe deux isoformes LXRa (NR1H3) et LXR3 (NRI1HZ2) issus de deux genes distincts
localisés respectivement chez 'Homme sur les chromosomes 11pl11.2 et 19q13.3 et chez la
souris sur les chromosomes 2 et 7 (Shinar et al., 1994; Song et al., 1994; Willy et al., 1995).
LXR} est exprimé de maniere ubiquiste alors que LXRa est retrouvé préférentiellement au
niveau des organes présentant un fort métabolisme lipidique comme le foie, 'intestin, le tissu

adipeux, la rate et les tissus stéroidogenes (Figure 25) (www.nursa.org).
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Figure 26 : Structure schématique des récepteurs nucléaires

Le ligand utilisé dans ce schéma est le 22(R)-hydroxy-cholestérol, ligand de LXR. AF1 et AF2 :
domaines d’activation ; P : boite P ; D : boite D ; CTE : extension carboxy-terminale ; NLS :
signal de localisation nucléaire ; @ : site de phosphorylation. Pour certains récepteurs nucléaires,
une interaction N-C terminale a été décrite: celle-ci impliquerait des co-activateurs. D’apres Souidi
et al., 2004
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Figure 27 : Représentation schématique de la structure du domaine de liaison a
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De mani¢re commune avec un grand nombre de récepteurs nucléaires, quatre domaines

fonctionnels ont été identifiés (Viennois et al., 2011) (Figure 26) :

- En partie amino-terminale (domaine A/B), la fonction activatrice AF1 (Activating Fonction 1)
correspond au lieu de recrutement des co-activateurs indépendamment de la présence du

ligand.

- Le domaine de liaison de PADN ou DBD (DNA Binding Domain ; domaine C) est formé d’un
motif a deux doigts de zinc de type C2Coimpliqué dans la reconnaissance des éléments de
réponse et la formation de I’hétérodimere. Au niveau du premier doigt de zinc, on distingue la
boite P qui permet la reconnaissance du demi-site de I’élément de réponse ayant pour
séquence canonique AGA/GTCA (Aumais et al., 1996). Une boite D est située au niveau du

second doigt de zinc et permet la dimérisation du récepteur et la stabilisation de I'interaction

ADN-récepteur (Figure 27).

- Le domaine charni¢re (domaine D) relie le DBD au LBD (Ligand Binding Domain) et pourrait
réaliser une rotation de 180° lorsque I’hétérodimere de récepteur reconnait des séquences
particulieres des éléments de réponse telles que les DR (Direct Repeat) ou IR (Inverted Repeat). Les
co-répresseurs comme N-Cor (Nuclear Receptor Co-Repressor) ou SMRT (Silencing Mediator for RAR
and Tr) se fixent au niveau de ce domaine pour maintenir la transcription inactive (Chen and

Evans, 1995; Horlein et al., 1995).

- En partie carboxy-terminale, le domaine de liaison du ligand (LBD ; domaine E/F) est
constitué d’une poche hydrophobe ou le ligand peut se fixer. La présence d’'une fonction
activatrice (AF2) au niveau de I’hélice 12 permet le recrutement de co-activateurs en présence
du ligand (Bourguet et al., 1993). En effet, I'arrivée du ligand entraine un changement de
position de I’hélice 12 qui ferme la poche hydrophobe et fait ressortir la fonction AF2. Enfin,
les récepteurs nucléaires agissant sous forme de dimeres sont liés au niveau de ce LBD

(Mangelsdorf and Evans, 1995).

Par ailleurs, méme si les deux isoformes des LXRs peuvent se lier sous forme de monomere
sur quelques promoteurs, ils se lient de maniere canonique a différentes isoformes du
récepteur de l'acide rétinoique 9-cis RXR: RXRa (NR2BI1), RXRfp (NR2B2), RXRy
(NR2B3) (Repa and Mangelsdorf, 2000; Tamura et al., 2000; Morello et al., 2005).
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En absence de ligand, I’hétérodimere LXR/RXR est li¢ constitutivement a PADN avec des co-
répresseurs (comme N-CoR). La liaison des agonistes d’un ou des deux récepteurs induit le relargage
des co-répresseurs et le recrutement d’une série de co-activateurs (par exemple, ASC-2) au niveau du
domaine AF-2. La fixation des protéines de la machinerie transcriptionnelle et de ARN polymérase
IT augmente la transcription des genes cibles. La sirtuine 1 (Sirtl) désacétyle LXR qui sera alors
ubiquitinylé et dirigé vers le protéasome. Ac : acétylation ; ASC-2 : actiating signal coinlegrator-2
HDAC : histone deacetylase ; LXR : liver X receptor ; NcoR : nuclear receptor corepressor ; RXR : retinoid X
Receptor 5 Sirtl: sirtuine 1 ; Ub: ubiquitine. D’apres Viennois ¢t al. 201 1a.
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L’hétérodimere LXR/RXR est constitutivement lié au promoteur de ses genes cibles au
niveau de séquences particuliecres LXRE (LXR response Element) dont le motif le plus courant est
le DR4 composé de deux séquences AGGTCA séparées par quatre nucléotides (Chawla et al.,
2001). En absence de ligand, 'activité transcriptionnelle de I’hétérodimere est inhibée par des
répresseurs. La liaison du ligand induit des modifications au niveau du domaine carboxy-
terminal relarguant les co-répresseurs et piégeant le ligand dans la poche hydrophobe, ce qui
renforce la fixation de co-activateurs rendant la chromatine dans un état permissif. Ensuite, la
machinerie transcriptionnelle est recrutée permettant la transcription des genes cibles. Les
modifications  post-traductionnelles  (désacétylation, ubiquitinylation, SUMOylation,
phosphorylations) peuvent moduler I'activité trranscriptionnelle LXR-RXR (Viennois et al.,
2012b) (Figure 28).

c. Ligands

1) Naturels

Les oxystérols, molécules retrouvées largement dans la nature (Schroepfer, 2000), exercent de
nombreuses propriétés biologiques de I'inhibition de la biosynthése du cholestérol a
I'inhibition de la réplication cellulaire et I'induction de I'apoptose (Viennois et al., 2011)
faisant ainsi de ces molécules, des cibles thérapeutiques potentielles dans le cancer.

La source principale d’oxystérols est le cholestérol. Ces molécules peuvent étre produites soit
par lattaque du cholestérol par des especes oxygénées réactives (7-céto-cholestérol et
7f-hydroxy-cholestérol), soit par des réactions enzymatiques spécifiques (24(S)-hydroxy-
cholestérol, 25-hydroxy-cholestérol et 27-hydroxy-cholestérol). La nature des oxystérols
dépend de leur lieu de syntheése. En effet, le 22(R)-hydroxy-cholestérol est retrouvé
préférentiellement dans les tissus stéroidogenes, le 24(S)-hydroxy-cholestérol encore appelé
cérébrostérol dans le cerveau et le plasma, le 24(S),25-époxy-cholestérol dans le foie et le
27-hydroxy-cholestérol dans les macrophages et le plasma.

Méme si les oxystérols peuvent activer m vitro d’autres récepteurs nucléaires tels que FXRa
(Farnesoid Receptor) (NR1H4) et ROR (RAR related Orphan Receptor) (NR1F1-3), des analyses
vwo démontrent que certaines de ces molécules oxygénées sont les ligands véritables des LXRa
et 3 (Houck et al., 2004; Chen et al., 2007; Wang et al., 2010b). Les oxystérols présentant une
forte affinit¢ pour LXRa sont les 22(R)-hydroxy-cholestérol, 20(S)-hydroxy-cholestérol,
24(S)-hydroxy-cholestérol, 7a-hydroxy-cholestérol et 27-hydroxy-cholestérol (Janowski et al.,
1996). Les 24-céto-cholestérol, 25-hydroxy-cholestérol et 24(S),25-époxy-cholestérol sont des
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A) Ligands agonistes naturels (oxystérols). La structure chimique du cholestérol est représentée et les
atomes de carbone sont numérotés. Le nom de chaque oxystérol dépend de la position des
groupements hydroxyl. B) Ligands agonistes synthétiques. D’apres Viennois et al., 2012.
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activateurs de grande affinité pour les deux 1soformes (Lehmann et al., 1997) (Figure 29A). Par
ailleurs, en plus des oxystérols, d’autres molécules dérivées du cholestérol, des acides biliaires
ou encore de composés isolés a partir de plantes peuvent activer les LXRs mais nous ne les

détaillerons pas dans ce manuscrit. (Pour revue voir Viennois et al., 2012b).

2) Synthétiques
De maniere intéressante, la découverte du role hypocholestérolémiant des LXRs, a entrainé la
recherche de nouveaux ligands pour les LXRs par de nombreuses compagnies
pharmaceutiques (Peet et al., 1998; Li et al., 2010). Cependant, puisque P'activation des LXRs
conduit a une hypertriglycéridémie, l'utilisation de ces agonistes en thérapie humaine reste
ainsi tres limitée.
Parmi les composés disponibles, le T0901317 reste le plus fréquemment utilisé dans les études
fondamentales sur les LXRs. Cependant, sa spécificité n’est pas totale puisqu’il est capable
d’activer les récepteurs PXR (Pregnane X Receptor) et FXR a des concentrations élevées (Houck
et al., 2004; Shenoy et al., 2004; Mitro et al., 2007). La compagnie GSK (GlaxoSmithKline) a
identifi¢ le GW3965 qui présente une forte activité agoniste pour LXRa et 3 et une plus
grande spécificité (Mitro et al., 2007). Plus récemment, GSK a développé un composé proche
du GW3965, le GW6340 exercant son activit¢ agoniste des LXRs dans lintestin v
Iactivation des genes cibles ABCAI, ABCG5 et ABCGE sans effet sur les triglycérides
hépatiques (Yasuda et al., 2010). De méme, le (22E)-ergost-22-¢ne-1a,23 diol (Y'T-32) est un
agoniste prometteur du fait de sa spécificité du tissu intestinal (Kaneko et al., 2003) (Figure
29B).
Le premier agoniste des LXRs testé en phase I d’essai clinique est le composé Wyeth, LXR-
623 (DiBlasio-Smith et al., 2008; Katz et al., 2009). L’administration de ce composé¢ a des
volontaires sains a montré une stimulation des genes cibles des LXRs impliqués dans le
transport inverse du cholestérol au niveau des macrophages sans induction de la synthese des
triglycérides. Ces résultats encourageants étaient cependant accompagnés d’effets secondaires

au niveau du systeme nerveux central.

d. Role des LXRs dans ’homéostasie du cholestérol

C’est I’étude phénotypique de souris transgéniques invalidées pour les deux isoformes qui a
P yYP1q geniq P q
permis d’identifier les fonctions physiologiques associées aux LXRs et notamment leur role de

senseurs de cholestérol (Peet et al., 1998; Mouzat et al., 2009a).
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Lorsque les oxystérols cellulaires s’accumulent en réponse a une augmentation des quantités
de cholestérol, les LXRs induisent la transcription des genes cibles dont les protéines visent a
protéger les cellules d’une surcharge en cholestérol.

L’activation des LXRs régule la syntheése d’acides biliaires, le métabolisme et I'excrétion, le

transport inverse du cholestérol, sa biosynthese et son absorption/excrétion dans I'intestin.

1) Les LXRs et acides biliaires : synthése, métabolisme et excrétion

La voie d’élimination principale du cholestérol de I'organisme est la sécrétion et la synthese
d’acides biliaires. La voie classique de synthese des acides biliaires est initiée par la 7a-
hydroxylation du cholestérol catalysée par lenzyme limitante CYP7A1 (CYtochrome P450
cholesterol 7a-hydroxylase) (Russell and Setchell, 1992). Chez les rongeurs, (yp7A41 est un gene
cible de LXRa na un LXRE présent dans son promoteur ce qui signifie que ces animaux
peuvent convertir le cholestérol en acides biliaires de maniere dépendante de LXRa (Peet et
al., 1998). Ainsi, les rongeurs peuvent-ils s’adapter treés rapidement a un régime riche en
cholestérol en le convertissant en acides biliaires. Les études sur les souris invalidées pour les
deux 1soformes des LXRs ont montré que seuls les animaux ZLxra-/- présentent une
augmentation du taux d’ester de cholestérol dans le foie lorsqu’ils sont nourris avec un régime
enrichi en cholestérol puisqu’il n’y a plus d’induction de Cyp7Al (Alberti et al., 2001). En
revanche, un traitement avec un agoniste des LXRs entraine une inhibition de I’expression de
CYP7A1 en culture d’hépatocytes primaires humains (Lu et al., 2000; Goodwin et al., 2003).
Cette répression est due en partie a ’absence de LXRE dans le promoteur du géene CYP7A1 et
a une induction de SHP, dont la protéine a un effet répressif sur CYP7AL via LRHI1 (Liver
Receptor Homolog 1) (Goodwin et al., 2000).

Les LXRs jouent également un rdle dans le catabolisme des acides biliaires. En effet,
l'activation dépendante du ligand de LXRa provoque la stimulation du gene UGT1A43 (UDP
Glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A3) (Barbier et al., 2009). UGTI1A3 est une des
enzymes les plus actives pour la glucurono-conjugaison des acides biliaires qui permet leur
élimination sous forme de métabolites urinaires. Par ce mécanisme, LXRa semble donc
faciliter I’élimination définitive du cholestérol sous forme d’acides biliaires glucuronidés.
L’excrétion du cholestérol libre dans la bile est une autre possibilité pour éliminer les exces de
cholestérol du foie. ABCG)H et ABCGS, responsables de ce transport, sont ainsi tous deux
régulés par les LXRs démontrant I'implication de ces récepteurs dans ce mécanisme

d’excrétion (Berge et al., 2000; Repa et al., 2002).
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2) Les LXRs et le transport inverse du cholestérol
Les LXRs exercent un role critique dans le transport inverse du cholestérol en régulant
Iexpression de plusieurs genes tels que ABCAI, ABCGI1, ApoE et PLTP (PhosphoLipid Transfer
Proten). L’activation des LXRs induit 'efflux de I'exces de cholestérol des tissus périphériques
et a un potentiel anti-athérogénique caractérisé par une inhibition de la progression voire
méme la régression des lésions d’athérosclérose chez les souris (Joseph et al., 2002b; Levin et
al., 2005; Naik et al., 2006).
ABCAI est un gene cible des LXRs dont la protéine permet le transport de phospholipides et
de cholestérol vers les apolipoprotéines stabilisant les HDL ce qui correspond donc a la
premicre étape du transport inverse (Costet et al., 2000; Repa and Mangelsdorf, 2000). Des
¢tudes réalisées sur des souris invalidées pour ABCAI ont montré que les ABCAL hépatiques
et intestinaux contribuent respectivement a 80 % et 20% de la formation ’HDL (Timmins et
al., 2005; Brunham et al., 2006).
L’expression du gene ABCGI est également induite par I'activation des LXRs via ses LXREs
(Kennedy et al., 2001; Sabol et al., 2005). L’étude des souris Abcgl-/- a montré que cette
protéine jouait un role important dans 'efflux de cholestérol (Kennedy et al., 2005). Une
synergie d’action est proposée entre ABCAl et ABCG1 ou ABCAI permet d’enrichir de
lipides des particules servant d’accepteurs pour l'efflux de cholestérol médié par ABCG1
(Gelissen et al., 2006).
ApoE est une cible transcriptionnelle des LXRs (Laffitte et al., 2001). La sécrétion d’ApoE
permet I'incorporation de cholestérol dans des HDL et les souris Apof-/~- développent de
I’athéroslérose ce qui fait de cette protéine, un acteur important de cette pathologie (Reddick
et al., 1994).
Enfin, lactivation des LXRs régule Pexpression de PLTP au niveau du foie et des
macrophages (Laffitte et al., 2003b). La PLTP facilite dune part, le transfert de
phospholipides et de cholestérol depuis des lipoprotéines riches en triglycérides dans les HDL
et d’autre part, la conversion des HDL en pré-f-HDL accepteurs de cholestérol périphériques

dont la présence stimule 'efflux (Lee et al., 2003).

3) Les LXRs et la synthése de novo
LXRa régule négativement deux genes FDFT1 (Squalene synthase) et CYP51AI (lanosterol 14a-
demethylase) codant pour des enzymes de la voie de biosynthese du cholestérol (Wang et al.,
2008). Des LXREs ont été identifiés dans les promoteurs de ces deux génes montrant que

LXRa aurait un role inhibiteur de la synthése de novo du cholestérol.
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4) Les LXRs et le captage de cholestérol
La majorité du cholestérol plasmatique est transportée dans les LDL qui sont captées par la
voie du LDLR. Or les LXRs jouent un réle dans le captage de cholestérol par son action sur
le geéne cible IDOL (Inducible Degrader Of the LDLR) (Zelcer et al., 2009). En effet, IDOL est une
E3 ligase qui ubiquitinyle LDLR au niveau du domaine cytoplasmique entrainant par
conséquent sa dégradation protéosomale. L’activation des LXRs stimule donc la dégradation

de LDLR ce qui permet une diminution du captage de cholestérol.

5)  Les LXRs et Uabsorption intestinale de cholestérol

L’activation des LXRs implique une réduction de ’absorption intestinale du cholestérol par
son action régulatrice sur plusieurs genes tels que ABCGS et ABCGS et NPCIL1 (Niemann-Pick
C1-like 1).

ABCGS et ABCGS, dont Pexpression génique apicale est stimulée par les LXRs seraient
impliqués dans I’excrétion intestinale du cholestérol absorbé dans la lumiere intestinale
(Brown and Yu, 2009).

NPCI1LI est retrouvé dans I'intestin gréle et requis pour I’absorption intestinale de cholestérol
(Altmann et al., 2004). L’activation des LXRs régule négativement expression de NPCILI a

la fois chez ’'Homme et la souris (Duval et al., 2006).

6) Autres fonctions physiologiques des LXRs

En plus de leur réle dans ’homéostasie du cholestérol, les LXRs sont impliqués dans de
nombreuses fonctions physiologiques que nous allons aborder brievement : ’homéostasie

lipidique et glucidique, 'immunité et la stéroidogenese. (Pour revue, lire Viennois et al., 2011).

1. Le métabolisme des acides gras

L’activation des LXRs entraine une augmentation de ’expression de Srebf~I¢ dont le produit
favorise la synthese des acides gras (Repa et al., 2000). Une analyse du promoteur murin de ce
geéne a montré des sites de liaisons pour ’hétérodimere RXR-LXR ce qui fait de Srebf-1¢, un
gene cible des LXRs. De la méme maniere, les LXRs stimulent Pexpression de genes codant
les enzymes essentielles du métabolisme des acides gras, FASN (Fatty Acid SyNthase), ACACA
(Acetyl CoA Carboxylase Alpha) et SCDI (Stearoyl-CoA Desaturase I) (Schultz et al., 2000; Joseph et
al., 2002a; Talukdar and Hillgartner, 2006).
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Les LXRs exercent donc un effet hypertriglycéridémiant qui s’aveére étre un obstacle a

l'utilisation pharmacologique d’agonistes.

1. Le métabolisme glucidique

ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding Protein) est un régulateur central de
I’'homéostasie des lipides et du glucose dans le foie. Lorsque la concentration de glucose intra-
cellulaire est faible, ChREBP est localisé dans le cytoplasme (Dentin et al., 2006). Lorsque la
concentration de glucose augmente, ChREBP est déphosphorylé ce qui lut permet de rentrer
dans le noyau et d’activer ses genes cibles par fixation sur ses éléments de réponse (ChRE). Ce
facteur peut ainsi stimuler la lipogenese hépatique en activant 'expression de Fasn et Acaca
(Cha and Repa, 2007). Deux LXRE fonctionnels ont été identifiés dans le promoteur du gene
MLXIPL (Max Like protein X Interacting Protein-Like) codant pour ChREBP ce qui en fait une
cible transcriptionnelle directe de LXRa. En effet, i viwo, I'activation des LXRs par le
T0901317 stimule Pexpression hépatique de MLXIPL (Cha and Repa, 2007). Toutefois,
I'induction des genes cibles hépatiques de ChREBP par un régime riche en glucides est
conservée chez les souris invalidées pour les LXRs suggérant que I’activation de ces genes est
indépendante de ’action des LXRs (Denechaud et al., 2008).

Les LXRs ont également été montrés comme ayant un réle hypoglycémiant zza I'inhibition de
genes de la gluconéogenese tels que que PCK (Phospho-Enol-Pyruvate-CarboxyKinase), FBP
(Fructose-1,6-biphosphatase), GOP (Glucose-6-Phosphatase) et 'induction du transporteur du glucose,
GLUT4 (GLUcose Transporter 4) stimulant ainsi Pentrée du glucose dans les adipocytes (Laffitte
et al., 2003a).

ii.  L’immunité
L’action anti-inflammatoire des LXRs a été décrite dans les macrophages ou l'utilisation de
I'agoniste GW3965 provoque une diminution de médiateurs inflammatoires tels que iNOS
(Nitric Oxide Synthase), COX-2 (CycloOxygénase-2) et IL-6 (InterLeukine-6) induits par une
infection bactérienne ou des lipopolysaccharides (Joseph et al., 2003). De méme, la cytokine
pro-inflammatoire, 'ostéopontine est inhibée en réponse a une activation des LXRs dans les
macrophages en culture ou en modele murins (Ogawa et al., 2005). Par ailleurs, I’activation
des LXRs par le GW3965 entraine une régression des lésions athérosclérotiques chez des
animaux modeles de cette pathologie démontrant ainsi un effet anti-athérogene de ces
récepteurs (Joseph et al., 2002b). Des interactions entre les LXRs et la signalisation TLR (7o/l-

Like Receptor) ont été décrites. En effet, une baisse de 'activité des LXRs sur la transcription de
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genes cibles tels que Abcal est observée suite a I'activation de TLR3 et TLR4 lors d’une
infection microbienne (Castrillo et al., 2003). Le métabolisme du cholestérol est ainsi modifié
dans les macrophages ce qui favorise leur transformation en cellules spumeuses. De plus, le
récepteur nucléaire Rev-erba exercant une action inhibitrice sur TLR4 est une cible directe

des LXRs dans les macrophages humains en culture (Fontaine et al., 2008).

1v. L’homéostasie des tissus stéroidogenes et des organes cibles des stéroides

L’activation des LXRs régule la synthése des hormones stéroidiennes i viwo via 'activation de
genes clés de ces syntheses comme SAR et HSD3B (35-Hydroxy Steroid Dehydrogenase) au niveau
surrénalien, testiculaire et ovarien (Cummins et al., 2006; Volle and Lobaccaro, 2007; Mouzat
et al., 2009b). Les LXRs sont également impliqués dans le maintien de la structure de
I'épididyme, de I'utérus, de l'ovaire et du testicule (Mouzat et al., 2007, 2009b; Saez et al.,
2007; Volle et al., 2007b). En effet, ’ablation génique des LXRs conduit a des perturbations
fonctionnelles de ces organes dont I'origine est probablement en rapport avec un déreglement

de I’homéostasie lipidique dans ces tissus.

e. LXRa et f3, deux acteurs majeurs de la physiologie et la pathologie prostatique

Malgré les nombreuses fonctions physiologiques décrites jusqu’a présent pour les deux
isoformes des LXRs dans de nombreux tissus, leur réle dans la prostate reste peu connu
(Faulds et al., 2010; Calkin and Tontonoz, 2012). Des analyses i vivo sur des souris invalidées
pour les LXRs et ex vwo sur des lignées cellulaires établies de cancer de la prostate ont pu
mettre en ¢évidence des propriétés des LXRs dans la prostate. Une activation
pharmacologique des LXRs par le ligand synthétique T0901317 induit ainsi une
accumulation des transporteurs ABCAL et ABCG1 responsables de I'efflux de cholestérol
(Chuu et al., 2006; Pommier et al., 2010). En plus de cette action courante, la stimulation des
LXRs par le T0901317 diminue le pourcentage des cellules LNCaP en phase S et augmente
le pourcentage de cellules en phase G1, en supprimant 'accumulation de la protéine SKP2
(S-phase kinase-associated protein 2) qui en retour favorise la dégradation de p27XIP1] inhibiteur du
cycle cellulaire (Fukuchi et al., 2004c). En paralléle du blocage de la prolifération, les LXRs
stimulent I'apoptose des cellules LNCaP en altérant la signalisation des rafis lipidiques par une
diminution du contenu membranaire de cholestérol et une réduction de la fraction
phosphorylée I’AKT associée avec ces rafis (Pommier et al., 2010). Ces effets anti-prolifératif

et pro-apoptotique des agonistes des LXRs ont également été montrés i vwo en utilisant des
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Figure 30 : Représentation schématique du role du cholestérol dans la carcinogenése

prostatique et effet de I’activation des LXRs.

A) Les niveaux de cholestérol plasmatique élevés stimulent I'influx, ce qui augmente la quantité de
cholestérol intra-cellulaire. Le cholestérol s’accumule dans les membranes au niveau des rafls
lipidiques ce qui permet aux facteurs de croissance d’accéder a leurs récepteurs et notamment

Pactivation de la voie de survie AKT. B) L’activation des LXRs induit la production des cassettes
ATP-binding-cassette (ABC) impliquées dans 'eflux de cholestérol, ce qui diminue le niveau de
cholestérol intra-cellulaire et la coalescence des rafis. Ceci diminue I'ancrage des récepteurs de
croissance a la membrane induisant ainsi une inhibition de la prolifération et une augmentation de
lapoptose. En paralléle, les statines exercent un rdle d’inhibition de la synthése de novo de cholestérol.

D’apres Dufour et al., 2012.
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souris athymiques xénogreffées avec les LNCaP et gavées avec le T0901317 (Fukuchi et al.,
2004c; Pommier et al, 2010). Ces études ont donc mis en évidence le potentiel
pharmacologique de I’activation des LXRs pour permettre la stimulation de I’apoptose et/ou
la diminution de la prolifération des tumeurs prostatiques (Figure 30). De maniere
intéressante, l'activation de AR dans les cellules LNCaP entraine une inhibition de
I'expression d’ABCAI uniquement en présence des LXRs (Fukuchi et al., 2004a). Cette action
inhibitrice des androgenes sur les LXRs pourrait étre due a une compétition entre AR et LXR
dans le recrutement de co-activateurs dans les cellules LNCaP (Krycer and Brown, 2011).

Par ailleurs, LXRa semble exercer un réle crucial dans I’homéostasie de la prostate ventrale
puisque les souris déficientes pour cette isoforme présentent une hypertrophie du
compartiment stromal associ¢ a 'activation de la voie de TGF-f3 (Transforming Growth Factor- J5)
et a des cellules épithéliales proliférantes (Kim et al., 2009). De plus, nous avons montré que
LXRa controle I'accumulation de la protéine SBP (Spermin Binding Protemn) fortement
androgéno-régulée. La génération de prostates chimériques recombinantes met en évidence
I'implication de LXRa dans I’établissement des interactions épithélium-mésenchyme dans la

prostate (Viennois et al., 2012a).

3. Cholestérol et cancer de la prostate

A Le cholestérol : un facteur de risque

Plusieurs arguments bibliographiques permettent d’associer les taux de cholestérol élevés au
risque de développer un cancer de la prostate et notamment de haut grade (Roy et al., 2011;
Dufour et al., 2012).

Ainsi des études soulignent qu’un fort taux de cholestérol sous forme de LDL est associé a une
augmentation de 60 % du risque de cancer de la prostate alors qu’un taux circulant faible
(< 200 mg/dL) est associé a une baisse du risque de développer un cancer de la prostate
agressif (Magura et al., 2008; Platz et al., 2009; Mondul et al., 2010; Shafique et al., 2012). De
plus, il a été montré que la mortalité est plus élevée dans une population avec des niveaux

élevés de cholestérol (Huxley, 2007; Batty et al., 2011).
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B Les statines et le cancer

Inversement, 'utilisation d’agents hypocholestérolémiants tels que les statines semblent limiter

le risque de cancer associé au cholestérol.

a. Généralités sur les statines

Les statines sont des inhibiteurs de FTHMGCoA reductase utilisés pour réprimer la synthese de
cholestérol. La baisse du cholestérol hépatique est compensée par la synthese de LDLR pour
prélever le cholestérol de la circulation ce qui entraine une baisse des niveaux plasmatiques de
cholestérol (Ma et al., 1986). Certaines statines comme la pravastatine semblent inhiber
prétérentiellement la synthese de cholestérol dans le foie et I'intestin alors que d’autres comme
la lovastatine exercent leur effet inhibiteur sur tous les organes (Endo et al., 1977; Tsujita et
al., 1986; Parker et al., 1990). Ces différences peuvent s’expliquer par des variations du
captage du cholestérol causées par une sensibilit¢ au pH, une liaison des protéines
plasmatiques, une activité métabolique et une amélioration de Iactivité des transporteurs pour
I'influx et Iefflux.

Bien que hautement efficaces, les statines ne produisent pas les effets désirés sur un certain
nombre de patients et peuvent causer de séveres effets secondaires tels que des myalgies et des
myopathies en réprimant des acteurs impliqués dans les modifications post-traductionnelles
des protéines (Mastaglia, 2010; Mullen et al., 2010). Les statines plus récentes telles que la
pitavastatine présenteraient une incidence réduite de ces effets secondaires (Corsini and
Ceska, 2011).

Par ailleurs, des efforts sont faits pour développer des inhibiteurs a d’autres niveaux de la voie
de biosynthese du cholestérol. Ainsi, les inhibiteurs de la squaléne synthase permettent de
prévenir 'impact des statines sur les modifications post-traductionnelles des protéines tout en

diminuant la synthese de cholestérol (Wasko et al., 2011).

b. Statines et cancer de la prostate

Les statines dont l'utilisation premiere visait a traiter les pathologies cardio-vasculaires, ont
montré un effet bénéfique sur la réduction de I'incidence du cancer de la prostate (Shannon et
al., 2005; Boudreau et al., 2010). Puisque les statines inhibent une des premieres étapes de la

synthese de cholestérol, elles vont réguler négativement des molécules intermédiaires de cette
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synthése. Or une majorité des produits de la voie de biosynthese est nécessaire pour des
fonctions cellulaires fondamentales telles que I'intégrité des membranes, la signalisation
cellulaire, la syntheése protéique et la progression du cycle cellulaire (Chan et al., 2003).
Plusieurs arguments épidémiologiques sont en faveur d’une association positive entre statines
et réduction du risque de cancer de la prostate (Roy et al., 2011). Une étude cas-témoins ainsi
qu’'une étude de cohorte rapportent une diminution de ce risque pour les utilisateurs de
statines en comparaison avec ceux qui n’en consomment pas (Shannon et al., 2005; Flick et
al., 2007).

Par ailleurs, le traitement par des statines retarde la croissance tumorale sur des souris
allogreffées par une lignée cellulaire de tumeur mammaire (Alonso et al., 1998). De plus,
I'ajout de statines sur des lignées cellulaires tumorales prostatiques montre des effets anti-
prolifératifs (Ukomadu and Dutta, 2003).

Ainsi, une diminution de la synthese de cholestérol hépatique et périphérique pourrait-elle
étre associée a une baisse du risque de cancer de la prostate et de I'agressivité des tumeurs

dans les stades avancés de cancers.

C Action du cholestérol en contexte tumoral

Il est connu depuis des décennies que le cholestérol a un rdle prépondérant dans la
prolifération des cellules animales et que sa synthese est étroitement synchronisée a la
progression du cycle cellulaire. Une réduction des niveaux de cholestérol suite au blocage de
sa synthese induit un arrét de croissance cellulaire (Pelton et al., 2012).

Les tumeurs sont enrichies en cristaux de nature lipidique et les zones atteintes d’HBP
présentent une augmentation de cholestérol suggérant un role de ce lipide dans un contexte
pathologique (White, 1909; Swyer, 1942). Par la suite, 'accumulation de cholestérol a été
retrouvée dans d’autres types de cancers comme les tumeurs gastro-intestinales, pulmonaires
ou rénales. Les cellules cancéreuses ont une croissance rapide et un métabolisme élevé ce qui
requiert une telle quantité de cholestérol que les taux circulants en sont diminués. Ce constat
montre donc qu’un faible taux de cholestérol plasmatique est un effet dit au cancer et non une
cause (Solomon and Freeman, 2011).

Diftérents mécanismes ont été mis en évidence : une augmentation du captage du cholestérol
circulant dans les leucémies et les tumeurs mammaires (Graziani et al., 2002; Tatidis et al.,
2002), associée a la perte des mécanismes régulateurs de I’expression du récepteur des LDL

dans les cellules prostatiques (Chen and Hughes-Fulford, 2001) et une augmentation de
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I'expression des enzymes de la voie de synthese du cholestérol telles que THMGCoA reductase
au niveau du colon (Caruso et al., 1999). L’ensemble de ces observations favorise la
disponibilité intra-cellulaire du cholestérol au cours du développement tumoral.

Par ailleurs, la présence de cholestérol dans les rafts lipidiques pourrait étre une des voies
moléculaires reliant le cholestérol a la tumorigenese. En effet, deux types de rafis lipidiques
peuvent étre impliqués dans le cancer (Patra, 2008). Les « Cer-rafts » sont des domaines
enrichis avec des céramides, sphingomyélines et protéines comme FAS (ou Apo-1 ; Apoptosis
antigen-1), FASL (FAS Ligand) et DISC (Death-Inducing Signaling Complex) dont le réle principal est
d’induire apoptose. A I'inverse, les « Chol-rafis » sont riches en cholestérol, sphingomyéline,
gangliosides et en protéines telles que les cavéolines, CD44 et les membres de la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinase qui permettent de réguler I’'homéostasie cellulaire. De
maniere intéressante, il a été montré que les « Ghol-rafls » peuvent favoriser la transformation
maligne des cellules, la progression tumorale, I’angiogenese et les métastases. Par son role de
stimulation de la coalescence des rafls, le cholestérol participe a I'augmentation de taille de la
plateforme de signalisation (Freeman and Solomon, 2011). En effet, plusieurs études ont
montré que des protéines critiques pour la croissance et la survie tumorale sont régulées par
les rafts lipidiques et que des altérations du cholestérol membranaire affectent le signal
transmis par ces molécules. En effet, une sous-population de récepteurs a 'EGF (EGFR) est
plus active et plus phosphorylée a I'intérieur des rafls lipidiques dans les cellules tumorales
prostatiques et la voie EGFR peut étre régulée lorsque le cholestérol est ciblé (Zhuang et al.,
2002; Freeman et al., 2007). Des souris xénogreffées avec des cellules LNCaP qui, par
définition, ne possedent pas les deux genes CAVEOLINE et PTEN, présentent une
augmentation de la phosphorylation d’AKT ce qui va donc promouvoir leur survie
lorsqu’elles sont nourries avec un régime enrichi en cholestérol. En revanche, la simvastatine
diminue la phosphorylation d’AKT induite par les rafls (Zhuang et al., 2005). Enfin, les souris
TRAMP, modele de cancer de la prostate nourries avec un régime riche en cholestérol
présentent une aggravation du phénotype tumoral c’est-a-dire une augmentation du volume
de la tumeur, de leur incidence et de [I'apparition de métastases pulmonaires.
Histologiquement, ces souris ont une augmentation de la prolifération, de I’angiogenése et de
Iexpression de SRBI (Llaverias et al., 2010). L’ensemble de ces données suggere que le
cholestérol exerce un roéle important i vwo dans les voies physiologiques mais également dans

la carcinogeneése prostatique.
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V. Présentation du projet de recherche

En France, le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez ’'Homme en terme de
diagnostic et représente la 3¢m¢ cause de déces par cancer dans la population masculine (Haute
Autorité de Santé, 2012). Parmi les nombreux facteurs de risque, des études épidémiologiques
ont mis en évidence l'association entre un régime alimentaire riche en cholestérol et le
développement de ce type de cancer. La forte incidence du cancer de la prostate dans les pays
occidentaux peut étre expliquée en partie par I’alimentation riche en lipides et notamment en
cholestérol (Watanabe et al., 2000). En effet, une hypercholestérolémie semble associée a une
augmentation du risque de cancer de la prostate (Magura et al., 2008). A I'inverse, la prise de
statines, inhibitrices de la synthése de cholestérol est associée a une diminution du risque de
développer un cancer agressif de la prostate (Roy et al., 2011). Cependant, le réle causal du
cholestérol dans la promotion du cancer de la prostate reste difficile a appréhender par des
études épidémiologiques.

Les récepteurs nucléaires LXRa et LXR[ sont identifiés comme d’importants régulateurs du
métabolisme du cholestérol. L’utilisation d’agonistes pharmacologiques des LXRs (comme le
T0901317) sur des cellules tumorales prostatiques humaines en culture a un effet anti-
prolifératif et pro-apoptotique (Fukuchi et al., 2004c; Pommier et al., 2010). L’activation des
LXRs augmente également la quantité des transporteurs ABCAL et ABCG1 permettant
Pefflux de cholestérol (Fukuchi et al., 2004b; Pommier et al., 2010). /n viwo, I’administration
orale de T0901317 a des souris immunodéficientes xénogreffées par des cellules LNCaP
ralentit la croissance tumorale (Pommier et al., 2010). Par ailleurs, ces travaux antérieurs de
I’équipe ont montré qu’il était possible de réguler négativement la phosphorylation &’AKT
dans les rafts lipidiques des cellules LNCaP en activant les LXRs (Pommier et al., 2010).
L’ajout de cholestérol exogene a annulé ces effets, démontrant ainsi que le cholestérol est un
modulateur clé dans ce processus. De maniere intéressante, 'activation des LXRs exerce un
effet anti-prolifératif sur d’autres cancers tels que le sein (Vedin et al., 2009), les ovaires
(Rough et al., 2010) et le colon (Uno et al., 2009) et induit 'apoptose de lignées cellulaires de
glioblastomes en inhibant les cibles EGFR/AKT/SREBP-1/LDLR (Guo et al., 2011).
L’ensemble de ces données suggere que les LXRs sont des acteurs modulateurs de la

prolifération et de ’apoptose des cellules tumorales.

Dans ce cadre, les objectifs de ma these étaient d’évaluer : 1) I’effet de 1’absence des

LXRs sur des cellules épithéliales prostatiques murines ; 2) les effets d’un
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régime enrichi en cholestérol dans le développement du cancer de la prostate ;
3) le role protecteur ou non des LXRs dans les processus de carcinogenése

prostatique.

1) Quel est l’effet de I’absence des LXRs sur des cellules épithéliales
prostatiques murines (Article 1) ?

Les données de la littérature suggerent que les LXRs sont des acteurs pouvant moduler la
prolifération et ’apoptose des cellules tumorales prostatiques et que ce role pourrait impliquer
leur capacité a limiter la concentration intra-cellulaire de cholestérol. Nous avons ainsi dérivé
des cellules épithéliales a partir de prostate dorsale (MPECs) de souris sauvages ou Lxraf3-/- ce
qui nous donne la possibilit¢ d’étudier 'impact moléculaire de la perte des LXRs sur des
cellules épithéliales normales. Les résultats obtenus indiquent que l'activation des LXRs
entraine une diminution de la prolifération uniquement dans les cellules sauvages, Nous
montrons donc que : 1) les LXRs exercent leur effet inhibiteur du cycle cellulaire sur des
cellules épithéliales prostatiques saines en mettant en jeu les voies AK'T et/ou MAPK et 2) les
cellules MPECs sont un modele pertinent pour étudier les mécanismes moléculaires reliant les

LXRs au cycle cellulaire.

2) Quels sont les effets d’un régime enrichi en cholestérol dans le
développement du cancer de la prostate (Article 2) ?

Nous avons caractérisé le phénotype prostatique des souris Lxraf3-/- nourries avec un régime
enrichi en cholestérol. Ces animaux présentent les premiers signes d’'un développement
tumoral caractérisé par une hyperplasie épithéliale due a une hyperprolifération ainsi qu’une
diminution d’expression de certains genes suppresseurs de tumeur. L’absence de phénotype
prostatique dans les souris sauvages nourries avec le régime enrichi en cholestérol montre que
la présence des LXRs s’oppose a I'accumulation de cholestérol et prévient I'initiation du
développement tumoral. Les LXRs semblent donc exercer un réle protecteur lors d’une

exposition a des quantités importantes de cholestérol au sein de la prostate.

3) Les LXRs sont-ils ciblés par les processus de carcinogenése
prostatique (Projet 3) ?

Il n’existe aucune donnée i vwo concernant les LXRs et leffet de leurs ligands sur des
modeles transgéniques de cancer de la prostate. Nous avons choisi d’utiliser les souris PBcre4 x

Plen'ox?/xP (Pgen-/-) (Wu et al., 2001; Lesche et al., 2002). Ces animaux présentent une
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inactivation du gene suppresseur de tumeur Plen spécifiquement au niveau de I’épithélium
prostatique et constituent le modele transgénique le plus proche de la pathologie humaine
(Wang et al., 2003) (modele détaillé dans le Chapitre 111 3 B c).

Nous avons réalisé une étude cinétique de 'apparition des lésions tumorales dans les lobes
prostatiques des souris Plen-/-a 8, 11 et 20 semaines. L’apparition de PIN de bas grade est
observée des 8 semaines et de haut grade a partir de 11 semaines. De maniere intéressante,
nous avons pu montrer une mobilisation de la voie des LXRs au cours de la carcinogenese
prostatique. Il pourrait s’agir d'un mécanisme de défense de la cellule utilisé pour contrer
I’augmentation massive de cholestérol intra-cellulaire. Nous nous sommes ensuite demandé
quel serait l'effet d’une modulation pharmacologique des LXRs sur la carcinogenese
prostatique. D’une part, nous avons pu montrer que la voie des LXRs ne répond plus a un
traitement par ’agoniste T0901317 dans les souris Pten-/- suggérant qu’elle est activée de
maniere constitutive. D’autre part, nous avons mis en place une lignée murine Plen-/-
Lxraf3-/~. Les résultats préliminaires montrent une augmentation de la prolifération voire une
progression tumorale accélérée par rapport aux animaux Flen-/- confirmant ainsi le role

protecteur des LXRs dans la prostate.
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Résultats

Article 1 :
Lack of Liver X Receptors leads to cell proliferation in a model of mouse dorsal prostate epithelial cell. PLOS
ONE 2013.

Présentation du contexte scientifique

Des études soulignent I'implication des récepteurs nucléaires LXRs dans plusieurs pathologies
prostatiques telles que 'hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) et le cancer (Chuu et al.,
2007; Viennois et al., 2011). Les souris Lxro-/- présentent un phénotype proche de 'HBP
caractérisé par un élargissement du lobe ventral et une activité hyper-sécrétrice de
Pépithélium (Kim et al., 2009; Viennois et al, 2012). L’utilisation d’agonistes
pharmacologiques des LXRs comme le T0901317 provoque une diminution de la
prolifération et une induction de I’apoptose des cellules tumorales prostatiques humaines
(Fukuchi et al., 2004b; Pommier et al., 2010). In viwo, I'administration orale de T0901317 a des
souris immunodéficientes xénogreffées par des cellules LNCaP ralentit la croissance tumorale
(Chuu et al., 2006). L’activation des LXRs entraine une augmentation de ’expression des
geénes codant les transporteurs ABCAI et ABCGI impliqués dans Pefflux de cholestérol
(Fukuchi et al., 2004a; Pommier et al., 2010). L’ensemble de ces données suggere que les
LXRs sont des acteurs pouvant moduler la prolifération et 'apoptose des cellules tumorales
prostatiques et que le role pourrait impliquer leur capacité a limiter la concentration intra-
cellulaire de cholestérol.
La caractérisation précise des mécanismes moléculaires est souvent complexe sur un organe
entier. La disponibilité¢ de cellules en culture permet de simplifier cette approche ; c’est
pourquol nous avons dérivé des cellules épithéliales du lobe prostatique dorsal (MPECs) de
souris sauvages ou Lxraf3-/- . Nous avons souhaité répondre aux questions suivantes :

1) Quel est le role physiologique des LXRs sur des cellules prostatiques non-tumorales ?

2) Les LXRs contrdlent-ils le cycle cellulaire dans les cellules prostatiques non-

tumorales ?
3) Les cellules MPECs sont-elles un bon modele pour I’étude du role des LXRs dans la

prostate ?
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Abstract

Recent studies underline the implication of Liver X Receptors (LXRs) in several prostate diseases such as benign prostatic
hyperplasia (BPH) and prostate cancer. In order to understand the molecular mechanisms involved, we derived epithelial
cells from dorsal prostate (MPECs) of wild type (WT) or Lxraff—/— mice. In the WT MPECs, our results show that LXR
activation reduces proliferation and correlates with the modification of the AKT-survival pathway. Moreover, LXRs regulate
lipid homeostasis with the regulation of Abcal, Abcg1 and Idol, and, in a lesser extent, Srebp1, Fas and Acc. Conversely cells
derived from Lxrof—/— mice show a higher basal phosphorylation and consequently activation of the survival/proliferation
transduction pathways AKT and MAPK. Altogether, our data point out that the cell model we developed allows deciphering
the molecular mechanisms inducing the cell cycle arrest. Besides, we show that activated LXRs regulate AKT and MAPK
transduction pathways and demonstrate that LXRs could be good pharmacological targets in prostate disease such as
cancer.
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Introduction

Patient cohorts and human cancer cell lines give suitable
biological samples to identify genetic defects correlated with
disease but are still limited to investigate the molecular mechan-
isms involved. In vivo mouse models of prostate cancer represent
a powerful tool to complement these human studies. A second
advantage is that mice provide the possibility to derive long-term
cell culture system genetically engineered. Hence, we have
developed a useful cell culture system of prostatic epithelial cells
(MPECs) from wild-type (WT) and transgenic mice with genetic
ablation of both isoforms of the Liver X Receptor (Lxr). LXRa
(NR1H3) and B (NRIH2) belong to the nuclear receptor
superfamily and act as ligand-inducible transcription factors when
heterodimerized with the Retinoid X Receptor (RXR, NR2B1 to
B3). LXRs are involved in numerous physiological regulations
such as cholesterol, fatty acids and glucose homeostasis, steroido-
genesis and immunity [1,2]. Various studies have highlighted the
therapeutic potential of LXR agonists in the treatment of prostate
diseases such as benign prostatic hyperplasia (BPH) [3,4] and
prostate cancer [5,6]. Indeed, LXR agonists like T0901317 slow
down proliferation of various prostate cancer cell lines and
decrease growth of prostate cancer cells in xenografted nude mice
[7-9]. This lower proliferation of human prostatic cancer cell line
LNCaP is characterized by a reduced amount of cells in S phase

PLOS ONE | www.plosone.org

correlated with an accumulation of SKP2, a kinase involved in the
degradation of cell cycle inhibitors. This cell cycle regulation was
proposed to be connected with cholesterol homeostasis through
LXR-regulated expression of the cholesterol transporter ABCAI
that supports cholesterol efflux [10]. Additionally, LXR activation
by the synthetic ligand T0901317 results in a decrease of cell
survival. The lowering of cellular cholesterol induced by the
cholesterol transporter ABCG1 accumulation leads to a reduction
in lipid raft size inactivating the AK'T pathway and consequently
limiting cell survival ability [9]. These previous studies demon-
strated a putative combined anti-proliferative and pro-apoptotic
effect of LXR activation in prostate cancer cell lines, suggesting
a protective role of these nuclear receptors in this cancer via their
effects on the cell cycle and apoptosis balance [11].

Even if prostate is anatomically different between human and
mouse since the rodent prostate is divided into distinct lobes
whereas three zones are found in human [12], transcriptional
analyses linked the mouse dorsolateral lobe to the human
peripheral zone which develops cancer [13].

Here, we present an original prostate epithelial cell model
derived from the dorsal lobe of WT or Lyraf— /— mice. This new
cell models allowed deciphering the role of LXRs on cell cycle
regulation.
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Figure 1. Establishment of WT and Lxraf—/— MPECs from dorsal prostate. (A) Schematic mouse prostate lobe representation (left panel).
Dissected prostate sample pictures during necropsy (middle panel) and explant migration/primary epithelial cell culture (right panel). (B) Schematic
representation of Lxro. and Lxrfs wild type and recombined genomic loci. Primer aF3, «R3, NeoR2 and F3, PR3, IMRO4 respectively used to genotype
Lxro. and Lxrf are depicted (previously described [24], D.J. Mangelsdorf personal communication). PCR analysis of WT and Lxroi—/— MPEC genomic
DNA Lane 1: WT mouse embryonic fibroblasts (MEF); lane 2, WT MPECs; lane 3, Lxra—/— MPECs. (C) qPCR analysis of Lxra (nr1h3) and Lxrf (nr1h2)
accumulation in MPECs and MEFs, (N.D. not detectable). *p<<0.05, **p<0.01, ***p<<0.001 in Student’s t test. Error bars represent mean = SEM. (QPCR

analysis results from 4 independant experiments and was normalized using 36b4 gene).

doi:10.1371/journal.pone.0058876.g001

Materials and Methods

Mouse Prostate Epithelial Cells (MPECs) Establishment
Lxro. and Lxrff double knockout mice (Lxroffi—/—) and their
wild-type controls were maintained on a mixed strain background
(C57BL/6:129Sv) and housed in a temperature-controlled room
with 12-h light, 12-h dark cycles. They were fed ad lbitum with
water and Global-diet 2016S (Harlan, Gannat, France). This study
was carried out in strict accordance with the recommendations of
French national standards and policies (D 63 104 19). Mice were
killed by cervical dislocation and prostates harvested during
necropsy in order to use in cell culture systems. The protocol was
approved by local ethic committee - Permit Number: CE21-11 /
CE75-12 (CEMEAA - Comité d’Ethique en Matiére d’Expéri-
mentation Animale Auvergne, https://wwwl.clermont.inra.fr/
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cemeaa/). The culture procedure was derived from that one used
to develop the mouse vas deferens epithelial cells [14]. Briefly,
mouse prostate epithelial cells (MPECs) were harvested from the
dorsal prostate lobes from 20 to 30 day old mice, wild type (WT)
or lacking both LXRs (Lxraffi—/—), and transferred onto cell
culture iserts (BD Falcon TM, Fontenay-sous-Bois, France)
coated with a thin layer of extracellular matrix gel (Sigma Aldrich,
L’isle d’Abeau, France). Cells were cultured in complete medium
[Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) /F12 (50:50;
Invitrogen, Oslo, Norway) supplemented with 0.5% fetal bovine
serum (FBS) (Biowest, Nuaill¢, France), cholera toxin (10 ng/ml),
epidermal growth factor (5 ng/ml), penicillin and streptomycin
(100 pg/ml), insulin (5 pg/ml), transferin (10 pg/ml), L-glutamine
(2 mM), HEPES (20 mM), ethanolamine (0.6 pg/ml), cAMP
(25 pug/ml), selenium (17.3 ng/ml) and hydrocortisone (10 nM)]
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at 37°C in a humidified air 5% CO, incubator. The extracellular
matrix gel was set by incubation at 37°C for 30 min. All the
chemicals were from Sigma Aldrich unless indicated. Growth
medium was changed every 2 days. Upon confluence, cells were
re-plated in the same conditions at split ratio 1:2 untl they
survived senescence, typically after six passages. After this point,
cells were transferred onto 100 mm culture dishes every 3-4 days
at a 1:5 to 1:10 split ratio.

Genotyping

Lxra and Lxrf loci with the neo cassette as well as the location of
the primers are indicated on Fig. 1B. Primers used (kind gift from
D,J. Mangeldorf, Dallas, TX) are for Lyro forward primer oF3:5'-
ATGGAGAATGCCTAGCTAGG-3' and two reverse primers,
oR3:5’-TCTCACTACGTAGCTCTTGG-3" and NeoR2:5'-AA-
GAACTCGTCAAGAAGGCGA-3'; for Lxf two forward pri-
mers BF3:5'-CCTTTTCTCCCTGACACCG-3" and IMRO4:5'-
AGGTGAGATGACAGGAGATC-3" and a reverse primer
BR3:5'-GCATCCATCTGGCAGGTTC-3". An example of
PCR genotyping is shown in Fig. 1C. Presence of Lxroe and Lvrf
wild-type loci is characterized by a fragment of 579 and 393 bp,
respectively; recombined Lxror and Lxrf loci show a fragment of
1500 and 650 bp, respectively.

Reagents

22(R)-hydroxycholesterol and GW3965 were purchased from
Sigma-Aldrich and T0901317 from Cayman Chemical (Mon-
tigny-le-Bretonneux, France). All ligands used in cell culture were
diluted in DMSO. PD98059 (CAS 167869-21-8) was purchased
from Millipore (Billerica, MA, USA) and LY-294002 (ST-420-
0025) from Enzo Life Sciences (Villeurbanne, France).

Cell Culture and Treatment

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were cultured in DMEM
supplemented with L-glutamine (2 mM) and penicillin streptomy-
cin (100 pug/ml). MPECs were trypsinized and seeded at 3x10°
cells in 10 mm culture dishes. After 16h cells were starved for 24h
in a minimal medium DMEM-F12 (50:50, Invitrogen) supple-
mented with L-glutamine (2 mM) and penicillin streptomycin
(100 pg/ml) and then with the same medium containing DMSO,
T0901317, GW3965 or 22(R)-hydroxycholesterol for 48h. Cells
were harvested and protein or RNA extraction, or flow cytometry
analyses were performed.

MTT Assay

MT'T assay was performed according to manufacturer instruc-
tions (Sigma Aldrich). Briefly, cells were washed in PBS. MTT
reagent (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide, M 2128, Sigma Aldrich) was added and incubated at
37°C for 3 hrs. After MTT reagent removal, MTT solvent (10 %
Triton 100X and 0.1 N HCL in anhydrous isopropanol) was
added. Absorbance was determined in a Microwell plate reader
(Model 680, Biorad, Marnes-La-Coquette, France).

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 lh at 4°C in the dark. Cell
suspensions were analyzed using a Beckman Coulter fluores-
cence-activated cell sorter. At least 15,000 events were measured
for each sample.
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Quantitative PCR

mRNA  were extracted using the NucleoSpinRNAII kit
(Macherey Nagel EURL, Hoerdt, France). cDNA was synthesized
with 200U of Moloney murine leukemia virus-reverse transcrip-
tase (Promega), 5 pmol of random primers (Promega), 40 U
RNAsin (Promega) and 2.5 mM deoxynucleotide triphosphate.
Quantitative PCR was performed on a Mastercycler ep Realplex
(Eppendorf, LePecq, France) using MESA GREEN quantitative
PCR masterMix Plus for SYBR (Eurogentec, Angers, France).
Primer sequences are mLyro Fw: 5'-AGGAGTGTCGACTTCG-
CAAA-3', mLwa Rev: 5'-CTCTTCTTGCCGCTTCAGTTT-
3"; mLwf Fw: 5-AAGCAGGTGCCAGGGTTCT-3', mLxf
Rev: 5'-TGCATTCTGTCTCGTGGTTGT-3"; mTenascin Fw:
5'-GTCGTCTGGACACCAGGCCC-3', mTenascin Rev: 5'-
CAGGGCCGGCATAGCCTTCG-3"; mSnail Fw: 5-GTAA-

CAAGGAGTACCTCAGC-3', mSnail Rev: 5'-
CTGGTATCTCTTCACATCCG-3'; mCk8 Fw: 5'-
GGTGTCGGGGGCATCACAGC-3', mCk8  Rev: 5'-
CTGCCGGCGGAGGTTGTTGA;  mE-cadherin Fw:  5'-

ACGTCCATGTGTGTGACTGTG-3', mE-cadherin Rev: 5'-
AGGAGCAGCAGGATCAGAATC-3';  mdbcal  Fw: 5'-
GGAGCTGGGAAGTCAACAAC-3', mdbcal 5'-
ACATGCTCTCTTCCCGTCAG-3'; mAbegl! Fw: 5'-
GCTGTGCGTTTTGTGCTGTT-3"; Rev: 5-TGCAGCTC-

CAATCAGTAGTCCTAA-3" ; mldol Fw: 5'-AGCGGCCTC-
TACCGAGCCAT-3', mldol Rev: 5'-CGCCAAGTGGCCCTT-
CAGGT-3"; mSrebpl Fw: 5'-GCCTGTACAGCGTGGCTGGG-
3', mSrebpl Rev:5'-TCTCCGTCAGCTGCCCCTGG-3'; mdcc

Fw: 5’-ACTTCCCGACCAAGGACTTTG-3', mdcc Rev: 5'-

ACAGTGGAGCTAGAATTGGAC-3'; mFas Fw: 5'-
CCCCAACCCTGAGATCCCA-3', mlas Rev: 5'-
TTGATGCCCACGTTGCC-3'; m36b4 Fw: 5'-
GTCACTGTGCCAGCTCAGAA-3', m36b4 Rewv: 5'-

TCAATGGTGCCTCTGGAGAT-3'.

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% supplemented with PMSF
I mM (Sigma-Aldrich), Complete 1X (Roche Diagnostics, Mey-
lan, France), NaF 0.1 mM, Na3;VO, 0.ImM and 0.5 mM DTT
(Sigma-Aldrich). Lysates were centrifuged at 4°C for 15 min at
15000 g. Total proteins were subjected to denaturing SDS-PAGE
and transferred to nitrocellulose Hybond-ECL membrane (GE
Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France). Mem-
branes were incubated overnight at 4°C with primary polyclonal
antibodies raised against either human ABCAl (NB400-105,
Novus Biologicals, Littleton, USA), PActin (A2066, Sigma
Aldrich), p42/44 (MS670, Sigma-Aldrich), AKT (#9272, Cell
Signaling, Danvers, MA), PhosphoS473-AKT (#2118-1, Epi-
tomics, Burlingame, USA), PhosphoT308-AKT (#2965, Cell
Signaling), Gsk3B (#9315, Cell Signaling), PhosphoGSK3f
(#9336, Cell Signaling), Pten (#9559, Cell Signaling), Bad
(#9292, Cell Signaling), PhosphoBad (#4366S, Cell Signaling),
Srebpl (MS-1207-P, ThermoScientific, Brebiéres, France), Phos-
pho-p42/44 (#4370, Cell Signaling), CK18 (H-80) (SC-28264,
Santa-Cruz, Santa-Cruz, CA), PSCA (SC-28819, Santa-Cruz),
p21 (SC-397, Santa-Cruz), p27 (SC-528, Santa-Cruz), CyclinE
(SC-481, Santa-Cruz), cdk4 (SC-260, Santa-Cruz), CyclinD1 (SC-
718, Santa-Cruz), Cdk2 (SC-163, Santa-Cruz), o-Tubulin (16074,
Sigma Aldrich). One hour incubation was done with peroxidase
conjugated anti-rabbit IgG or anti-mouse (P.A.R.I.S, Compiégne,
France) and detection performed using a Western Lightning
System kit (PerkinElmer, Villebon sur Yvette, France).
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Figure 2. Analysis of stromal and epithelial markers in WT or Lxraf—/— MPECs. (A) WT and Lxraff—/— MPECs and WT MEFs were
immunostained using anti-E-cadherin (E-Cad), anti-Cytokeratin8 (CK8) and anti-aTubulin (Tub) antibodies. Scale bar 100 um. (B) mRNA relative levels
of Tenascin, Snail, Keratin 8 and E-cadh were measured in WT MEFs, WT (+/+) and Lxraff—/— MPECs by qPCR. *p<<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 in
Student'’s t test. Error bars represent mean = SEM. (qPCR analysis results from 3 independant experiments and was normalized using 36b4 gene) (C)
Western blot analysis was performed on WT MEFs, WT (+/+) and Lxraff—/— MPECs using CK8, Psca antibodies. fActin was used as a loading control.
doi:10.1371/journal.pone.0058876.9g002

Cell Immunofluorescence Results
Cells were fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized in .
PBS Triton X-100 O.l%,pDcteCtions we};e perfofmcd using anti- Establishment of MPECs from Mouse Dorsal Prostate
CK8 (Covance, Princeton, NJ), anti-Ecadherin (Sigma Aldrich), Lobe Explant
anti-Btubulin (BD Transduction Laboratories, Le Pont de Claix, To generate MPEC culture, dorsal prostate IOb.CS were dissected
France), anti-PhosphoS473-AKT (Epitomics) and revealed with from wild-type (\NU and Lvofi—/= mice (Fig. 1A). ProstaFc
Alexa 488-conjugated anti-rabbit and Alexa 555-conjugated anti- saI.nple.s were .mlnced and see.ded onto ECIVI-coatf.:d plates in
mouse immunoglobulins (Invitrogen). Slides were mounted with epithelial specific defined-medium (procedure details were re-

PBS/glycerol and were visualized with a Carl Zeiss Axiocam capitulated in Methods section). Cells migrated from the explant
digital camera on a Zeiss Axioplan 2 microscope and culture was maintained until auto-immortalization of epithe-

lial cells. Upon immortalization, cell genotypes were checked by

Lioid Analvsis PCR (Fig. 1B), and Lyvra and Lx7f§ transcript accumulations were

P Y R . . .. .. determined and compared to WT MEFs (Fig. 1C). It appears that
After permeabilisation with triton-X100 10%, lipid staining was . .

f d usine Oil-Red-O (Si Aldrich Iready d © bed Lyxroe slightly shows similar levels between MPECs and MEFs,

performed using Oil-Red-O (Sigma-Aldrich) as already describe while Lxrf is more accumulated in MPECs than in MEFs. As

[15]. expected, both messengers were undetectable in Lxr—/— MPECs.
o . Once cultured, MPECs formed islands and displayed typical
Statistical Analysis cobblestone features of epithelial cells compared to spindle shape
Values are expressed as means = SEM. Statistical comparisons of MEFs (Fig. 2A). In order to check for contamination of the
were performed using a two-tailed Student’s ¢ test. A p<< 0.05 was culture by stromal fibroblasts, stromal and epithelial differentiation
considered statistically significant. markers were investigated. Absence of both Tenascin and Snail

expressions avoid potential contamination by mesenchymal cells
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Figure 3. LXRs are involved in the control of MPEC proliferation. (A) Percentage of WT MPECs in GO/G1 phase and S phase after DMSO
(vehicle), 1 and 3 uM 22(R)-hydroxycholesterol (22(R)-OHC) or GW3965 treatments was quantified by flow cytometry. N=3 (B) Percentage of WT (+/+)
and Lxraff—/— MPECs in GO/G1 and S phase after DMSO (vehicle) or T0901317 (3 uM) treatments was quantified by flow cytometry. (C) Percentage of
WT (+/4) and Lxraff—/— MPEC cell growth determined by MTT assay after DMSO (vehicle) or T0901317 1 and 3 uM treatments. *p<<0.05, **p<<0.01,
***¥p<<0.001 in Student’s t test. Error bars represent mean = SEM. N=3 (D) Flow cytometry profile of WT (+/+) and Lxraffi—/— MPECs in basal
condition. (E) Protein lysates from WT (+/+) and Lxraff—/— MPECs incubated with DMSO or 1, 3 uM T0901317 for 48h were analyzed by western blot
using antibodies raised against p21, p27, Cyclin D1, Cyclin E, Cdk2 and Cdk4. BActin was used as loading control.
doi:10.1371/journal.pone.0058876.9g003

PLOS ONE | www.plosone.org 5 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e58876






LXRs and Cell Cycle in Murine Epithelial Cells

B 0 DMSO
o109
O 9cis RA
B T09 + 9cis RA

200

FHK

= _
@ N [o)}
o o o

N
o

Expression level (fold induction)

+/+ IxroB-/-

T0901317(uM) ' 0 1 3 "0 1 3

DMSO

T0901317

A 0 DMSO
[0 T0901317 1uM
@ T0901317 3uM
B T0901317 5uM
100 6.0
80 T 5.0 1
5 XHX 5
B HHR ko
-§ ,:gs 40 |
z 91 - 5
= €30
T @
Z 40 2
s 520
g 2 £10
ek e 100 T
0 0.0
+/+ Ixr-/- +/+ Ixr-/- +/+ Ixr-/-
Abcal Abcg1 Idol
C 4 D
0 DMSO
3.0 0 T0901317 1uM
5 25 E 70901317 3uM
§ o - B T0901317 5uM
T>J 15 L. *
3
[ =
o
2 1.0
[
g 1
d 05
0.0 <
+/+ Ixr-/- +/+ Ixr-/- +/+ Ixr-/-
Srebp1 Acc Fas
E DMSO T0901317
T 17T
<
5 ORO ORO ..
wi
(a8
=
T,
ORO ORO _
>
a
g
= ORO ORO e
O
Ll
a
=
ORO ORO —

PLOS ONE | www.plosone.org

me s e
.

Srebplc
| 2 = 4

Abcal
W - — - - (Actin

MEFs

ORO

ORO

ORO

March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e58876






LXRs and Cell Cycle in Murine Epithelial Cells

Figure 4. LXRs control expression of genes involved in cholesterol homeostasis and fatty acid synthesis in MPECs. (A) gPCR analysis of
Abcal, Abcg1 and Idol levels in WT (+/+) and Lxraf—/— (Ixr—/—) MPECs after DMSO (vehicle) or T0901317 stimulation (B) Effect of 9-cis retinoic acid
and/or T0901317 stimulation on Abcal accumulation levels in WT (+/+) and Lxra.f—/— (Ixr—/—) MPECs (C) qPCR analysis of Srebp1, Acc, and Fas levels
in WT (+/+) and Lxraf—/— (Ixr—/—) MPECs after DMSO (vehicle) or T0901317 stimulation. (qPCR analysis results from 4 independant experiments and
was normalized using 36b4 gene). *p<<0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001 in Student'’s t test. Error bars represent mean = SEM. (D) Western blot analysis was
performed on WT (+/4) or Lxra.p—/— MPECs using Srebp1c, Abcal and B-Actin antibodies. (E) Oil-Red O staining (ORO) and Normarski/Dapi of WT (+/
+) and Lxraffi—/— MPECs, or WT MEFs, treated for 48h with DMSO (vehicle) or T0901317 (1 uM). Head arrows indicate lipid droplets. Scale bars

100 um.
doi:10.1371/journal.pone.0058876.g004

(Fig. 2B). Immunofluorescence and qPCR detection of specific
markers E-cadherin and Gytokeratin 8 confirmed the epithelial origin
of the culture (Fig. 2A,B), and as expected these markers were
absent in MEFs. The epithelial characteristics of the MPECs were
strengthened by accumulation of CK18 and PSCA proteins
(Fig. 2C). We concluded that MPECs could be considered as
a good tool to study the physiological role of LXRs in epithelial
cells from dorsal prostate.

LXRs Control Cell Proliferation in MPECs

LXR agonists have been previously described to exert anti-
proliferative activities [16]. Thus, we investigated the effect of Lxr-
ablation in MPECs. Treatments with various concentrations of
22R-hydroxycholesterol, a natural LXR-ligand, or GW3965,
a synthetic LXR-ligand, on WT MPECs result in a dose-
dependent accumulation of cells in GO/G1 phases and conversely
a decrease of the percentage of cells in S phase (Fig. 3A). These
observations show that the effect of the ligands on cell cycle is also
visible in non-cancerous cells and is rather an intrinsic property of
prostate epithelial cells. The effect of T0901317 (synthetic LXR
ligand) was analyzed on Lxroff—/— MPECs and, as expected, had
no effect on cell cycle (Fig. 3B) and proliferation (Fig. 3C).
Interestingly, Lwraff—/— MPECs exhibit a higher basal pro-
liferation (Fig. 3B and D). LXRs are thus regulators of cell cycle,
which correlates with Cyclin D1 and Cdk2 protein accumulation
(Fig. 3E). While GW3965 or T0901317 treatment decreases
proliferation in WT MPECs, these ligands have no effect on
Lxraff—/— MPECs (Fig. 3B). It could thus be concluded that
GW3965 or T0901317 cell cycle inhibition is strictly LXR-
dependent in MPECs, without potential interferences with other
nuclear receptors. Interestingly, although T0901317 induction
increased p21 cell-cycle inhibitor accumulation in WT' MPECs
that is consistent with proliferation decrease, Lxraff—/— MPECs
reached a high and constitutive level of p21 that contrasts with the
high proliferative rate (Fig. 3E). Paradoxically, p21 targets Cdk2/
4, CyclinD1 and CyclinE were increased in Lyaff—/— MPECs
indicating that driving forces leading to proliferation overcome
p21 regulation. Concomitantly to p21 deregulation in Lxrorf—/—
MPECs, p27, initially identified as a downstream target of LXR
activation in LNCaP cells [7], exhibit a strong accumulation as
well. As observed in prostate cancer PI'EN-null mice model, we
postulated that p21 and p27 accumulation level in Lwofi—/—
MPECs could result from a defensive mechanism to counterbal-
ance the proliferation increase due to the combined lack of Lyra

and Lxrf [17].

LXRs and Lipid Homeostasis in MPECs

As LXRs are transcription factors involved in cholesterol and
fatty acids metabolism regulation, we have analyzed the effects of
LXRs on these metabolic pathways. WT and Lxraff—/— MPECs
were treated with increasing amounts of T0901317 and expression
of well-known LXR target genes was analyzed by qPCR. As
expected, WI' MPECs displayed increased accumulation of Abcal
and Abcgl, encoding cholesterol transporters, after LXR activation

PLOS ONE | www.plosone.org

(Fig. 4A, left). A higher basal level of Abcal was observed in
Lxroffi—/— MPECs, as already described [18]. Conversely, no
increased accumulation of Abcal and Abcgl was seen in Lxrofi—/—
MPECs. Idol whose product controls the degradation of LDL-
receptor (LDLR) is induced by T0901317 (Fig. 4A, right),
indicating that the LXR target genes involved in cholesterol
homeostasis are inducible in MPECs. Co-stimulation of LXR/
RXR heterodimer by T0901317 and 9-¢is retinoic acid reproduces
the canonical synergistic transcriptional activation of Abcal
expression (Fig. 4B), thus demonstrating that LXR-signaling
pathway is fully functional in immortalized MPECs. Interestingly,
LXR-target genes involved in fatty acid synthesis such as Srebplc,
Acc and Fas showed a modest but significant increase in their
expression when LXRs are activated in WT' MPECs (fold range
induction x1.7 to x2.4) (Fig. 4C). These findings were correlated
with western blot analyses in which WT MPECs displayed
increased protein accumulation of ABCAI and the non-cleaved
form of SREBPIlc in response to T0901317, conversely to what
was observed in Lxroffi—/— MPECs (Fig. 4D). Altogether,
expression profiles of genes involved in lipogenesis postulate for
a tenuous storage of triglycerides in MPECs in response to LXR
activation. Oil red-O staining confirm that point since a few
number of cells exhibits lipid droplets filling (Fig. 4E) in WT
MPECs compared to MEFs treated with T0901317 (Fig. 4F).
These results show that in WT' MPECs, LXRs can be efficiently
activated and subsequently reproduces canonical LXR mediated
lipid metabolism regulation.

LXRs are Connected to AKT and MAPK Transduction
Pathways

Previous studies showed that LXR activation could impact
transduction pathways such as PI3K/AK'T signaling in human
prostatic cancer cell lines [9]. To examine whether such regulation
was still present in MPECs, we monitored various protein
accumulations and/or phosphorylations involved in this trans-
duction pathway. Both AKT phosphorylation of Serine 473
(PAKT S473) and Threonin 308 (pAKT T308) are sensitive to
T0901317 or 22(R)-hydroxycholesterol treatment, as described in
LNCaP cells (Fig. 5A,B). As expected this sensitivity was not seen
in Lxr-deficient cells (Fig. 5A,B). However it has been puzzling to
observe that AKT phosphorylation level was basally found
substantially higher (Fig. 5A,B) and insensitive to IGF-I (Fig. 5C
and data not shown) in Lxrof—/— MPEGs. In order to investigate
whether AKT phosphorylation modifications induced by LXR
stimulation or ablation was relevant, we monitored phosphoryla-
tion levels of GSK3p and Bad, two known downstream targets of
AKT. As expected, both proteins exhibited a decreased phos-
phorylation in WT' MPECs treated with T0901317 or 22(R)-
hydroxycholesterol and a strong increased of basal phosphoryla-
tion in Lyraff—/— MPECs (Fig. 5A). These results were paralleled
by immunofluorescence detection of phosphorylated AKT. Indeed
a similar membrane staining to those observed in LNCaP cells [9]
could be seen. This signal was lost in WI' MPECs incubated with
T0901317, but remained persistent in Lwaf—/— MPECs
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Figure 5. LXRs are necessary to warrant proper transduction pathway activities. (A) Western blot analysis was performed on WT (+/4) or
Lxrof—/— MPECs, treated with DMSO (vehicle), T0901317 or 22(R)-hydroxycholesterol (22(R)-OHC), using antibodies against PTEN, pAKT S473, pAKT
T308, AKT, pGSK3p, GSK3B, pBAD, BAD, pp42/44, p42/44 and o-Tubulin as a loading control. (B) Quantification of pAKT S473 / AKT and pp42/44 / p42/
44 ratios of WT (+/+) or Lxrap—/— MPECs, treated with DMSO (vehicle) or T0901317 (N=3). (C) WT (+/+) and Lxrai—/— MPECs were treated with
DMSO (vehicle), T0901317 (1 uM) or IGF-1 (50 ng/ml) as a control and immunofluorescence was observed by microscopy using pAKT S473 antibody
(nuclear staining is nonspecific). Scale bars 100 um. (D) MTT assays were performed on WT (+/+) or Lxraf3—/— MPECs, treated with DMSO (vehicle),
LY-294002 (5, 10, 30 uM) or PD-98059 (10, 25, 50 uM) inhibitors. *p<<0.05, **p<<0.01, ***p<0.001 in Student’s t test vs. DMSO treatment, # p<0.01, L
p<<0.001 in Student’s t test vs. WT (+/+) MPECs. Error bars represent mean = SEM. N=3. Treatment efficiency was checked by western blot using

antibodies against, pAKT S473, AKT, pp42/44 and p42/44.
doi:10.1371/journal.pone.0058876.g005

whatever the conditions. Abnormal transduction signaling in
Lxraf—/— MPECs is not restricted to AKT pathway as
phosphorylation forms of MAPK (pp42/pp44) were also basally
found highly accumulated in these cells (Fig. 5A,B). These
observations on PISK/AKT and MAPK transduction pathway
deregulations suggest that they could sustain proliferation activity
and act as mediators of the LXR effects. Indeed, incubation of WT
and Lvofi—/— MPECs in a medium supplemented with in-
creasing amounts of pharmacological inhibitors of PI3-Kinase
(LY-294002) or MEK (PD-98059) leads to a strong inhibition of
cell growth. Consistent with the deregulated activity of AK'T and
MAPK in Lxrof—/— compared to WT' MPECs, Lxrof—/— cells
exhibit a higher sensitivity to both LY-294002 and PD-98059
treatments in M'TT assays (Fig. 5D). Taken together, these results
provide evidences that LXRs are important regulators of PI3K/
AKT and MAPK transduction pathways, two central crossroads
that mediate cell cycle control in MPECs.

Discussion

This study characterizes MPECs derived from WT and
Lxroff—/— mice. Our results indicate that LXRs are necessary
to restrain cell cycle in non-cancerous prostate cells. Moreover,
various LXR agonists, eg. T0901317, GW3965 and 22(R)-
hydroxycholesterol, clearly exert an anti-proliferative effect
through LXRs, excluding the involvement of other nuclear
receptors in the process we identified in MPECs. Molecular links
between LXR target genes and proliferation process remains
however to be elucidated. In the present study, we show that
LXRs have a crucial role in the regulation of genes involved in
cholesterol homeostasis and in a lesser extent in fatty acid synthesis
in MPEGCs. Finally, we show that LXRs modulate AKT and
MAPK' phosphorylation accumulation, making them potential
mediators of LXRs in the control of cell cycle.

LXRs were shown to modulate cell proliferation when they are
activated by synthetic or natural ligands in prostate tumor cell lines
[7]. Nevertheless, several studies questioned the specificity of the
ligands used. Thus, some of these ligands have been proposed to
interfere with distinct nuclear receptors [19]. In Lxoffi—/—
MPECs, none of the tested LXR ligands (10901317, GW3965)
displayed modulation of proliferation, demonstrating that LXRs
are involved in the control of cell cycle in this context.

The results raise the question of the link between LXRs and the
cell cycle effectors. Fukuchi et al. suggested ABCALI to be a key-
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Résultats

Conclusion Article 1

Au cours de cette étude, nous avons pu caractériser les cellules MPECs dérivées a partir des
lobes dorsaux de souris sauvages et de souris Lxraf3-/~.

Nous avons montré que l'activation des LXRs exerce une action inhibitrice sur le cycle
cellulaire de cellules prostatiques non-tumorales. L’utilisation de plusieurs ligands des LXRs
reproduit ces effets uniquement dans les cellules sauvages confirmant que la présence des
LXRs est nécessaire. Par ailleurs, dans ces cellules MPECs, les LXRs contrblent ’homéostasie
du cholestérol en régulant ses genes cibles Abcal, Abcgl et Idol. De manicere intéressante, les
LXRs semblent réguler plus faiblement ’homéostasie des acides gras, dans ces cellules. Par
ailleurs, nous avons montré que les voies AK'T et MAPK apparaissent comme des médiateurs
dans l'effet des LXRs sur le cycle cellulaire.

Les cellules MPECs sont donc un bon modeéle pour décrypter les mécanismes moléculaires

reliant les LXRs a ces voies de survie.
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Résultats

Article 2 :
Liwer X Receptors protect from development of prostatic intra-epithelial neoplasia in mice. Accepté PLoS

Genetics.

Projet 3 :

Role of LXRs in prostate carcinogenests in Pten-/- mice (En cours de rédaction).

Présentation du contexte scientifique

Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence ’association entre un taux élevé de
cholestérol et le risque de développer un cancer de la prostate (Magura et al., 2008; Shafique
et al.,, 2012). Depuis longtemps, il est connu que les tumeurs accumulent du cholestérol
(White, 1909; Swyer, 1942). Cette augmentation des quantités de cholestérol intra-cellulaire
peut étre expliquée par des altérations du captage du cholestérol, va la perte de la régulation
de la voie du LDLR, et de la synthese de novo, via la stimulation de I’expression d’enzymes de
cette synthese (Caruso et al., 1999; Chen and Hughes-Fulford, 2001). De plus, ’exposition des
sourts TRAMP, 20 semaines a un régime enrichi en cholestérol induit une accélération du
développement tumoral prostatique (Llaverias et al., 2010). Le volume tumoral est plus élevé
en contexte enrichi en cholestérol ainsi que la fréquence de métastases pulmonaires. Ce méme
régime utilis¢ sur des souris xénogreftées avec des cellules LNCaP entraine une augmentation
significative de I'incidence et du volume tumoral 6 semaines apres I'injection des cellules,
démontrant leffet délétere du cholestérol sur la prostate (Zhuang et al., 2005).

L’utilisation de statines, molécules inhibitrices de la synthese de novo de cholestérol, chez des
patients présentant une hypercholestérolémie familiale a montré une baisse du risque de
cancer de la prostate et de I'agressivité des tumeurs (Graaf et al., 2004; Shannon et al., 20053;
Roy et al.,, 2011). De plus, des souris allogreffées par une lignée tumorale mammaire F3II
issues de carcinome mammaire murin présentent un ralentissement de la croissance tumorale
lorsqu’elles sont traitées avec la lovastatine (Alonso et al., 1998). Une autre statine, la
mévastatine, est également capable d’inhiber la prolifération de cellules tumorales prostatiques
PC-3 en culture en régulant négativement 'activit¢ de CDK2 (Ukomadu and Dutta, 2003).
L’ensemble de ces données suggere que la variation de la quantité de cholestérol intra-
cellulaire est un facteur important dans le processus de la progression de la carcinogenese

prostatique.

66






Résultats

Considérant le role fondamental des LXRs dans la régulation de I’'homéostasie du cholestérol,
notre travail a eu pour but de répondre aux questions suivantes :
1) Les LXRs peuvent-ils étre protecteurs contre une augmentation de l'apport en
cholestérol ?
2) Dans un modeéle murin de cancer de la prostate invalidé pour Plen, qu’en est-il des
niveaux d’expression des LXRs et de leurs genes cibles ?
3) Quelle est 'influence de la modulation des LXRs dans la progression tumorale des

souris Pien-/-7?
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LXR (Liver X Receptors) act as "sensor" proteins that regulate
cholesterol uptake, storage and efflux. LXR signaling is known
to influence proliferation of different cell types including human
prostatic carcinoma (PCa) cell lines. The present study shows that
deletion of LXR in mouse fed a high cholesterol diet recapitulates
initial steps of prostate cancer (PCa) development. Elevation of
circulating cholesterol in LXR null mice results in aberrant choles-
terol ester accumulation and prostatic intra-epithelial neoplasia.
This phenotype is linked with increased expression of the histone
methyl transferase EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), which
results in the down-regulation of the tumor suppressors Msmb and
Nkx3.1 through increased methylation of lysine 27 of histone H3
(H3K27) on their promoter regions. Altogether, our data provide
a novel link between LXR, cholesterol homeostasis and epigenetic
control of tumor suppressor genes expression.

Prostate cancer | liver X receptor | cholesterol accumulation | EZH2

Introduction

LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2) belong to the nuclear
receptor superfamily and bind to naturally occurring oxidized
forms of cholesterol, known as oxysterols (1-3). These receptors
heterodimerize with RXR (Retinoid X receptor) and stimulate
various targeted gene expression, among them, genes encoding
proteins in charge of cholesterol efflux, storage and uptake. Dele-
tion of these receptors in mouse has been previously associated
with the development of benign prostatic hyperplasia (BPH)
lesions in ventral prostates (4, 5). These findings enlighten the
role of LXR in prostate homeostasis. However, BPH and prostate
cancer (PCa) appear in distinct region of the prostate and rely
on distinct etiologies (ref). Therefore, nothing is known about
PCa and LXR in vivo. Consistent with a potential role in prostate
tumor formation, LXR have been reported to modulate prolif-
eration (6, 7) and survival (8) of human prostatic cells in culture
and xenograft models. In these models, inhibition of proliferation
through LXR activation was inversely correlated with expression
of the ATP-binding cassette Al (4bcal) and G1 (Abcgl), known
target genes of LXR, which are involved in cholesterol efflux (9).
These observations suggested that the tumor suppressive activity
of LXR on human PCa cell lines could result from their capacity
to limit intracellular cholesterol concentration. This notion was
supported in vivo by exposition of the fransgenic adenocarcinoma
of the mouse prostate (TRAMP) model, which carries a trans-
gene encoding the SV40 large T antigen driven by the probasin
promoter, to a high cholesterol diet. In TRAMP mice, this diet
led to an acceleration of prostate tumor development (10). A
similar diet also increased aggressiveness of tumors generated
by LNCaP cells in xenograft experiments (11). On the basis of
these observations, we hypothesized that LXR, through control
of cholesterol metabolism, could act as "gatekeepers" preventing
prostate tumor development. Thus we investigated the conse-
quence of LXR ablation in the dorsal prostates of mice fed a high
cholesterol diet.

Wwww.pnas.org --- ---

Results

Development of Prostatic Intra-epithelial Neoplasia in Prostates
of LXR Knockout Mice.

Under a standard diet, dorsolateral prostates of LXR mutant
mice were indistinguishable from their wild-type (WT) counter-
parts, as shown by H&E staining (Fig. 14a and e) and Ki67
IHC (Fig. 14b and f). In order to increase circulating choles-
terol levels, WT and knockout mice were fed a standard or a
hypercholesterolemic diet, as previously described (11, 12). This
cholesterol surge had no effect on the gross histology of WT dor-
solateral prostates (Fig. 14¢). In contrast, analysis of LXR mutant
prostates revealed a disorganization of the epithelial layer, which
was reminiscent of PIN grade II (13) (Fig. 14g), characterized
by the formation of cribriform and tufting patterns. Nuclei were
enlarged and displayed prominent nucleoli (Fig. 14i). The PIN
status of the lesions was confirmed by an increased proliferation
as demonstrated by Ki67 staining (Fig. 144, B) and Cyclin DI and
D2 overexpression (Fig. 1C). The PIN phenotype was restricted
to the dorsolateral prostate [Fig. S1A,B] and was dependent on
the ablation of both Lxra and LxrB. Indeed, single knockout
prostates were comparable with WT glands in terms of histology
and proliferation [Fig. S1C,D].

Increased Turnover of Epithelial Cells in LXR Mutant Mice.

The identity of proliferative cells was determined by im-
munofluorescence analyses using markers for prostatic cell sub-
types. To identify proliferative cells within the different prostatic
compartments, we performed double staining of PCNA with
CK18 (luminal cells), p63 (basal cells) or SMA (stromal smooth
muscle cells). Most PCNA+ cells were positive for CK18 (Fig.
2Aa, b, and ¢) and were surrounded by p63+ epithelial basal
cells (Fig. 24d, e and f). Occasionally, p63+;PCNA+ cells were
observed (data not shown) indicating that all the epithelial lin-
eage could be targeted by proliferation in LXR null mice, fed
a high cholesterol diet. PCNA+ cells were exclusively localized
inside the epithelium delineated by smooth muscle actin (SMA)
staining (Fig. 24g, & and i). PCNA+ or Ki67+ cells were not
observed in the stroma (data not shown). Altogether, these re-
sults indicated that proliferation was restricted to the epithelial
compartment. This was consistent with previous observations in
the ventral prostate lobes of LXR mutant mice (4). Presence
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Fig. 1. High cholesterol diet induces proliferation in LXR mutant mouse
prostate. (A)Histological sections of dorsal prostate lobes of 5 month-old WT
(a,b,¢,d) and LXR null mice (e, f,g,h) fed normal or high cholesterol diet were
analyzed after H&E staining (Left) or Ki67 IHC (Right). Arrowheads point
Ki67-positive cells. Higher magnification pictures of the prostatic epithelium
of LXR null mice fed a high cholesterol diet revealed abnormal features
(i). Arrowheads indicate atypical cells with enlarged nuclei and prominent
nucleoli which represent typical signs of PIN (Scale bars = 50pm). (B) IHC
for Ki67 was quantified by counting the percentage of prostatic acini with
proliferative cells and the average Ki67+ cell number in proliferative acini
(N=6 per group). (C) qPCR analysis of CyclinD1 and CyclinD2 expression
(N=9/13 per group). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 in Student's t test. Error
bars represent the + mean SEM.

of abnormal proliferation in the epithelium suggested that cell
renewal could be deregulated. TUNEL staining showed increased

2 | www.pnas.org --- ---

Fig. 2. LXR null mice exhibit aberrant epithelial cells renewal. (A) Pro-
liferative cells in LXR knockout prostates under high cholesterol condition
were identified by double-IHC with antibodies directed against PCNA and
markers specific for smooth muscle (SMA - smooth muscle actin), luminal
epithelial cells (CK18) and basal cells (p63). Ep: Epithelium, St: Stroma (Scale
bar = 10um). (B) PCNA immunodetection (proliferation), TUNEL staining
(apoptotic nuclei) and BrdU immunodetection (cumulative proliferation)
were performed on dorsal prostates of LXR null mice under high cholesterol
condition (Scale bar = 10um). Arrowheads located regions of interest.

apoptosis in the epithelium and identified delaminating apoptotic
cells inside the lumen (Fig. 2B). BrdU+ cells were also present
inside prostatic ducts, suggesting that proliferative cells could
detach into the lumen (Fig. 2B). Altogether, these observations
suggested that the epithelium of LXR null mice presented both
increased proliferation and apoptosis that resulted in increased
cell turnover.

Cholesterol Metabolism Is Altered in LXR Knockout Mouse
Prostate Fed a High Cholesterol Diet.

LXR are essential regulators of lipid metabolism. However,
there were no major differences in circulating cholesterol levels
in LXR knockout mice when compared with WT [Fig. S2A].
Therefore, we speculated that the PIN phenotype resulted from
deregulated lipid metabolism within the prostate. Indeed LXR
knockout prostates accumulated large amounts of Oil-Red-O
staining under high cholesterol condition, consistent with neutral
lipids accumulation (Fig. 34). Quantitative analyses revealed a
significant accumulation of cholesterol esters in LXR mutant
mice fed a standard diet, which was largely amplified when mice
were fed the hypercholesterolemic diet. This was also associated
with an increase in free cholesterol (Fig. 3B). Intra-prostatic
triglycerides concentration was not altered and lipogenesis was
even inhibited in LXR knockout prostates compared with WT
[Fig. S2B]. This suggested that neutral lipids accumulation in
the prostate of LXR knockout mice, resulted from a deregula-
tion of cholesterol transport in prostatic cells. Indeed, expres-
sion of Abcal, the transporter in charge of cholesterol efflux,
was decreased both at the mRNA and protein levels in LXR
knockout prostates (Fig. 3C,D) [Fig. S2C]. Conversely, LDLR
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Prostates of LXR mutant mice accumulate cholesterol esters through inappropriate LXR target genes regulation. (A) Neutral lipids accumulation

was observed after Oil-Red-O staining (ORO) (Scale bars = 50pum). (B) Cholesterol esters, free cholesterol and triglycerides were quantified by thin layer
chromatography (N=3 per group). (C) abcal, IdIr and idol transcript levels were determined by qPCR (N=9/13 per group). (D) Total protein lysates of WT and
LXR null mice under normal or high cholesterol diet were analyzed by western blotting with antibodies against ABCA1, LDLR and ACTIN as a loading control.

* p<0.05, *** p<0.001 in Student's t test. Error bars represent the + mean SEM.

protein accumulation was increased by LXR ablation (Fig. 3D,
white arrow) [Fig. S2C], even though Ldlr mRNA accumulation
was decreased (Fig. 3C). This was correlated with a decreased
expression of the LXR target gene idol (Fig. 3C), which catalyzes
the ubiquitination and the subsequent degradation of LDLR
(14). Therefore, aberrant cholesterol ester accumulation in LXR
deficient prostatic cells, resulted from both increased uptake and
decreased efflux.

Prostatic Gene Expression Signature of LXR Mutant Mice
Fed a High Cholesterol Diet.

Our data showed that control of cholesterol homeostasis
by LXR is crucial to restrain epithelial cell proliferation in the
prostate. In order to determine key molecular events resulting
from elevation of cholesterol in the prostate, we designed mi-
croarray experiments. We compared prostatic gene expression
from WT and LXR mutant mice in normal and high dietary
cholesterol conditions (Fig. 44). The highest number of deregu-
lated genes was observed when WT and LXR knockout mice were
exposed to high circulating cholesterol levels, again emphasizing
the central role of cholesterol in the establishment of the pheno-
type (Fig. 44) [Fig. S3]. We then focused on the genes involved in
the establishment of the PIN phenotype by selecting genes that
were deregulated in both arrays 3 (Ixr-/- normal vs. Ixr-/- high
chol.) and 4 (+/+ high chol. vs. Ixr-/- high chol.) and by subtract-
ing genes that were deregulated in both arrays 1 (+/+ normal
vs. +/+ high chol.) and 2 (Ixr -/- normal vs. +/+ normal). This
resulted in a list of 463 genes [Dataset. S1], 253 up and 210 down
(Fig. 4B). Ingenuity Pathway Analysis (IPA) was used to investi-
gate potential biological processes that underlay the PIN pheno-
type of LXR mutant mice [Fig. S4]. The second most significantly
enriched gene-categories was 'cancer', which was associated with
a large list of 146 genes [Dataset. S2]. More than 50% of these
146 genes were also deregulated in a mouse model of prostate

Footline Author

cancer resulting from PTEN deletion in prostatic epithelium (15)
(data not shown). This strongly suggested that the PIN lesions
observed in LXR knockout mice in the high cholesterol condition
were genuine pre-cancerous alterations. Interestingly, this analy-
sis showed down-regulation of two well described prostatic tumor
suppressor genes Nkx3.1 and Msmb, which was further confirmed
by qPCR analysis (Fig. 4C). Nkx3.1 and msmb promoters have
recently been demonstrated to be targets of the histone methyl
transferase EZH2 that represses gene expression through H3K27
trimethylation. gPCR and western blot analyses showed that Ezh2
was specifically overexpressed in LXR knockout prostates when
animals were fed a high cholesterol diet (Fig. 4C) [Fig. S5A].
Immunohistochemistry further confirmed overaccumulation of
EZH2 in proliferative PCNA+ cells in LXR knockout prostates
in the high cholesterol condition (Fig. 4D). This suggested that the
effect of cholesterol on the development of PIN was dependent
on down-regulation of Nkx3.1 and Msmb, resulting from EZH2-
mediated repression of their promoters. Indeed, ChIP analyses
confirmed that both Nkx3.1 and Msmb promoters were signif-
icantly trimethylated on H3K27 in the prostates of LXR null-
mice fed a high cholesterol diet (Fig. 4E) [Fig. S5B,C]. To further
confirm the potential link between LXR and EZH?2 expression,
we performed a retrospective study of publicly available DNA
microarray data of human PCa cohorts, with Oncomine. These
analyses showed that LXRf expression was significantly down-
regulated in prostate carcinomas and that this down-regulation
was associated with increased EZH?2 expression (Fig. 4F). There-
fore, the connection between LXR, cholesterol homeostasis and
EZH?2 expression that we uncovered in mouse, could also be
relevant for the development of human PCa.

PNAS | Issue Date | Volume | Issue Number | 3

341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408






409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476

320 genes
A 53 genes B

+/+ +/+
Mice + Mice 4n3 - s
normal High chol. ° %
- —
¥ g 3 28 139 1
T i o e 333 130 253 g2 238 9% 210
oo R [Tl 9 [} €S
(=] 9,3 .2 24100 £ O qr
& < oo Q i‘@ = 297
+ v o» S5 a7 o =
4 3 223 o 4 3 17
Ixr-/- Ixr-/-
Mice —°—>Mice 2 2
normal High chol.
463 genes
334 genes
C 25 5.0 D
@ +/+ norm. P " _
T — ©
B +/+highchol. — — £
— 2.0 A 4.0 =
5 o
) O Ixr-/- norm. Z
g
= ;
2 15 | Ixr-/- high chol. 30
e}
£
o —
210 - 2
c [v]
2 £
g =)
20.5 o
fin}
0.0
nkx3.1 msmb ezh2
E F Taylor et al. Yu et al.
5.0 r 1 T
—_— LXRa LXR, EZH2 LXRa LXRB EZH2
Nkx 3.1 (1) 50 Msmb (I) = - 10 15 i 10 0.0 151 : 15
40 . z . ) i .
—_ g { 03 . 10 10
% ._. 05 1.0 0.5 .
£ kit ; 00
ﬁ g . 05 05
< g oo ? t 05— 05 101
LY =4
g £ I i . 0.0 I 0.0
z 2 1.0 .
] 0.5 * 0.0 -1.5
= fn * . * |-0s -0.5 -
i L s
o
-
1.0 05 20 20 -10 =1 10
ns. p=4.88e-5 p=1.02e-5 n.s. p=7.04e-8 p=1.56e-4
lgG H3K27me3 ! IgG H3K27me3 [ prostate gland (n=29) E prostate gland (n=23)
W prostate carcinoma (n=131) W prostate carcinoma (n=65)

Fig. 4. Disruption of cholesterol homeostasis induces the repression of Nkx3.7 and Msmb tumor suppressor genes and upregulation of the Ezh2 histone
methyltransferase gene. (A) Experimental design of gene expression profiling studies. (B) Venn diagram analysis was used to isolate genes associated with PIN
development in LXR null mice under high cholesterol diet: genes deregulated on both arrays 3 and 4 were selected and genes deregulated in arrays 1 and 2
were further subtracted from this list. This method allowed extraction of 463 genes (253 up- and 210 down-regulated). (C) Nkx3.1, Msmb and Ezh2 expression
levels were analyzed by qPCR (N=9/13 per group). (D) Immunofluorescence analyses were carried out on LXR null mice under normal or high cholesterol
diet using antibodies directed against PCNA and EZH2 (Scale bar = 5um). (E) ChIP analysis using antibodies raised against trimethylated H3K27 vs. negative
control IgG (N=3/6 per group). Histograms show relative enrichment values (bound/input) on chromatin obtained from WT and LXR null mice under normal
or high cholesterol diet. Loci | of Nkx3.7 and Msmb have been shown. (F) Oncomine boxed plot analysis (http://www.oncomine.org) of LXRa, LXRB and EZH2
expression levels between in healthy prostate glands and human PCa in datasets referenced (18) and (17) (n.s. ; non significant). * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 in Student's t test. Error bars represent the + mean SEM.

Discussion cholesterol ester (x38). Cholesterol has been extensively asso-
ciated with prostate malignancy (16). We therefore hypothesize
that the massive cholesterol ester storage is a major contributor
to the appearance of the PIN phenotype. Interestingly, abnormal
cholesterol storage was also observed in LXR mutant mice fed
a standard diet, albeit to a lesser extent (x4). Absence of PIN
development in this condition, even in 18 month-old animals
(data not shown) suggests that cholesterol accumulation needs
to be tipped over a threshold to become deleterious. It is there-
fore tempting to speculate that in patients, the combination of
metabolic disease and/or high cholesterol diet with abnormal
LXR activity may favor prostate cancer development by increas-
ing cholesterol accumulation beyond this threshold. Consistent
with this idea, we show decreased expression of LXR[ in prostatic
carcinomas compared with normal prostate (17, 18). Numerous

Previous analyses of LXR null mice have shown the development
of a BPH-like phenotype in the ventral lobe of the prostate (4,
5). However in patients, BPH arises in the periurethral and tran-
sition zones distinct from the peripheral zone from which cancer
emerge. Therefore, to date the putative role of LXR in PCa had
been postulated on the basis of studies performed on tumor cell
lines (6-9). Here we show for the first time that LXR ablation
results in the development of PIN in the dorsal prostate, which is
the most similar lobe to human peripheral prostate, the area in
human from which the majority of cancerous lesions occurs (15).
Consistent with previously published data (4), this phenotype is
not observed under normal dietary conditions. Indeed, in our
model, PIN development is associated with a high cholesterol
diet, which results in prominent intra-prostatic accumulation of
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in vivo and ex vivo studies have shown the sensitivity of already
transformed tumor cells to variations in cholesterol supply and
de novo synthesis (8, 11, 16, 19). Our data goes one step further
by showing that LXR ablation and the subsequent accumulation
of cholesterol may in fact initiate neoplastic development in the
prostate.

The molecular mechanism by which LXR control cell cycle in
human prostatic tumor cell lines is still poorly understood. LXR
activation has been shown to slow down the cell cycle through
accumulation of the p27 cell cycle inhibitor and Skp2 down-
regulation in LNCaP cells (6). RNA interference demonstrated
that part of this antiproliferative effect was supported by LXR
themselves (20). Interestingly, aberrant proliferation observed in
LXR null mice fed a high cholesterol diet was found in only
24% of the acini (Fig. 1B). These findings indicate that the
cellular context of one particular epithelial cell plays an essential
role in cell cycle deregulation and in the development of PIN
lesions. It is therefore very likely that the prostatic phenotype
of LXR-null mice is not only dependent on an epithelial cell-
autonomous effect of LXR ablation. This hypothesis is supported
by our previous observation that LXR were required to establish
a cellular dialogue between stromal and epithelial compartments
in ventral prostate (5).

One interesting observation of our study, is the correlation
between increased cholesterol accumulation and increased ex-
pression of Ezh2. Overexpression of EZH?2 is associated with ag-
gressive prostate carcinomas in patients (21) and has been shown
to control prostate cell proliferation through epigenetic silencing
of the tumor suppressors NKX3.1 and MSMB (22, 23). Here, we
show that the combination of LXR ablation and high cholesterol
diet is associated with decreased Nkx3.1 and Msmb expression,
which is correlated with an increase in the H3K27me3 mark on
their promoter regions. It is therefore tempting to speculate that
some of the oncogenic effects of cholesterol accumulation in the
context of LXR ablation is mediated by up-regulation of EZH2-
mediated gene silencing. How this is achieved is stil unclear.
However, two scenarios could account for such a mechanism. In
the first scenario, deregulation of Ezh2 expression could be trig-
gered in an epithelial cell-autonomous fashion as lipids (PUFA)
have been already identified in such a process (24). However,
the underlying molecular mechanisms remain unknown as the
promoter sequences of Ezh2 are still poorly characterized (22).
In the second scenario, Ezh2 overexpression could result from
alterations in the recruitment of a specific epithelial cell com-
partment. EZH?2 is not a canonical stem/progenitor marker in the
prostate but has been involved in cancer stem cell maintenance
in various diseases (25, 26). In human prostate, a minor subgroup
of "stem" cells (CD44+, Oct4+) expresses EZH2 and has been
proposed to represent a cell reservoir for prostatic adenocarci-
noma initiation (27). Consequently, increased expression of Ezh2
in LXR null mice could result from expansion of a progenitor
epithelial cell population. The effect of LXR ablation and choles-
terol accumulation on epigenetic processes is likely to extend
beyond EZH2. Indeed, we show increased expression of Uhrfl
in correlation with Ezh2 accumulation in LXR mutant mouse
prostates, under high cholesterol condition [Fig. S5D]. This is
consistent with reports of a positive correlation between these
two factors in human prostate tumors. UHRF1 acts with Suv39H1
and DNA methyltransferases to alter histone H3K9 methylation,
acetylation and DNA methylation to epigenetically repress target
genes. Furthermore, UHRF1 and EZH2 have been proposed
to synergistically promote inactivation of oncosuppressor genes,
among which Nkx3.1 and Msmb (28), in tumor cells. Altogether,
our results show that LXR act as a "gate keeper" in mouse
prostate to prevent cholesterol accumulation and subsequent PIN
development. Our findings further suggest that the metabolic
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status of the prostate can govern epigenetic processes involved
in prostate cancer progression.

Methods

Animals. Lxra and Ixrf3 double knockout mice and their wild-type controls
(29, 30) were maintained on a mixed strain background (C57BL/6:129Sv) and
housed according to local ethical regulations. Mice were fed ad libitum a
normal mouse chow (Global-diet 2016S) until 5 months of age. Mice were
then fed either a normal or hypercholesterolemic diet (Teklad diet number
88051; Harlan, Gannat, France) for 5 weeks. Animals were sacrifized, blood
plasma was collected and prostates were dissected. For histological analysis,
prostates were either embedded in NEG 50 (Thermo Scientific, Kalamagoo,
M, USA) or fixed in an alcohol / formaldehyde 37% and acetic acid mixture
(7.5:2:0.5; v/v) before embedding in paraffin for histological analysis. For
lipid, protein and RNA extractions, prostates were snap-frozen in liquid ni-
trogen. 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). The Regional Ethics Committee approved all experiments.

Staining, Immunohistochemistry, Immunofluorescence and TUNEL.
Prostate tissues were fixed in 4% paraformaldehyde overnight, paraffin-
embedded, sectioned and stained with hematoxylin and eosin according to
a standard protocol. For immunochemistry, paraffin sections were dewaxed,
rehydrated, unmasked using 0.1M citrate buffer (pH 6.0) and then incu-
bated with primary antibodies overnight at 4°C in a humidified chamber.
Primary antibodies were: PCNA (FL-261) sc-7907 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), EZH2 (AC22) #3147 (Cell signaling, Montigny-Le-Bretonneux,
France), BrdU (Roche diagnostic, Meylan, France), p63:69241A (BD Pharmi-
gen, San Diego, CA, USA), Cytokeratin 18 (H-80) sc-28264 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), Actin A2066 (Sigma-Aldrich). Detections
were performed alternatively using the NovaRED substrate kit for peroxidase
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) or Alexa 488 conjugated anti-mouse
1gG / Alexa 555 conjugated anti-rabbit 1gG (Invitrogen). Cell nuclei were
stained using Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) at 1 mg/ml.

Apoptotic nuclei were visualized through a TUNEL reaction relying on
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT; Euromedex, Souffelwegersheim,
France) and biotin-11-dUTP (Euromedex), dATP (Promega, Charbonniére,
France). Positive nuclei were revealed by addition of extravidin-coupled
alkaline phosphatase and FastRed TR/Naphthol AS-MX substrate (Sigma-
Aldrich). Nuclei were counterstained with Mayer hematoxylin solution. Cross-
sectional areas of the prostate were photographed using a Zeiss Axioplan
fluorescence microscope and the Axiovision 4.2 software (Carl Zeiss Vision
GmbH, Le Pecq, France). Lipid stainings were performed on cryosections with
Oil-Red-O (Sigma-Aldrich) as previously described (32).

Transcriptomic and Pathway Analyses. Microarray study is detailed in S/
Text.

Real-Time PCR. Total RNAs were isolated as described above. cDNAs
were synthesized with Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcrip-
tase (Promega) and random hexamer primers (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. cDNA templates were amplified by MESA GREEN
MasterMix Plus for SYBR® Assay (Eurogentec, Seraing, Belgium) using an
iCycler (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Primer sequences are listed
in supporting information. qPCR results were normalized alternatively using
36b4 or 18S as a standard.

Lipids. Lipid samples from prostate tissues were extracted by the Folch
method as previously described (8) and analyzed on high-performance thin
layer chromatography (TLC) plates.

Western Blot. Proteins were extracted in Hepes 20 mM, NaCl 0.42 M,
MgCl; 1.5 mM, EDTA 0.2 mM and NP40 1% supplemented with PMSF 1
mM (Sigma-Aldrich), Complete 1X (Roche Molecular Biochemicals, Meylan,
France), NaF 0.1 mM and Na,VOs3 0.1mM (Sigma-Aldrich). For western blot,
40 pg of protein lysate were separated by SDS PAGE and were incubated
with antibodies against Actin A2066 (Sigma-Aldrich), ABCA1 NB400-105
(Novus, Littletown, CO), EZH2 (AC22) #3147 (Cell Signaling, Montigny-Le-
Bretonneux, France) and LDLR 10007665 (Cayman Chemical).

Chromatin Immunoprecipitation. Chromatin preparation from dorsolat-
eral prostate and for immunoprecipitation has been described previously
(3). Immunoprecipitation was performed using Anti-trimethyl Histone H3
(Lys27) #ABE44 (Millipore, Billerica, MA) and negative control IgG #Kch-504-
250 (Diagenode, Liége, Belgium). Primers used for gPCR analysis are listed in
SI Text.

Statistics. qPCR data, lipids assays and Ki67-staining parameters are
expressed as mean + standard deviation. Statistical analysis was performed
with a two-tailed Student's t test.
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Résultats

Conclusion Article 2

Les souris Lxraf3-/- nourries avec un régime enrichi en cholestérol, présentent un phénotype
de néoplasie intra-épithéliale associé a une perte de la régulation de I’homéostasie des lipides
et une accumulation de cholestérol intra-cellulaire.

Les résultats démontrent que ce phénotype est dit a une hyperprolifération du compartiment
¢épithélial et a un déreglement de I'expression de genes clés du cycle cellulaire (Cycline D1 et
Cycline D2) et de genes suppresseurs de tumeur (Vkx3.1 et Msmb). La diminution d’expression
de Nkx3.1 et Msmb est corrélée avec une augmentation des marques de méthylation répressives
H3K27me3 sur leur promoteur qui pourraient étre causées par I’histone méthyltranstérase
Ezh2 dont 'accumulation est augmentée dans les souris Lxraf3-/~ nourries avec un régime
enrichi en cholestérol.

Ces données montrent qu'une surcharge en cholestérol associée a la perte des LXRs peut
initier les premieres étapes du développement tumoral. A I'inverse, lorsque les LXRs sont
présents, les premicres étapes du développement tumoral sont absentes. Ces données

suggerent le role protecteur des LXRs dans le cas d’hypercholestérolémie.
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Figure 31 : Caractérisation de la carcinogenése prostatique des souris Pten-/- (Wang
etal., 2003).

A) Les sites loxP sont insérés de part et d’autre de 'exon 5 du géne Plen. La recombinase Cre
exprimée sous controle du promoteur Probasine permet excision de l'exon 5 conduisant a
I'invalidation de Pten. B) Le marquage par immunofluorescence de Pten (en rouge) est retrouvé dans
les compartiments nucléaires et cytoplasmiques dans la prostate antérieure témoin mais est perdu
dans la prostate Pten-/-. A T'inverse, le marquage P-AKT (en vert) est détecté dans la prostate Plen-/-
mais pas dans la prostate témoin. ) Coloration hématoxyline-éosine du lobe dorso-latéral montrant
dans les souris Pten-/- une hyperplasic a 4 semaines (comparer a et ), une PIN a 6 semaines
(comparer ¢ a d) progressant en carcinome invasif a partir de 9 semaines (comparer ¢ et g a fet /). ¢ et
J montrent une invasion ganglionnaire et £ et / une métastase pulmonaire.
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Projet 3:

La modulation des LXRs influence-t-elle la carcinogenése prostatique ? (En cours de

rédaction)

L’'invalidation des LXRs conduit, lorsque les animaux sont nourris avec un régime riche en
cholestérol, au développement de néoplasies intra-épithéliales (Article 2). Les données
obtenues par le laboratoire, ainsi que d’autres équipes, montrent que les LXRs sont connectés
au cycle cellulaire (Article 1; Fukuchi et al., 2004; Pommier et al., 2010). Dans cette optique,
nous nous sommes posés la question du réle des LXRs au cours de la carcinogenese
prostatique. Nous avons donc analysé activité et 'expression des LXRs dans le modéle murin
PBCre4 ; PlenloxP/loxP. Les souris invalidées pour Pten seront nommées Plen-/- par la suite.

Dans un premier temps, nous avons mis en place au laboratoire le modele murin Pten-/- pour
lequel I'invalidation de Pten est spécifique des cellules épithéliales prostatiques (Wang et al.,
2003). En effet, des sites loxP ont été insérés de part et d’autre de I'exon 5 du gene Pren (Figure
31A). La recombinase Cre sous controle du promoteur Probasine va exciser cet exon et donc
inactiver Plen. L’augmentation du marquage AK'T-phosphorylé confirme la perte de Pten qui
ne peut plus inhiber la production de PtdIns (3,4,5)P3 (Figure 31B). Ces animaux présentent
pour tous les lobes prostatiques les différents stades de la carcinogenese prostatique décrits
chez ’homme (Figure 31C). A 4 semaines, une hyperplasie multifocale apparait puis des
néoplasies intra-épithéliales a 6 semaines. Au niveau histologique, ces néoplasies se
caractérisent par une prolifération de cellules épithéliales atypiques avec des noyaux élargis,
irréguliers et des nucléoles proéminents a I'intérieur des acini formant des couches de formes
variées, en touffe, cribiforme ou micropapillaire. Par la suite, ces souris développent un
adénocarcinome a partir de 9 semaines avec une invasion stromale des cellules malignes.
Enfin, entre 12 et 29 semaines, 5 des 11 animaux ont présenté une invasion métastatique des

ganglions lymphatiques et 3 sur 11 des métastases pulmonaires (Figure 31C).

Caractérisation des animaux PBCre4 x Pten!oxt/1oxP (ou Pten-/-)

Avant de pouvoir étudier I'expression et l'activité des LXRs au cours de la carcinogenese
prostatique, nous avons voulu caractériser ces animaux Plen-/-. Nous avons choisi d’étudier
des animaux de différents ages (8, 11 et 20 semaines) de manieére a encadrer la cinétique
décrite précédemment (Figure 33A).

Un des premiers marqueurs de carcinogenese étudié chez ces animaux est le poids des

prostates rapporté au poids de I’animal. Nous pouvons ainsi constater une augmentation
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Figure 32 : Le poids des lobes prostatiques
Pten-/- est augmenté significativement deés
11 semaines.

Les différents lobes prostatiques (ventraux,
latéraux, dorsaux et antérieurs) ont été pesés sur
des animaux témoins et Pten-/- de 8, 11 et 20
semaines et leur poids a été rapporté au poids
total de 'animal (n= 6-8). La barre représente la
médiane. Test ¢ Student, p<0,05 *, p<0,01 ** et
p<0,001 ***,
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Figure 33 : Caractérisation de la carcinogenése prostatique des souris Pten-/-.

A) Schéma de la cinétique de carcinogenese prostatique des souris Pten-/- de Wang et al., 2003.
B) Coloration hématoxyline-éosine de prostates dorsales de souris témoins et Pren-/- de 8, 11 et
20 semaines. Des 1ésions néoplasiques (fleche noire) sont détectées dans les animaux Pren-/- dés 8

semaines puis des zones d’invasion (fleche jaune) a partir de 11 semaines.

C) Profils

transcriptomiques des souris Plen-/- de Wang et al, 2003. D) Quantification du niveau relatif
d’accumulation des transcrits des genes Nkx3.1, Pena et Cycline A2 dans les souris témoins (T) et

Pten-/- de 8, 11 et 20 semaines. La normalisation est réalisée dans tous les cas par le géne 5654.
Test ¢ Student, p<0,05 *, p<0,01 ** et p<0,001 ***,
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significative des poids de tous les lobes prostatiques chez les animaux Plen-/~ dés 11 semaines
(Figure 32). Etant donné que la recombinaison dépendante de la Cre se fait dans tous les lobes
des la naissance et que le poids évolue de la méme maniere pour tous, les résultats représentés
se focaliseront sur le lobe dorsal pour les analyses histologiques ou dorso-latéral pour les
analyses moléculaires (Mulholland et al., 2011). Le lobe dorsal est le plus proche notamment
au niveau du transcriptome de la zone périphérique qui chez ’homme est la zone ou se
développe 85 % des cancers (Berquin et al., 2005).

Une coloration hématoxyline-éosine nous permet d’apprécier la morphologie des prostates
dorsales des animaux (Figure 33B). Dés 8 semaines, I’épithélium prostatique est déstructuré
chez les animaux Plen-/- par rapport aux témoins. En effet, une augmentation du nombre de
cellules est constatée avec des foyers de néoplasies intra-épithéliales caractérisés par des masses
de cellules avec un noyau élargi et irrégulier et des nucléoles proéminents. A partir de 11
semaines, chez les animaux Plen-/-, ces foyers de néoplasies sont plus fréquents et les premiers
signes de carcinome invasif sont visibles. Enfin a 20 semaines, le carcinome invasif est installé.
Nous avons ensuite réalisé des analyses par RT-qPCR afin de confirmer les observations
histologiques. Le choix des genes dont nous avons étudié I'expression s’est basé sur I’analyse
transcriptomique réalisée par Wang et al., 2003 (Figure 33C). L’accumulation des marqueurs
de prolifération est augmentée de maniere significative dans les animaux Pren-/-a 8, 11 et 20
semaines pour la Gycline A2, et a 20 semaines pour Pena (Figure 33D). En parallele, nous nous
sommes intéressés a I'expression du gene suppresseur de tumeur Nkx3.1. En effet, 1l a été
montré que Nkx3.1 coopérait avec Pten en stabilisant p53 pour limiter la prolifération mais
que lorsque Pten est absent, I'expression de Nkx3.1 s’effondre (Lei et al., 2006). Effectivement,
entre 8 et 20 semaines, I’expression de Nkx3./ est fortement diminuée dans les souris Pten-/-
(Figure 33D).

L’ensemble de ces résultats confirme la présence de néoplasies intra-épithéliales des 8
semaines et d’'un début d’invasion a partir de 11 semaines progressant vers le carcinome a 20

sernaines.

Les acteurs de la voie des LXRs sont-ils modifiés dans les souris Pten-/-?

Afin d’étudier d’éventuelles variations des taux des LXRs et des modifications de leur activité
transcriptionnelle en contexte d’invalidation de Plen, nous avons analys¢ par RT-qPCR,
I'expression des acteurs principaux de la voie des LXRs dans la prostate dorso-latérale (Figure
34). L’expression de Lxra n’est pas modifiée entre les animaux témoins et les animaux Plen-/~

quelque soit ’age. En revanche, celle de Lxrf3 est augmentée de maniere significative chez les
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animaux Plen-/~ a 8 et 11 semaines. Les LXRs pour étre fonctionnels doivent
s’hétérodimériser avec RXR. Or il a été montré que les souris invalidées pour Rxra dans la
prostate présentaient des néoplasies alors que l'invalidation de Rx7f et  n’engendre pas de
phénotype ce qui suggere un role majeur de I'isoforme a dans la physiologie prostatique
(Huang et al., 2002). Nous avons constaté une augmentation significative de I’expression de
Rxra dans les souris Plen-/-a 8, 11 et 20 semaines (Figure 34).

Les acteurs majeurs de la voie des LXRs sont présents et Lwf3 et Rxra sont activés
transcriptionnellement dans les prostates tumorales des souris Pen-/- suggérant un ciblage de

la voie LXR au cours de la carcinogenese induite par I'invalidation de Plen.

L’expression des génes cibles des LXRs est-elle modifiée ?

Cette observation peut paraitre paradoxale car nous avons montré que les LXRs ont un effet
inhibiteur sur le cycle cellulaire. Nous avons étudié I'impact de la perte de Pten sur 'expression
des genes cibles de la voie de signalisation LXR/RXR. L’accumulation de Srebf-1c¢ et Scd-1 est
augmentée significativement chez les animaux Pren-/- a 8, 11 et 20 semaines et celle de Fasn
suit la méme tendance a 8 et 11 semaines (Figure 35A). Nous avons ensuite choisi de nous
intéresser plus particulierement aux genes cibles impliqués dans I’'homéostasie du cholestérol
puisqu’ils semblent étre liés au réle des LXRs sur le cycle cellulaire démontré jusqu’a présent
dans la prostate (Figure 35B). D’une part, 'accumulation des transporteurs Abcal et Abcgl,
dont les protéines permettent 'efflux du cholestérol intra-cellulaire, est augmentée chez les
animaux Plen-/-. D’autre part, Idol qui stimule la dégradation de LDLR voit son expression
¢galement augmentée dans les prostates tumorales des animaux Pren-/-. Ces résultats
suggerent que la signalisation des LXRs, visant la diminution des quantités de cholestérol, est

activée.

La synthése de cholestérol est-elle modifiée dans les souris Pten-/-?

Nous nous sommes ensuite demandés quelle était I'origine de I'activation des LXRs dans les
souris Plen-/-. 11 a été montré que le cholestérol s’accumule dans les tumeurs solides et
notamment dans la prostate. Une partie du cholestérol conduit a la production d’oxystérols
dans la cellule ce qui induit entre autre Pactivation des LXRs et permet un contrdle de
I’lhoméostasie lipidique. Il existe trois sources d’augmentation du cholestérol intra-cellulaire, le
captage et la synthese de novo accrus et 'utilisation des réserves de cholestérol. Tout d’abord,
nous avons analysé¢ par RT-qPCR trois acteurs de la voie de biosynthése du cholestérol

(Figure 36). SREBP2 est un facteur de transcription qui contrdle Pexpression d’acteurs codant
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les génes de la synthese de novo de cholestérol comme 'HMG-CoA Reductase et ' HMG-CoA
Synthase. Ces trois acteurs présentent une augmentation de leur accumulation dans les
prostates tumorales des souris Plen-/- (Figure 36). Ces résultats sont en faveur d’une synthese
augmentée de cholestérol en contexte Pten-/-. Par ailleurs, une coloration a I’huile rouge d’une
prostate dorsale témoin ou ou Plen-/- de 20 semaines n’a pas montré d’accumulation de
lipides neutres ce qui suggere que le cholestérol produit n’est pas stocké sous forme d’ester
(Données non montrées). L’hypothése que nous pouvons formuler est qu'une partie de ce
cholestérol produit en grande quantité est transformé en oxystérols qui vont ensuite activer la
signalisation LXR ce qui expliquerait 'augmentation d’expression des genes cibles LXRs

comme Abcal et Abegl.

Quel est le role des LXRs dans la carcinogenése prostatique des souris Pten-/-?
Pour répondre a cette question, nous avons voulu étudier I'impact des pertes combinées des
LXRs et de PTEN en croisant les souris Lxraf3-/- avec les souris Plen-/-. L’étude du poids des
lobes prostatiques montre une augmentation dans les animaux Plen-/~ et Plen-/~- Lxraf3-/- par
rapport aux animaux témoins (Figure 37A et B). Une augmentation significative du poids des
lobes dorsaux et antérieurs est constatée chez les animaux Pfen-/- Lxraf3-/- par rapport aux
animaux Plen-/-. Des analyses histologiques montrent une altération plus importante de
I’épithélium des souris Pten-/- Lxraf3-/- (Figure 38A). En effet, on constate la présence de
masses de cellules. Cependant, a la différence des animaux Plen-/-, des vacuoles sont visibles
au niveau de I’épithélium et des cellules sont accumulées au centre de la lumiere de la glande.

Les données antérieures montrent que les LXRs agissent comme des régulateurs négatifs du
cycle cellulaire. Nous avons donc étudié la prolifération grace a une expérience
d’immunohistochimie pour détecter Ki67. Comme attendu, une augmentation du marquage
Ki67 dans les souris Plen-/~ par rapport aux souris témoins est observée (Figure 38B). Les
animaux Plen-/- Lxraf3-/- présentent une augmentation importante du nombre de cellules
Ki67+. Par ailleurs, une analyse immunohistochimique de ABCG1 a été réalisée sur les
prostates des souris Pten-/~ (Figure 38C). Le marquage ABCG1 est fortement diminué dans les
souris Pten-/~ Lxraf3-/- démontrant ainsi que les modulations observées de ce transporteur
dans les souris Plen-/~ sont bien dépendantes des LXRs. Ce résultat a été confirmé en qPCR
ou les accumulations de Abcg! et Abcal sont abolies dans les souris Plen-/~ Lyraf3-/~ (Figure
38E). L’ensemble de ces résultats montre que les dérégulations d’expression d’Abcal et Abcgl!

observées en contexte d’invalidation de Pten sont bien dépendantes des LXRs.

72



-/-Lxraf3-/~

ST

Figure 39 : Analyse anatomique et pathologique d’une masse accolée au
lobe antérieure d’une souris Pten-/-Lxraf}-/-.

Coloration hématoxyline-éosine (HE) et marquage immunohistochimique de Ki67. Cette
masse est constituée de cellules proliférantes.

4 Témoin Pten-/-Lxraf3-/-

B) Pren-/- Prten-/-Lxraf3-/-
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A) Vue macroscopique des poumons des souris témoins et Plen-/-Lxraf3-/- de 20 semaines avec
un agrandissement d’une métastase potentielle. B) Coloration hématoxyline-éosine de ces
poumons. Présence de cellules atypiques (fleche) dans les poumons des souris Pten-/-Lxraf3-/-.
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Nous avons ensuite réalisé des expériences d’immunohistochimie montrant que les souris
Pten-/- présentent une phosphorylation plus importante d’AK'T que les souris témoins (Figure
38D). De maniere intéressante, la phosphorylation d’AKT semble étre plus marquée encore
dans les souris Pten-/- Lxraf3-/~ suggérant donc que la perte des LXRs entraine une activation
de la voie de survie AKT. Ces données sont a confirmer par western blot mais sont néanmoins
en accord avec les résultats obtenus sur les cellules MPECs (Article 1) et les résultats antérieurs
de I’équipe (Pommier et al., 2010).

Les résultats obtenus avec le marquage Ki67 sur les lobes dorsaux, méme s’1ls doivent étre
quantifiés, semblent témoigner d’une prolifération plus importante dans les prostates des
animaux Plen-/- Lyraf3-/-. La méme tendance a 'augmentation du marquage Ki67 est
observée dans les prostates antérieures des souris (données non montrées) avec la présence
d’une masse au niveau de ce lobe. La coloration hématoxyline-¢osine de cette masse montre
une structure atypique et hyperproliférante comme en témoigne le marquage Ki67
caractéristique d’un carcinome invasif fortement développé (Figure 39).

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux ganglions et poumons de ces animaux puisqu’ils
sont le siege privilégié de métastases chez les animaux Plen-/~. Nous n’avons pas encore réalisé
d’analyses histologiques sur les ganglions. Cependant, nous avons observé chez tous les
animaux Plen-/- Lxraf3-/- de possibles métastases pulmonaires (Figure 40A). La coloration
hématoxyline-éosine des poumons d’animaux Pfen-/- Lxraf3-/- a montré la présence de
cellules atypiques (Figure 40B). Cependant, il est nécessaire de confirmer Iexistence de
métastases par des analyses d’immunohistochimie avec des marqueurs prostatiques pour
vérifier origine tissulaire de ces cellules.

L’ensemble de ces données préliminaires semble montrer que la perte des LXRs dans un
contexte d’invalidation de Plen entraine une aggravation du phénotype tumoral caractérisée

par une hyperprolifération.

Quel est Peffet de P’activation des LXRs sur la carcinogenése prostatique des
souris Pten-/-?

Nous avons vu précédemment que la voie des LXRs semble étre activée quand Plen est absent.
Nous avons voulu voir 'effet d’une activation pharmacologique chronique des LXRs dans les
souris Plen-/-. Nous avons ainsi traité des souris témoins et Plen-/- de 20 semaines avec le
T0901317, ligand synthétique des LXRs, pendant 1 mois.

Des études par RT-qPCR, nous ont permis de valider le traitement puisque I'on constate une

augmentation de P'accumulation du gene cible Abcal dans les prostates dorso-latérales des
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Lapointe et al., 2004 pour Pexpression de PTEN, IDOL, ABCGI et ABCAI dans des échantillons

de glande prostatique saine et de carcinome prostatique.
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souris sauvages traitées avec le T0901317 (Figure 41). En revanche, le T0901317 n’induit pas
d’augmentation supplémentaire des transcrits des genes cibles Abcal et Abegl dans les prostates
des souris Pten-/-. De plus, Pexpression de deux marqueurs de prolifération, Cycline A2 et Pena
est augmentée chez les animaux Plen-/~ traité ou non avec le T0901317 (Figure 41).

Ces résultats suggerent que la voie des LXRs est activée dans les souris Plen-/- de 8 a 20
semaines et que cette activation est maximale puisque le T0901317 n’a aucun effet sur les

prostates Pten-/-.

Qu’en est-il des LXRs au niveau du cancer de la prostate chez ’Homme ?

A ce jour, 1l n’existe aucune donnée concernant les LXRs dans la prostate humaine.
Toutefois, nous nous sommes intéressés plus précisément a I’expression des LXRs et des genes
cibles candidats ABCAI, ABCGI et IDOL en nous appuyant sur la plate-forme Oncomine
(www.oncomine.org) qui est une base de données de transcriptomes publiés. Nous avons ainsi
pu étudier des données obtenues chez ’Homme sur des échantillons de prostates normales et
pathologiques (Figure 42). Tout d’abord, les données de Luo ef al 2001, permettent de
comparer les signatures transcriptomiques d’échantillons de prostates non-cancéreuses avec
des échantillons de carcinomes (Figure 42A) (Luo et al., 2001). Conformément aux données de
la littérature, Pexpression de PTEN est fréquemment diminuée en cas de carcinomes. En
parallele, 'expression des genes cibles des LXRs, ABCAI et ABCGI présente également une
augmentation d’expression dans les carcinomes prostatiques. Les données de Lapointe et al.,
2004 regroupant des échantillons de prostates saines et de carcinomes, montrent des résultats
semblables : lorsque le carcinome est installée, Plen est perdu et correle avec une augmentation
de 'expression de ABCGI, ABCAI et IDOL (Figure 42B) (Lapointe et al., 2004).

Ces observations indiquent donc qu’il existe également un lien potentiel entre I'inactivation de
PTEN et Pactivité des LXRs chez ’homme et placent les souris Plen-/- comme un modele

d’étude tres pertinent pour la compréhension de ce lien.

Développement de nouveaux modéles cellulaires

Afin d’explorer les mécanismes moléculaires impliqués dans le phénotype prostatique des
modeles murins, nous avons dérivé des MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) a partir des animaux
Pten-/- (Figure 43). L’invalidation de Pfen conduit a I'accumulation d’AKT phosphorylée
(Figure 43A). L’expression et 'accumulation protéique d’Abcal sont augmentées dans les
MEFs Pten-/-. L’expression d’Abegl et Srebf2 est augmentée dans les MEFs Plen-/- ce qui

reproduit les résultats obtenus m vwo sur la cinétique (Figure 43B). Néanmoins, les résultats
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sont différents des données in viwo pour Idol, HMGCoA reductase et HMGCoA synthase dont
I'expression est diminuée et inchangée dans les MEFs Pten-/~ (Figure 43C).

Parce qu’elles reproduisent une partie des résultats observés sur les genes cibles des LXRs, les
MEFs Pten-/- peuvent donc servir de modele pour étudier les mécanismes responsables de
l'activation des LXRs et plus particulierement ’augmentation d’expression des genes cibles
impliqués dans I’homéostasie du cholestérol en contexte tumoral.

Afin d’étudier plus précisément les mécanismes moléculaires reliant les LXRs a la
carcinogenese prostatique dépendante de Pren, nous avons voulu dériver des MEFs Pten-/-
Lxraf3-/-. Nous avons effectué¢ sur ces cellules des analyses par qPCR des transcrits Abcg! et
Abcal; leur accumulation est effondrée dans ces MEFs confirmant que les variations de ces
genes observées en contexte Plen-/- sont bien dues a des régulations dépendantes des LXRs
(Figure 44). Apres génotypage, nous nous sommes rendus compte qu’il s’agissait de MEFs
Pten-/~ Lxra+/- 3-/-. Bien que ces cellules ne soient pas utilisables en tant que telles, elles
montrent bien que les variations d’expression des genes cibles des LXRs, Abcal et Abcgl

observées en contexte Plen-/~ sont dépendantes de la présence des LXRs.
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Conclusion Projet 3

Dans un modele de cancer de la prostate, les souris Plen-/-, les LXRs sont activés ce qui se
traduit par une augmentation de I’expression des genes cibles impliqués dans ’homéostasie du
cholestérol, Abcal, Abcgl et Idol. Du fait de 'absence de réponse au traitement au T0901317,
nous avons montré que la voie des LXRs semble étre activée de manieére maximale dans les
souris Pten-/-. Afin de déterminer le réle des LXRs dans la carcinogenese prostatique, nous
avons étudié 'impact de la perte des deux isoformes de ces récepteurs dans les souris Plen-/-.
Dans ces souris Pten-/-Lxraf3-/~, la progression tumorale semble étre accélérée.

De maniere intéressante, les LXRs qui jusqu’a présent étaient montrés comme ayant un role
protecteur dans la carcinogenese prostatique semblent étre stimulés en contexte tumoral. Une
des hypotheses est qu’ils sont mis en jeu par la cellule pour lutter contre la synthése massive de
cholestérol qui stimule la prolifération des cellules tumorales. En diminuant le contenu intra-
cellulaire de cholestérol, les LXRs exerceraient leur role anti-prolifératif sur les cellules
tumorales prostatiques. Il pourrait donc s’agir d’'un mécanisme de protection de la cellule en

réponse au développement tumoral induit par I'invalidation de Pren.
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Les objectifs de mon travail de these étaient d’évaluer: 1) effet de ’absence des LXRs sur des
cellules épithéliales prostatiques murines ; 2) les effets d’un régime enrichi en cholestérol dans
le développement du cancer de la prostate ; 3) le ciblage des LXRs et de leurs genes cibles par
les processus de carcinogenese prostatique. Nous montrons que les LXRs exercent leur effet
anti-prolifératif sur des cellules épithéliales de prostate dorsale non-tumorale, les cellules
MPECs, confirmant I’importance des LXRs dans I’homéostasie prostatique. Par
ailleurs, dans ces cellules, les LXRs ont d’une part, un role crucial dans la régulation de
genes cibles controlant I’homéostasie du cholestérol ct d’autre part, une action
modulatrice sur les voies de survie AKT et MAPK. Nous avons ensuite mis en
évidence qu’en absence des genes Lxra et Lxrf3, des souris nourries avec un régime enrichi en
cholestérol présentent des néoplasies intra-épithéliales associées a la répression de I’expression
de geénes suppresseurs de tumeur démontrant le réle protecteur des LXRs en condition
d’hypercholestérolémie dans la prostate. Enfin, nous avons montré que dans un
modele murin de cancer de la prostate, les souris Plen-/-, les LXRs sont activés
constitutivement au cours de la carcinogeneése. Il semble ainsi que cette stimulation
des LXRs en contexte tumoral agisse telle une barriere puisque lorsque I'on invalide les deux
1soformes de ces récepteurs nucléaires, la progression tumorale est accélérée.

L’ensemble de ces résultats souleve plusieurs questions :

I) Comment les LXRs exercent-ils leur effet sur le cycle cellulaire?

Les données de la littérature mettent en évidence un role anti-prolifératif et pro-apoptotique
des LXRs sur des lignées tumorales prostatiques humaines. Cependant, les mécanismes
moléculaires impliqués restent jusqu’a présent peu détaillés. Fukuchi et a/ ont montré que
I'activation des LXRs par le T0901317 induit une diminution du nombre de cellules en phase
S suite a une augmentation de I’accumulation de I'inhibiteur du cycle cellulaire p27¥ir! et une
baisse de 'accumulation de SKP2 capable de dégrader p27¥r! (Fukuchi et al., 2004b). Ils ont
¢galement observé cet effet anti-prolifératif sur la lignée tumorale mammaire MDA-MB435S
associé aux modulations de p27Krl et SKP2 définissant ces deux acteurs comme des
médiateurs de l'effet des LXRs sur la prolifération de cellules tumorales. Nos résultats
montrent que les cellules MPECs témoins présentent une accumulation de p21W+fl | un autre
inhibiteur du cycle de la méme famille que p27¥P!] en réponse au T0901317. Une étude
réalisée sur des cellules de carcinomes ovariens a mis en évidence que I'effet anti-prolifératif

du T0901317 sur ces cellules est associé a une accumulation de p27XiP! mais également de
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Figure 45 : Les LXRs ont un role anti-prolifératif.

A) Schéma bilan des travaux de Fukuchi ez al., 2004 sur les cellules prostatiques tumorales
LNCaP. L’activation des LXRs par le T0901317 entraine une diminution de la
prolifération d’une part via la baisse de I'accumulation de SKP2 et la stimulation de
p27KIPL et d’autre part via la stimulation d’ABCA1 cassette d’efflux du cholestérol. B)
Schéma bilan sur les cellules MPECs. L’activation des LXRs inhibe p21Wa!l et stimule
ABCAL et ABCGI entraine une baisse de la prolifération. En vert sont représentés les
perspectives de travail; 1) étudier si 'accumulation de p21WVafl est la conséquence d’une
baisse de SKP2, ii) si effet des cassettes d’efflux est lié & p21Wafl,
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p21Wail (Rough et al., 2010). De plus, la dégradation de p21Wafl peut également étre médiée
par SKP2 (Wang et al., 2005). L’effet du T0901317 sur la prolifération des cellules MPECs

sauvages pourrait utiliser les facteurs p21Wafl et SKP2. En effet, 'activation des LXRs pourrait

diminuer I'accumulation de SKP2 qui en réponse ne pourra plus dégrader p21Wafl. Ce
dernier sera donc capable d’inhiber le cycle cellulaire (Figure 45).

» Pour confirmer cette hypothése, nous pouvons envisager d’inhiber par une voie
d’ARN interférence p21Wafl et d’étudier I'impact sur la prolifération cellulaire. De plus, il
serait intéressant d’évaluer 'accumulation de la protéine SKP2 dans ces cellules MPECs en
réponse au T0901317.

En parallele, Fukuchi et al ont montré que, lorsqu’ils réalisent des xénogreffes de cellules
LNCaP sur souris nude, un traitement au T0901317 réduit le volume de la tumeur et permet
une accumulation de la cassette d’efflux ABCAL (Fukuchi et al., 2004b). De plus, des cellules
LNCaP, pour lesquelles I'extinction du gene ABCAI est réalisée par interférence ARN,
présentent une augmentation de la prolifération (Fukuchi et al., 2004a). Ces données
montrent que le réle des LXRs sur la prolifération cellulaire est dépendant de ’accumulation
du gene ABCAI. Une hypothéese suggérée pour relier ABCAI a la prolifération cellulaire est
son role dans l'efflux de cholestérol qui pourrait entrainer des modifications au niveau des
plateformes de signalisation que sont les rafis lipidiques (Zhuang et al., 2002). Cependant, le
mécanisme n’est pas élucidé ce qui montre I'intérét de notre modele cellulaire MPECs. L’effet
de l'activation des LXRs sur le cycle cellulaire des cellules tumorales prostatiques LNCaP et
des cellules MPECs semble ainsi médi¢ d’une part via une accumulation des inhibiteurs du
cycle p27Kipl ou p21Wafl et d’autre part via la stimulation d’Abcal et une possible interaction

avec les rafts. Mais s’agit-1l de deux voies indépendantes ou existe-t-il un lien entre elles ?

» 1l serait ainsi important d’étudier dans les MPECs la conséquence de I'invalidation
d’Abcal au niveau de I'accumulation de p21Wafl,
Par ailleurs, en plus de son effet sur le cycle cellulaire, I'activation des LXRs favorise
I'apoptose des cellules LNCaP par un mécanisme impliquant les rafis lipidiques (Pommier et
al., 2010). De maniere intéressante, au niveau de ces raffs, la kinase AK'T est activée par
phosphorylation afin de favoriser la survie et la croissance des cellules tumorales prostatiques.
Or la présence de cholestérol au niveau de la membrane augmente la coalescence des rafis qui
stimulent le recrutement et la phosphorylation ’AKT (Lasserre et al., 2008). Des études
vitro et i vwo ont pu montrer que lactivation des LXRs entraine 'efflux du cholestérol
membranaire, en stimulant la transcription du geéne codant la cassette ABCG1 ce qui va

altérer 'organisation des rafts et diminuer la phosphorylation d’AK'T (Pommier et al., 2010).
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Par ce mécanisme, les LXRs exercent un effet pro-apoptotique sur les cellules tumorales
prostatiques. Les cellules MPECs témoins traitées avec les ligands des LXRs ont une
augmentation de l'expression du gene Abegl et une baisse de 'accumulation d’AKT
phosphorylé ce qui suggere que leffet pro-apoptotique des LXRs est maintenu dans les
cellules épithéliales prostatiques saines. Nous pourrons vérifier que cet effet est bien dépendant
d’une modulation des rafls lipidiques. Par ailleurs, les cellules MPECs Lxraf3-/~ témoignent

d’une suractivation de la voie de survie PI3K/AKT démontrant que Ieffet pro-apoptotique

est bien dépendant des LXRs. Les cellules MPECs semblent donc appropriées pour étudier les

mécanismes reliant les LXRs a la prolifération et également a la voie de survie PI3K/AKT.

» Nous disposons au laboratoire de plusieurs modeles cellulaires établis ou en cours
d’établissement, MEFs ou MPECs témoins, Lxraf3-/-, Plen-/- et Plen-/-Lxra-/~- qui pourront
nous permettre de compléter I’analyse du lien entre LXR, PTEN et AKT.

IT) Comment la voie des LXRs peut-elle étre activée dans les souris

Pten-/-?

Le point de départ de I’étude de 'accumulation et de 'activité des LXRs dans un contexte de
carcinogenese prostatique murine est basé sur les études suggérant un role protecteur de ces
récepteurs dans le cadre de cette pathologie. D une part, les LXRs exercent un effet anti-
prolifératif et pro-apoptotique w vitro sur des cellules prostatiques humaines et murines et
viwo sur des xénogreffes de cellules tumorales humaines (Fukuchi et al., 2004b; Chuu et al.,
2006; Pommier et al., 2010 et Article 1). D’autre part, nous avons montré que 1’absence des
LXRs entraine I'apparition de néoplasies intra-épithéliales lorsque les souris sont nourries
avec un régime enrichi en cholestérol. Au vu de ces données, notre hypothése s’orientait vers
une diminution d’expression ou au moins de I'activité des LXRs au cours des processus de la
carcinogenese prostatique. A I'inverse, nous avons mis en évidence une augmentation de leur
activit¢ dans le modele Pten-/- ce qui peut s’expliquer si les LXRs agissent comme une
barriere a la progression tumorale. Une situation analogue est retrouvée dans une étude du
role du facteur SMAD4 appartenant la voie pro-apoptotique du TGF-f, dans les souris
Plen-/- (Transforming Growth Factor- 5) (Ding et al., 2011). En effet, les auteurs observent une
augmentation de l'accumulation de la protéine SMAD4 dans les prostates des animaux
Plen-/-. Or l'invalidation de Smad4 dans les souris Pten-/- provoque une accélération de

I’agressivité tumorale témoignant de Ieffet barriere de cet acteur contre la progression.
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Figure 46 : Analyse Oncomine reflétant les variations d’expression des génes de la
synthése de novo de cholestérol en fonction de PTEN chez ’homme.

A) Données transcriptomique de Luo ¢t al., 2001 pour 'expression de PTEN, SREBF? et
HMGCoASYNTHASE 1 dans des échantillons de prostate pré-cancéreuse et de carcinome. B)
Données transcriptomique de Lapointe et al., 2004 pour I'expression de PTEN, SREBF?,
HMGCoASYNTHASE 1 et 2 dans des échantillons de glande prostatique saine et de carcinome
prostatique.
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Dans un premier temps, il est important de comprendre l'origine de I'activation des LXRs

dans les animaux Plen-/~. Pour cela, plusieurs pistes sont a envisager :

1) Biodisponibilité des oxystérols dans la prostate
L’argument en faveur de cette hypothese est 'augmentation de 'accumulation des genes clés
de la synthese de cholestérol. En effet, une synthese accrue de cholestérol conduit a une
augmentation des niveaux d’oxystérols.
Il est donc indispensable de doser le cholestérol et les oxystérols présents dans la prostate ainsi
que de quantifier lactivité et I'expression des enzymes impliquées dans la synthese des
oxystérols telles que les cholestérol 24 et 25-hydroxylase et la sterol 27-hydroxylase.
De maniére intéressante, les données Oncomine mettent en évidence que les genes de la
synthese de novo du cholestérol ne sont pas associés aux variations de I'expression de PTEN
(Figure 46). Cette augmentation de la synthese de novo semblerait donc étre une spécificité du
modele murin Plen-/-. L’activation potentielle des LXRs chez 'homme associée a la perte de
PTEN, retrouvée dans les données Oncomine (Figure 42), pourrait néanmoins étre due a une
augmentation des niveaux d’oxystérols si la quantité de cholestérol prostatique est augmentée
par d’autres mécanismes tels que le captage ou la mobilisation des réserves de cholestérol.

» 1l sera donc intéressant d’analyser 'expression de génes et 'accumulation protéique
des acteurs impliqués dans ces voies tels que LDLR et ACAT, au sein des tumeurs prostatiques

humaines.

2) Modifications post-traductionnelles des LXRs et/ou de ses cofacteurs
L’hétérodimere LXR/RXR est fixé constitutivement sur ses éléments de réponse dans les
promoteurs des genes cibles. La présence de répresseurs comme N-CoR et SMRT inhibe
Pactivité transcriptionnelle de ’hétérodimere en contactant des histones désacétylases (HDAC)
maintenant la chromatine condensée (Hu et al., 2003). A I'inverse, des co-facteurs participent
a la stimulation de la transcription. D’une part, les facteurs remodelant la chromatine comme
la famille SWI/SNY (mating type switching/sucrose non fermenting) peuvent déstabiliser les
interactions entre ’ADN et les histones en hydrolysant PATP. D’autre part, certains facteurs
peuvent modifier les histones comme les histones acétyl transférases ; SRC-1 (Nuclear Receptor
Coactivator 1), GRIP-1 (Glucocorticoid Receptor-Interacting Protein 1), CBP (c-AMP Response Element
Binding ~ Protein), p300, PGCla (PPAR-Gamma  Co-activator 1), TRRAP
(Transformation/ Transcription  Domain-Associated ~ Protein) ainsi quun facteur touchant la

méthylation des histones ; Rap250 (Nuclear receptor-activating protein). Une inhibition des
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répresseurs ou a I'inverse une stimulation des co-facteurs pourrait expliquer 'activation des

LXRs dans les souris Pien-/-.

L’¢tude de 'accumulation de ces facteurs par RT-qPCR et western blot dans ce contexte semble
indispensable.
Enfin, l'activit¢ des LXRs peut également étre influencée par des modifications post-
traductionnelles telles que des phosphorylations, désacétylations et/ou SUMOylations (Chen
et al., 2006; Ghisletti et al., 2007; Li et al.,, 2007a; Delvecchio and Capone, 2008). Par
exemple, la SIRT1 est une protéine co-activatrice des LXRs. Elle est capable d’induire leur
désacétylation et leur dégradation protéosomale ce qui favorise la mise en place d’'un nouvel
hétérodimere sur les éléments de réponse dans les promoteurs de genes cibles (Li et al.,
2007b). Cette étude montre que la perte de SIRT1 entraine la diminution de Pexpression des
genes cibles LXR.

» Cet exemple confirme I'intérét d’étudier Iexpression et 'accumulation des acteurs
comme Sut] (RT-qPCR et western blot) et des modifications post-traductionnelles des LXRs

(spectrométrie de masse) dans les souris Plen-/-.

3) La voie des rétinoides
L’hétérodimere RXR/LXR est dit permissif ce qui signifie qu’il peut étre également activé
par la fixation du ligand de RXR, I'acide rétinoique 9-¢is. Cette molécule est synthétisée dans
les tissus suite a 'oxydation du rétinol (vitamine A) en acide rétinoique existant sous forme
tout-trans et 9-cus (Parisotto et al., 2006). Méme si I’existence de ’acide rétinoique 9-cus in vivo est
controversée, il est considéré comme le ligand bona fide des RXRs (Dawson and Xia, 2012).
Certains acides gras polyinsaturés tels que l'acide docosahexa¢noique (DHA) peuvent
également activer les RXRs (Dawson and Xia, 2012). De plus, les trois isoformes RXRa, 3 et
y sont exprimées dans la prostate méme si RXRa semble avoir un role prépondérant puisque
seules les souris Rxra-/~ développent des néoplasies au niveau prostatique identiques a celles
des souris Lxraf3-/- nourries avec le régime enrichi en cholestérol (Huang et al., 2002 et
Article 2). Or dans la cinétique des animaux Plen-/-, nous avons montré une augmentation de

I'expression de Rxra ce qui pourrait étayer ’hypothese d’un réle de barriere de I’hétérodimere

RXR/LXR contre la progression tumorale.

» Pour déterminer une potentielle dérégulation de la voie des rétinoides dans les
prostates des souris Plen-/- et l'activation de I'hétérodimere LXR/RXR, la présence des

ligands devrait étre analysée dans ces souris.
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Par ailleurs, si les ligands des RXRs sont responsables de la stimulation des geénes cibles des
LXRs, nous proposons également d’étudier l'expression de genes cibles de I’'homodimere

RXR/RXR.

III) L’effet anti-prolifératif des LXRs et leur inductibilité sont-ils

maintenus en absence de Pten ?

Les LXRs exercent un effet anti-prolifératif i vitro sur des cellules tumorales prostatiques
humaines et murines, et i viwo sur des xénogreftes de cellules tumorales humaines. Nous avons
voulu étudier 'impact d’une activation pharmacologique des LXRs dans le mode¢le murin
Pten-/~-. Pour cela, nous avons traité, avec ’agoniste T0901317 pendant un mois des souris
témoins et Pten-/- de 20 semaines. L’analyse par RT-qPCR montre que 'expression des
marqueurs de prolifération est inchangée chez les souris Pfen-/- traitées ou non avec le ligand
des LXRs.

» Ces résultats devront étre confirmés par une quantification du marquage

immunohistochimique contre le Ki67.

Nous nous sommes ensuite demandés si I’absence d’effet du T0901317 sur la prolifération

n’était pas le résultat d’'une mobilisation maximale des LXRs dans les prostates des souris

Plen-/-. Les résultats témoignent d’une absence d’induction des geénes cibles des LXRs, Abcal
et Abcgl dans les souris Plen-/- traitées au T0901317 ce qui suggere que les LXRs sont
constitutivement actifs dans les prostates de ces animaux. Cependant, l'induction de
I'expression d’Abcal par le T0901317 est faible dans les souris sauvages. Ce résultat peut
signifier que le protocole d’induction au T0901317 n’est pas adéquat pour étudier
I’accumulation des genes cibles des LXRs.

» Afin d’éliminer le biais da a la durée du traitement, nous prévoyons de traiter les souris
24h avec le T0901317 puis les sacrifier et étudier les profils transcriptomiques des genes cibles.
SiI’hypothese qu’une augmentation des niveaux d’oxystérol est responsable de I'activation des
LXRs dans les souris Plen-/~ se vérifie, nous proposons de limiter en amont la quantité de
cholestérol, en utilisant les statines, pour bloquer la synthese de novo de cholestérol. Méme si la
signature moléculaire des prostates tumorales des souris Plen-/- semble étre différente de celle
des prostates humaines du moins concernant la synthese de cholestérol, il a été montré que les
statines avaient chez ’Homme un impact sur le risque de cancer de la prostate (Roy et al.,

2011). L’action des statines est centrée sur la synthése du cholestérol au niveau du foie et
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pourrait ainsi réduire les taux circulants et donc potentiellement captés par la tumeur. Il sera
intéressant d’étudier si ce traitement par les statines permet; une diminution de la quantité de
cholestérol intra-prostatique, un ralentissement de la progression tumorale et une modification

de l'activation des LXRs.

IV) L’absence des LXRs influence-t-elle la carcinogenése dépendante de la

perte de Pten ?

Les observations réalisées sur les souris Plen-/- montrant une activation des LXRs nous
permettent de formuler I’hypothése qu’une barriere formée par la voie des LXRs s’oppose a la
progression tumorale. Afin de confirmer que la perte des LXRs entraine la progression
tumorale, nous avons généré les souris Plen-/~ Lxraf3-/-. Les premiers résultats obtenus sur des
animaux de 6 mois montrent que le poids des prostates augmente et que 'accumulation des
genes Abcal et Abegl, est effondrée. Au niveau histologique, la présence d’un carcinome n situ
est visualisée par une masse accolée au lobe antérieur et par une augmentation de la
prolifération démontrée par un marquage Ki67 plus important. Les marqueurs étudiés
orientent vers une accélération des processus tumoraux due a la perte des LXRs. De plus, un
marquage Ki67 est également visible au sein du stroma mais absent dans les animaux Plen-/-.

Il serait important de déterminer si ces cellules sont épithéliales ou stromales, Pten+ ou Pten-.

Elles pourraient étre issues d’une transition épithélium-mésenchyme (TEM), phénomene
associé a la progression tumorale (Hugo et al., 2007). En effet, les cellules épithéliales peuvent
acquérir un phénotype mésenchymateux en perdant leurs caractéristiques épithéliales suite a
des modifications architecturales et fonctionnelles.

» Afin de confirmer la présence de TEM, nous proposons de détecter la N-cadhérine qui
est un marqueur de cette transition corrélé avec la perte de la E-cadhérine (Armstrong et al.,
2011).

» Afin de déterminer si la présence de ces cellules dans le stroma est dépendante de la
perte des LXRs au niveau de ce compartiment, nous pouvons envisager d’étudier le résultat
d’un croisement entre souris Pten-/- et souris dont I'invalidation des LXRs serait spécifique de

I’épithélium prostatique.
Il est de premiere importance de comprendre comment ce phénotype prostatique s’est mis en

place. En effet, nous avons choisi dans un premier temps, des animaux Plen-/-Lxraf3-/- de 20

semaines puisque nous voulions voir une progression métastatique. Cependant, il est
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important d’étudier la cinétique d’apparition des lésions chez les souris Plen-/-Lxraf3-/- pour
comprendre les altérations observées.
Par ailleurs, nous avons montré que les LXRs exercaient un role protecteur sur la prostate en
condition d’hypercholestérolémie (Article 2).

» Sur les animaux Pten-/-Lxraf3-/-, nous envisageons d’étudier 'impact d’une exposition
a des taux plasmatiques élevés de cholestérol. L’invalidation totale des Lxrs rend impossible
une durée de régime supérieure a 5 semaines suite a une mortalité importante. Nous pouvons
émettre ’hypothése que ce temps serait trop court pour provoquer des altérations sur les
souris Pten-/-. En effet, les souris TRAMP sont mises 20 semaines en régime enrichi en
cholestérol pour témoigner d’une aggravation (Llaverias et al., 2010). L’utilisation des souris
Lxraf3-/~ invalidées spécifiquement au niveau de la prostate croisées avec les souris Plen-/~
pourrait permettre d’'une part de prolonger le régime et d’autre part de déterminer si le
phénotype est prostatique ou s’il résulte dun stress plus systémique di a la perte globale des
LXRs.

Concernant les métastases pulmonaires potentielles observées dans les souris Pren-/-Lxraf3-/-,

1l faut avant toute chose confirmer l'origine prostatique des cellules par des marquages

immunohistochimiques.

» Pour étudier le pouvoir métastatique, nous proposons dans un premier temps de
xénogrefler un explant de prostate de souris Plen-/~ et Pten-/-Lxraf3-/~ sous la capsule rénale
de souris nude et dans un second temps des MPECs Pten-/~ et Pten-/-Lxra3-/- afin d’¢tudier la

vitesse d’apparition de la tumeur et le volume tumoral.

V) Ces résultats sont-ils extrapolables a ’Homme ?

D’apres les résultats de 'analyse Oncomine, ’'augmentation de 'expression d’ABCAI et ABCGI
est inversement corrélée a l'invalidation de PTEN chez 'Homme ce qui indique que la
variation d’expression de ces génes constitue un marqueur biologique d’intérét dans le cadre
du cancer de la prostate.

» Pour évaluer leur pertinence dans le processus de carcinogenése prostatique, nous
proposons d’étudier le phénotype prostatique des animaux invalidés pour Abcal et/ou Abcgl
spécifiquement dans la prostate en association avec la perte de Pten en réalisant des
croisements de ces lignées et d’analyser la cinétique d’apparition de la tumeur.

Par ailleurs, les seules données humaines dont nous disposons sont issues de I'analyse Oncomine.

Nous avons actuellement commencé ’étude d'une banque de tissus prostatiques réalisée en
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collaboration avec le service d’Urologie de Clermont-Ferrand (collaboration Pr L.Guy et Pr
JL. Kemeny). L’originalité de cette banque réside dans le fait que les échantillons humains
dont nous disposons sont constitués pour un méme patient de tissu sain et tumoral ce qui va
permettre de diminuer le biais da a la variation entre les individus. Il serait important de
vérifier la présence d’éventuelles mutations germinales ou somatiques des geénes codant pour
les LXRs pour déterminer I’existence d’un polymorphisme les associant a la pathologie.

» Nous allons analyser I'expression des LXRs mais également de leurs cibles ABCAI et

ABCGI en corrélation avec l'invalidation de PTEN dans les échantillons humains a notre
disposition.
De maniere intéressante, le gene ABCAI est 15 a 20 fois plus exprimé dans les cellules
cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes que dans les cellules androgéno-
indépendantes ce qui suggere une extinction d’ABCAI au cours de la progression tumorale
(Fukuchi et al., 2004a). Une étude a montré une diminution de 'expression d’ABCGI dans les
métastases par rapport a un stade moins avancé.

» Ces données confortent I'intérét de I'utilisation des genes ABCAI et ABCGI en tant que
marqueurs pronostiques et potentiellement prédictifs du développement métastatique du

cancer.

VI) Les LXRs peuvent-ils étre des cibles thérapeutiques ?

Les réles anti-prolifératif et pro-apoptotique des LXRs observés i vitro et in viwo dans le cadre
notamment du cancer de la prostate font de ces récepteurs des molécules d’intérét pour un
ciblage thérapeutique (Chuu et al., 2007). De plus, nous avons montré que les LXRs agiraient
comme une barricre contre la progression tumorale (Article 3). Cependant, les résultats
obtenus sur les animaux Pren-/~ avec le T0901317 montrent que dans ce contexte un ciblage
pharmacologique des LXRs n’a pas d’impact sur la prolifération cellulaire. Or, sur des
xénogreffes de cellules LNCaP, I'utilisation de T0901317 diminue le volume des tumeurs
démontrant ainst que les cellules tumorales humaines sont sensibles a I'induction
pharmacologique des LXRs (Pommier et al., 2010). Ce constat nous fait nous interroger sur

I'importance du contexte tumoral pour 'efficacité d’un traitement au T0901317. En effet,

dans le modele Plen-/~, les animaux ont été traités durant I’étape de carcinome prostatique
alors que les cellules LNCaP sont issues de métastases prostatiques c’est-a-dire une étape plus

avancée du cancer.
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» Afin d’étudier ce phénomene, nous proposons de réaliser un traitement T0901317 sur
un autre modele murin de cancer de la prostate tel que les souris TRAMP au moment de
I'invasion métastatique. Si I'effet anti-prolifératif du traitement sur les métastases est retrouvé,

il confirmera 'intérét d’un ciblage des LXRs au cours de la progression tumorale.

Au final, ce travail pourrait permettre de comprendre pourquoi certains cancers de la prostate

restent indolents, alors qu’ils sont en stade de Gleason intermédiaire de 7, et d’autres cancers

évoluent vers des formes agressives. D’apres nos résultats, ces différences pourraient

notamment étre dues a une inductibilité variable de la voie des LXRs capable de ralentir la
progression tumorale.

» 1l semble donc fondamental de réaliser une étude rétrospective sur des prostatectomies
des marqueurs ABCAI et ABCGI et de comparer ces données avec les taux de récidives. Nos
données pourraient permettre de souligner 'intérét d’utiliser les cassettes ABCAL et ABCG1

en tant que nouveaux facteurs pronostiques dans le cancer de la prostate.
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LXR, prostate cancer and cholesterol: the Good, the Bad and the Ugly.
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Abstract: Cholesterol is a fundamental molecule for life. Located in the cell membrane, this sterol participates to
the cell signaling of growth factors. Inside the cell it can be converted in hormones such as androgens or modulate
the immune response. Such important functions could not be solely dependent of external supply by diet hence de
novo synthesis could occur from acetate in almost all mammalian cells. If a deficiency in cholesterol sourcing leads
to development troubles, overstocking has been associated to various diseases such as atherosclerosis and can-
cers. Cholesterol homeostasis should thus be tightly regulated at the uptake, de novo synthesis, storage and export
processes. Various transcription factors have been described these last years as important to regulate cholesterol
levels. Besides, synthetic molecules have been developed for many years to modulate cholesterol synthesis, such
as statins. Many articles have associated prostate cancer, whose incidence is constantly increasing, to cholesterol
disequilibrium. Targeting cholesterol could thus be a new pharmacological hit to counteract the initiation, develop-
ment and/or progression of prostate cancer. Among the transcription factors regulating cholesterol homeostasis,
the nuclear receptors Liver X Receptors (LXRs) control cholesterol uptake and export. Targeting the LXRs offers a
new field of investigation to treat cancer. This review highlights the molecular relationships among LXRs, prostate
cancer and cholesterol and why LXRs have good chance to be targeted one day in this tumor. LXRs, prostate cancer
and cholesterol, more than a “Ménage a trois”, The Good, the Bad and the Ugly.

Keywords: LXR, cholesterol, prostate cancer, lipid raft, pharmacological modulation

Introduction signaling and the proliferation/apoptosis bal-
ance. Reducing de novo cholesterol synthesis
and/or uptake, or increasing reverse transport
by exporting cholesterol from the cell could rep-
resent an efficient way to control prostate epi-
thelial proliferation. This review is focused on
the deleterious effect of a higher cholesterol
(The Ugly) concentration on prostate cancer
(the Bad) and the role of LXRs (The Good) in
maintaining cholesterol homeostasis to avoid
progression of prostate cancer (Figure 1). The
Saga started in 1909 and is still going on.

Prostate cancer is one of the most common
malignancy [1], mainly affecting elders. Various
risk factors have been involved including aging,
ethnic origins, hormonal status and energy bal-
ance. Among the lipids, cholesterol has a par-
ticular position. This fundamental molecule is
part of the cell membrane and thus plays an
architectural role in its organization by main-
taining the fluidity or by securing important pro-
teins in the membrane when located in the so-
called “lipid rafts”. Cholesterol is also involved
in “ligand-type” signaling: as the precursor of LXRs and cholesterol: when the Good controls
androgen synthesis as well as in the production the Ugly

of oxysterols, which activate the nuclear recep-
tors LXRa and LXR. Maintaining a tight regula-
tion of cholesterol homeostasis is thus of pri- Liver X Receptors (LXRs) are transcription fac-
mary importance since it could affect cell tors initially isolated in the liver [2, 3], and acti-

The liver X receptors
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vated by cholesterol derivatives, the oxysterols
[4]. LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2) share
80% identity both in their DNA- and ligand-bind-
ing domains. Their structure is characteristic of
the nuclear receptor superfamily, which pos-
sesses three functionally independent domains
[5, 6]. The N-terminal modulator domain con-
tains an activating function of the transcription
(AF1) independent from the presence of the
ligand. This domain presents several putative
sites of phosphorylation potentially important
for LXR activity modulations [7, 8]. The DNA-
binding domain recognizes the LXR response
elements (LXRE) characterized by two direct
repeats of the hexanucleotide motif AGGTCA
usually separated by four nucleotides. Part of
this domain is also involved in the heterodimeri-
sation with the Retinoid X Receptor RXR
(NR2B1-3), which binds 9-cis retinoic acid, the
requisite LXR partner [3]. The carboxy-terminal
region is responsible for the ligand-binding and
contains the AF2 region necessary for the tran-
scriptional initiation of target genes [4]. This
domain is masked by co-repressors in absence
of ligand. For a review on LXR-functioning, see
Viennois et al. 2011 [9].

LXRa and LXR[ are differentially expressed in
tissues. While LXR[3 expression is accepted to
be rather ubiquitous, LXR«a is more restricted
and mainly found in liver, intestine, fat tissue,
macrophages, kidney and gonads, suggesting
their important function in the control of cho-
lesterol homeostasis (for a view on LXR expres-
sion see www.nursa.org). The fundamental role
of LXRs in lipid homeostasis is highlighted by
the highly conserved function of these recep-
tors among species [10], and has been continu-
ously demonstrated since the first observation
of a link between LXRa and cholesterol homeo-
stasis by Peet et al. [11]. They observed that
mice lacking LXRa and fed a high cholesterol
diet rapidly accumulate large amount of choles-
terol ester in the liver inducing a liver steatosis.
Actually these mice are unable to sense and
respond to dietary cholesterol and develop an
impaired bile acid metabolism due to a default
in the transcription of the cholesterol
Ta-hydroxylase (Cyp7al), encoding an enzyme
essential in bile acid synthesis [11].

The discovery of the natural ligands of LXRs by
Janowski et al. [4, 12], largely improved our
comprehension of the unique role of LXRs in
controlling cholesterol homeostasis. In these
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studies, oxysterols, the natural derivatives of
cholesterol, activated LXR at physiological con-
centrations. Following this finding the develop-
ment of syntheticligands of LXRs (e.8.T0901317
[13] and GW3965 [14]) and the generation of a
mouse model lacking Lxrax and/or B, greatly
contributed to the comprehension of the oxys-
terol/LXR dependent pathways in cells, and
gave the opportunity to identify several target
genes and therefore functions of the LXRs [9].
Thus, it has been admitted that LXR activities
are associated with four schematic functions:
1) lipid metabolism, including cholesterol and
fatty acids homeostasis; 2) steroidogenesis; 3)
glucose homeostasis; 4) inflammation and
immunity. Since in this review we will focus
more specifically on the role of LXRs on choles-
terol homeostasis, we will not develop further
their other physiological functions. For more
information about them, refer to Viennois et al.
2011 [9].

LXRs: two sensors of cholesterol homeostasis

Cholesterol is an essential structural compo-
nent of mammalian cell membranes and is
required to establish proper membrane perme-
ability and fluidity. In addition cholesterol also
serves as a precursor for the biosynthesis of
steroid hormones, bile acids, and vitamin D.
Besides, this molecule is also part of the mem-
brane signaling pathway by its specific distribu-
tion in lipid rafts (see above). Furthermore, cho-
lesterol also functions in intracellular transport,
cell signaling and nerve conduction. Hence,
although cholesterol is important and neces-
sary for human health, its intra- and extra-cellu-
lar concentrations have to be strictly controlled
as high levels of cholesterol in the blood have
been linked to damages to arteries and cardio-
vascular diseases.

Modulation of de novo synthesis and uptake of
cholesterol: LXRs act at various levels to con-
trol the intracellular pool of cholesterol. The
first possible source of cholesterol results from
the enzymatic reaction leading to the transfor-
mation of Acetyl-CoA in mevalonate by the
HMG-CoA reductase [15]. That reaction ulti-
mately leads to the formation of de novo cho-
lesterol. In mice lacking Lxr, higher expression
of Srebp2, Hmgcoa and Squalene synthase has
been observed [16], while the oral treatment of
wild type mice with T0901317 led to a decrease
in Hmgcoa synthase and Squalene synthase
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ABCA1/ABCG1
LBLR ABCGS5/ABCG8

Intracellular cholesterol  “The Ugly”
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Figure 1. LXRs and prostate physiology: potential beneficial actions of LXRs over prostate cancer. LXR activity in-
creases IDOL as well as various ABC transporters, which ultimately decreases LDL uptake and increases the efflux
of cholesterol, altogether decreasing the intracellular pool of cholesterol. Consequently, this leads to the reduction
of androgen synthesis and lipid raft/AKT/survival pathway. LXRs finally induce cell cycle arrests, and by inhibiting
the expression of IL-6, COX-2 and iNOS limit the inflammation inside the tumor. Altogether, LXR activation may limit

prostate cancer development.

gene expression [17], suggesting a role of LXRs
in the negative modulation of de novo choles-
terol synthesis.

A second way to modulate the pool of intracel-
lular cholesterol regards its cellular import via
the LDL-receptor (LDLR). Even though a correla-
tion was repeatedly observed between LXR
activation and LDLR protein reduction, the
mechanism has been described only recently.
LXRs activate the expression of the E3 ubiqui-
tin ligase Idol (Inducible Degrader of the LDLR),
ultimately leading to the targeted degradation
of LDLR, thus resulting in the reduction of the
intracellular pool of cholesterol [18].

Induction of bile acid synthesis: Cyp7al is the
first and rate limiting enzyme that catalyzes the
initial step of bile acid biosynthesis from cho-
lesterol. Although it is not the primary function
of bile acid synthesis, this reaction also allows
the liver to reduce in rodent the excess of cho-
lesterol in cells. Interestingly, while in wild type
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mice fed a high cholesterol diet Cyp7al expres-
sion increases, this induction is not observable
in Lxra-deficient mice fed similarly [11].
Additionally, in these mice the diet induces a
hepatic steatosis due to an accumulation of
cholesteryl esters in the liver [11, 16].

Induction of reverse cholesterol transport: The
last way LXRs use to control cholesterol levels
is by exporting it outside the cells. Indeed, sev-
eral ATP-binding cassettes encoding genes
such as ABCA1 [19-21] and ABCG1 [22] are
LXR bona fide targets. These ABC transporters
actively efflux cholesterol to the extracellular
acceptor HDL and increase the reverse choles-
terol transport. In addition, LXRs have also
been shown to modulate Apolipoprotein E level,
an essential component of the VLDL particles
[23]. Furthermore, LXRs modulate the expres-
sion of the genes encoding ABCG5 and ABCGS8
that export sterols from the inner compartment
of hepatocytes to the bile duct [24, 25] and
from the enterocytes into the gut lumen [26].
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Altogether LXRs demonstrate a critical role in
controlling the amount of intracellular choles-
terol and in its processing outside the cells.

Steroid synthesis: We and others have shown
that LXRs could regulate the rate of cholesterol
transformation into steroids in various tissues
such as testis [27]. A decrease in the amount of
circulating testosterone can be detected after
LXR activation by the synthetic agonist
T0901317 [28]. That well identified mechanism
is dependent on the activation by LXRs of
Sulfotransferase 2al that deactivates andro-
gens, and the inhibition by LXRs of the steroid-
sulfatase that activates androgens [28].
Interestingly, those hormones have a key role in
prostate cancer development. LXRs might thus
have also a role to play in this part of the anti-
cancer journey.

Cholesterol and prostate cancer: when the
Ugly plays with the Bad

Due to its different roles, cholesterol is hence
linked to cell proliferation (see above). Indeed,
its synthesis increases in tissue with high prolif-
eration rate such as in cancer. On the other
side, inhibition of HMGCoA-reductase blocks
cell growth [29].

Prostate cancer: the Bad at a glance

Prostate cancer (PCa) is the second most diag-
nosed cancer and a leading cause of cancer
related death [1]. The incidence of PCa is con-
stantly increasing due in part to new methods
of diagnostic, and also to the increase in life
expectancy. Indeed, this cancer has a slow evo-
lution and about 85% of diagnosed PCa are in
patients older than 65 years old [30].
Interestingly, it is accepted that more men die
with PCa than from it. Indeed, an American
study performed after autopsy determined that
50% of the men of 50 years old have latent PCa
[31]. However the development and the cause
of the disease is still poorly understood, and
various factors such as genetic/ethnical origin,
diet, life style and environmental factors have
been suggested to play a role on it [32].

As already stated, great differences in the inci-
dence of PCa are observed depending on the
ethnical origin or the country of the patients. A
Caucasian American has 30% less risk to
develop a PCa compared to an African American
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[30], but at the same time Asians develop twice
less PCa than Americans. These differences
are in part due to the ethnical factors, and thus
to the genetic background and the lifestyle of
the individuals. However it could also show dis-
parities in the accessibility of the diagnostic
tests and treatments.

Yet, the genetic background cannot explain
everything since the first generation of Asian
migrants living in the US have a more important
risk of PCa than those leaving in Asia [33]. This
unexpected observation is credited to be due
to factors acting on PCa development rather
than on PCa initiation, and presumably on the
higher lipid consumption in the USA [34].
Additionally a comparable observation has
been done with increased incidence to develop
a PCa for Japanese population that moved to
America [35]. In this study the authors also
compared the migrants according to their age
at arrival, and did not find any correlation with
the risk to develop PCa. They therefore conclud-
ed that PCa risk may be increased by late rath-
er than early life style event [35]. These two
studies are therefore suggesting a potential
lifestyle/diet parameter that can greatly influ-
ence the development of PCa.

Role of cholesterol in prostate cancer: the Ugly
goes with the Bad!

Cholesterol accumulation in tumors is not a
recent observation. White demonstrated in
1909 an accumulation of crystals of lipid
nature in tumors [36]. Later Swyer and his
coworkers showed for the first time an increase
of cholesterol content in zone of the prostate
affected by a mild hypertrophy [37] compared
to healthy tissues. Afterward, similar observa-
tions were obtained on other types of cancer
[38-40]. Two mechanisms are generally put for-
ward to explain this intracellular cholesterol
accumulation: a higher circulating cholesterol
uptake, and the increase in the accumulation
of the enzymes of the mevalonate pathway [41,
42]

Moreover, increased uptake of LDL particles
and therefore exogenous cholesterol attribut-
able to a loss of modulation in the LDL receptor
expression, and a higher de novo cholesterol
synthesis due to the upregulation of the HGM-
CoA reductase, have been suggested as key
components of that accumulation [17, 43]. The
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final result of that process could potentially
give sufficient bricks for the membrane to
expand and to the tumor to grow and develop
[44].

Diet, cholesterol and PCa

Since the late 90’s, multiple lines of evidence
have been highlighting the potential influence
of diet on PCa appearance. First, intake of
products from animal origin is correlated to a
higher risk of developing metastatic PCa, but
not on the initial development of PCa [45] as
shown by the identical prevalence between
vegetarians or meat eaters [46]. Second, the
presence of dietary fat in the diet was shown to
be a risk factor of PCa, although the exact con-
tribution of fat was not clearly established [47].
Third, an increase in PCa incidence, angiogen-
esis and metastasis was observed in the
TRAMP mouse model of PCa fed a western-
type diet [48]. Finally aggressiveness of PCa
was increased in elders having important
dietary fat intake [49]. So far data linking exces-
sive consumption of cholesterol, rates of circu-
lating cholesterol and risk of PCa have been
controversial [50], even though studies sug-
gest an impact of cholesterol in the develop-
ment of high grade PCa [51-53]. Inversely, Platz
et al. pointed out that a “weak” level of circulat-
ing cholesterol (< 200mg/dL) was associated
with a reduction of the risk of developing a
prostate cancer of high grade [54]. Finally, cir-
culating cholesterol increases tumor size of
LNCaP xenografts in a mouse model, as well as
intratumoral synthesis of androgens [55]. This
suggests that the androgen dependent tumor
growth could be under a deep association with
circulating cholesterol. Likewise, high serum
HDL is inversely correlated with PCa [53, 56].
Since HDL formation is dependent on the
export of cholesterol via the ABCA1 and ABCG1
transporters that are under the positive modu-
lation of LXRs, it could be suggested a possible
beneficial role to over activating LXRs in PCa,
even though this needs to be demonstrated.

Modulation of circulating cholesterol and PCa:
when reasoning the Ugly can block the Bad

Altogether the presented data raise the ques-
tion of the molecular mechanisms by which the
cholesterol can favor tumor progression. Some
observations on cancer development after
treatment with statin, a cholesterol-lowering
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drug that specifically inhibits the HMG-CoA
reductase and therefore the formation of de
novo cholesterol, partially answer that ques-
tion. Indeed early investigations suggested a
potent growth inhibitory effect as well as an
anticancer potential of statins in vitro and in
vivo [57, 58], partially explained by their ability
of inducing apoptosis via the activation of the
Caspase-7 [59]. Moreover in the PC3 prostate
cancer cell line, statins also prevent the cell
migration potential therefore reducing the for-
mation of metastatic prostate colonies [60].
Then it seems that these cholesterol-lowering
agents can act at different level on PCa pro-
gression. The potential use of statins to pre-
vent PCa is currently under active investigation
mostly on prospective studies. Until now, num-
bers of studies have been published and exten-
sively reviewed [61]. Statin treatments do not
seem to have any beneficial effect on the rate
of appearance of prostate cancer conversely to
the incidence of advanced PCa [62-64].
Interestingly this effect even increases when
statins are used for more than five years [65].

Androgen synthesis is dependent on the
amount of circulating cholesterol; besides, PCa
is linked to androgen synthesis; moreover
statins are  cholesterol-lowering  drugs.
Altogether what could be the potential impact
of statins on the hormonal status in prostate
cancer? Actually, statins do not seem to
decrease the circulating androgen [66], even
though a decreased synthesis of androgens
cannot be excluded since statins users show a
decline in serum PSA levels, an androgen regu-
lated gene in prostate [67].

Cholesterol is not only used as a precursor of
steroid synthesis. Indeed, it can be found
enriched in cell membranes in regions called
rafts essential for the activation of the kinase
cascade Akt and consequently for tumor sur-
vival [68]. Zhuang et al. showed that simvas-
tatin decreases the cholesterol content of lipid
rafts, leading to a decrease in Akt phosphoryla-
tion and activation, and subsequently to an
increase of LNCaP cells apoptosis [69]. These
results improve our comprehension of the
mechanism of statins in cancer progression,
and also suggest lipid rafts as new players in
PCa development. In accordance with that sug-
gestion, the essential component of lipid rafts
caveolin 1 is associated with the aggressive-
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ness of the PCa tumor and therefore consid-
ered as a marker of poor prognosis in PCa [70,
71]. Accordingly, the use of an antibody target-
ing the caveolin 1 can block the metastatic pro-
cess in PCa [72]. Both observations then con-
firm the important role of lipid rafts in PCa
progression.

LXRs and prostate cancer: a benefic effect of
the Good over the Bad?

LXR activation leads to cell cycle arrest in pros-
tate cancer cell lines

Since LXRs control cholesterol homeostasis,
these nuclear receptors have been considered
as putative pharmacological targets in prostate
cancer. Hence, activation of LXRs by natural
(22 (R)-hydroxycholesterol, 24 (S)-hydroxychole-
sterol) or synthetic (T0901317) agonists led to
cycle arrest of LNCaP cells via the lack of deg-
radation of p27Kipl, an essential inhibitor of
the cell cycle. Moreover, and as expected, treat-
ment with LXR agonists also induced the pro-
tein accumulation of ABCA1, thus activating
cholesterol efflux [73]. Conversely, targeted dis-
ruption of ABCA1 increases the proliferation
rate of LNCaP cells [74]. Moreover, Chuu et al.
observed that LXR-target genes were down-
modulated during the tumor progression in
mouse, while activation of LXRs by T0901317
delayed the progression of PCa [75]. Altogether,
these studies are clearly in favor of an impor-
tant protective role of LXRs in prostate cancer
progression, even if no data are available in
human yet.

How could LXRs be so good?

As presented above, activating LXRs will lead to
the modulation of cholesterol concentration by
their action on the various pathway involved.

LXRs antagonize the development of prostate
tumor by interacting with the androgen path-
way: Prostate cancer development is tightly
associated with androgens. Indeed, it is fre-
quent to treat PCa patients with anti-androgens
in order to block the androgen response, and
therefore the early development of PCa [76].
Interestingly, the androgen receptor (AR) modu-
lates the expression of HMG-CoA synthase and
reductase, and SREBP2, whose product con-
trols genes involved in cholesterol homeostasis
such as the LDL-Receptor (LDLR) [77]. The con-
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sequences of these modulations are: 1) an
increase in intracellular cholesterol due to a
higher de novo production and uptake via LDLR,;
2) an increase in androgen synthesis from cho-
lesterol. This may give an alternative explana-
tion to the prostatic tumor growth dependence
to cholesterol. Additionally, AR reduces LXR
activation in prostate cancer, by competing for
their coactivators [78].

There is also a mirror effect as LXRs reduce the
proliferation of androgen-dependent cells via
androgen deprivation [28], and inhibit tumor
growth and slow down the passage of androgen
dependent to androgen independent prostate
cancer [75]. Furthermore T0901317 has also
been suggested to act as an AR antagonist,
even though the Kd found is highly question-
able [79].

LXRs block cancer development through their
transcriptional activity: Controlling the expres-
sion of key genes of cholesterol homeostasis is
of primary importance to block cancer progres-
sion. Modulation of IDOL by LXRs [18] should
decrease the amount of LDLR on the cell sur-
face and then LDL uptake. Moreover as
described previously, LXRs also modulate
ABCA1 and ABCG1 two transporters responsi-
ble for the export of endogenous cholesterol.
Associated to the crucial role of cholesterol on
prostate cancer development, LXR activation
thus reduces the potential pathogenicity of
over accumulation of cholesterol, and therefore
may limit the development of PCa.

LXRs induce apoptosis of prostate cancer cell
line through lipid raft signaling: Activation of
LXRs is associated with an important decrease
of phosphorylation of Akt, a key player in the
mechanism of cell survival, at the level of lipid
rafts [68]. When LXRs are liganded, the pool of
cholesterol is decreased in prostate cancer
cells in parallel with lipid raft size and number.
The consequences are a decrease in activated
Akt and the induction of cells apoptosis [80,
81]. Then the effect of LXR activation on lipid
rafts and PCa cells is very similar to that
observed after statin treatment, thus highlight-
ing LXRs as a potential therapeutic target in
PCa.

LXRs down-modulate inflammatory molecules
correlated with cancer: Cancers are often asso-
ciated with increased inflammation inside and
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surrounding the tumor [82]. This phenomenon
is also characteristic of PCa, since a strong
iNOS accumulation is found in tumor compared
to peripheral tissue in PCa [83, 84] and is asso-
ciated with high Gleason score [83, 85].
Associated to iINOS, COX-2, another pro-inflam-
matory enzyme, is highly expressed in tumor
associated macrophages [86]. In the mouse
model of prostate cancer TRAMP, Cox-2 expres-
sion increases with progression of carcinogen-
esis and the use of a COX-2 inhibitor increases
the survival of mice with prostate cancer [87].
Additionally, IL-6, which promotes tumor growth
[88], and activates the PI-3K/Akt signal trans-
duction pathway [89], is highly expressed and
associated with morbidity in PCa [90-92].
These observations are of particular interest
since LXRs are known to down-modulate the
accumulation of inflammatory molecules as
iNOS, COX-2 and IL-6 [93], another argument
making them good targets in PCa.

Pharmacologically targeting LXRs in PCa: Are
the Good always trustable?

Considering the various beneficial effect of LXR
activation on PCa ex vivo and in mouse models,
using LXR modulators to treat patients seems
very promising [9, 94]. Unfortunately, most of
the LXR agonists also have a consistent delete-
rious effect since they lead to transient hyper-
triglyceridemia ([95] and reviewed in [96]). The
screening of new LXR-ligands is currently under
active investigations to limit this inconvenience
[97]. The first tissue specific LXR ligand identi-
fied has been the (22E)-ergost-22-ene-
1a,2Bdiol (YT-32). In mice, oral gavage with
YT-32 decreased the amount of cholesterol
present in the plasma and led to the intestinal
accumulation of the LXR-target genes ABCAL,
ABCG5 and ABCG8 without any modification of
the expression of these genes in the liver [98].
More recently another intestine specific ligand
of LXRs, GW6340, leads to LXR- target gene
accumulation in the small intestine without
increasing neither the liver triglycerides content
or the hepatic LXR target genes expression
[99]. Besides this side effect due to a hepatic
activity of LXRs on the triglyceride synthesis,
the fact that LXRs are also highly expressed in
many tissues has to be taken into account.
Hence, LXR-623 agonist was tested in healthy
volunteers [100]. The authors showed a higher
accumulation of the expression of ABCA1 and
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ABCG1 in blood cells in parallel with lowering
the LDL and cholesterol levels in the serum
[101]. Unfortunately, an important adverse
effect on the central nervous system was
observed, which ended the trial [100]. As for
the other nuclear receptors targeted in breast
(ER) and prostate (AR) cancers, the develop-
ment of selective Liver X modulators (SLiM)
[96] could be a very promising treatment option
in numbers of different pathology where cho-
lesterol is involved, including in cancer.
Considering the potential important role of
LXRs and cholesterol in prostate cancer, the
use of SLIM may slow down the evolution into
high grade PCa, although more investigations
will be necessary.

Acknowledgments

Chester’'s lab is supported by grants from
Association de Recherche sur les Tumeurs
Prostatiques, Ligue contre le Cancer (Allier
committee), Fondation pour la Recherche
Médicale (FRM), Fondation BNP-Paribas,
Association pour la Recherche contre le Cancer
(ARC) and Cancéropdle Lyon Rhoéne-Alpes
Auvergne (CLARA). A. Pommier and J. Dufour
were funded by MNERT and ARC grants. H. De
Boussac was funded by Région Auvergne
“Nouveau Chercheur” program.

Declaration of conflicts of interest

The authors have nothing to declare.

Address correspondence to: Jean-Marc A.
Lobaccaro, “Génétique Reproduction et Développe-
ment”, UMR CNRS GReD 6293-Clermont Université-
INSERM 1103, 24 avenue des Landais, 63171
BP80026 - Aubiéere Cedex, France. Phone: 33 4 73
40 74 16; E-mail: j-marc.lobaccaro@univ-bpcler-
mont.fr

References

[1] Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E
and Forman D. Global cancer statistics. CA
Cancer J Clin 2011; 61: 69-90.

[2] Teboul M, Enmark E, Li Q, Wikstrom AC, Pelto-
Huikko M and Gustafsson JA. OR-1, a member
of the nuclear receptor superfamily that inter-
acts with the 9-cis-retinoic acid receptor. Proc
Natl Acad Sci U S A 1995; 92: 2096-100.

[3]  Willy PJ, Umesono K, Ong ES, Evans RM, Hey-
man RA and Mangelsdorf DJ. LXR, a nuclear
receptor that defines a distinct retinoid re-

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69


mailto:j-marc.lobaccaro@univ-bpclermont.fr
mailto:j-marc.lobaccaro@univ-bpclermont.fr




(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

(11]

(12]

[13]

[14]

65

LXRs, prostate cancer and cholesterol

sponse pathway. Genes Dev 1995; 9: 1033-
45,

Janowski BA, Willy PJ, Devi TR, Falck JR and
Mangelsdorf DJ. An oxysterol signalling path-
way mediated by the nuclear receptor LXR al-
pha. Nature 1996; 383: 728-31.

Williams S, Bledsoe RK, Collins JL, Boggs S,
Lambert MH, Miller AB, Moore J, McKee DD,
Moore L, Nichols J, Parks D, Watson M, Wisely
B and Willson TM. X-ray crystal structure of the
liver X receptor beta ligand binding domain:
regulation by a histidine-tryptophan switch. J
Biol Chem 2003; 278: 27138-43.

Hoerer S, Schmid A, Heckel A, Budzinski RM
and Nar H. Crystal structure of the human liver
X receptor beta ligand-binding domain in com-
plex with a synthetic agonist. J Mol Biol 2003;
334: 853-61.

Chen M, Bradley MN, Beaven SW and Tontonoz
P. Phosphorylation of the liver X receptors.
FEBS Lett 2006; 580: 4835-41.

Yamamoto T, Shimano H, Inoue N, Nakagawa
Y, Matsuzaka T, Takahashi A, Yahagi N, Sone H,
Suzuki H, Toyoshima H and Yamada N. Protein
kinase A suppresses sterol regulatory element-
binding protein-1C expression via phosphoryla-
tion of liver X receptor in the liver. J Biol Chem
2007; 282: 11687-95.

Viennois E, Pommier AJ, Mouzat K, Oumed-
dour A, El Hajjaji FZ, Dufour J, Caira F, Volle DH,
Baron S and Lobaccaro JM. Targeting liver X
receptors in human health: deadlock or prom-
ising trail? Expert Opin Ther Targets 2011; 15:
219-32.

Reschly EJ, Ai N, Welsh WJ, Ekins S, Hagey LR
and Krasowski MD. Ligand specificity and evo-
lution of liver X receptors. J Steroid Biochem
Mol Biol 2008; 110: 83-94.

Peet DJ, Turley SD, Ma W, Janowski BA, Lobac-
caro JM, Hammer RE and Mangelsdorf DJ.
Cholesterol and bile acid metabolism are im-
paired in mice lacking the nuclear oxysterol
receptor LXR alpha. Cell 1998; 93: 693-704.
Janowski BA, Grogan MJ, Jones SA, Wisely GB,
Kliewer SA, Corey EJ and Mangelsdorf DJ.
Structural requirements of ligands for the oxy-
sterol liver X receptors LXRalpha and LXRbeta.
Proc Natl Acad Sci U S A 1999; 96: 266-71.
Schultz JR, Tu H, Luk A, Repa JJ, Medina JC, Li
L, Schwendner S, Wang S, Thoolen M, Man-
gelsdorf DJ, Lustig KD and Shan B. Role of
LXRs in control of lipogenesis. Genes Dev
2000; 14: 2831-8.

Collins JL, Fivush AM, Watson MA, Galardi CM,
Lewis MC, Moore LB, Parks DJ, Wilson JG, Tip-
pin TK, Binz JG, Plunket KD, Morgan DG, Beau-
det EJ, Whitney KD, Kliewer SA and Willson TM.
Identification of a nonsteroidal liver X receptor

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

agonist through parallel array synthesis of ter-
tiary amines. J Med Chem 2002; 45: 1963-6.
Goldstein JL and Brown MS. Regulation of the
mevalonate pathway. Nature 1990; 343: 425-
430.

Alberti S, Schuster G, Parini P, Feltkamp D, Dic-
zfalusy U, Rudling M, Angelin B, Bjorkhem I,
Pettersson S and Gustafsson JA. Hepatic cho-
lesterol metabolism and resistance to dietary
cholesterol in LXRbeta-deficient mice. J Clin
Invest 2001; 107: 565-73.

Chen Y and Hughes-Fulford M. Human pros-
tate cancer cells lack feedback regulation of
low-density lipoprotein receptor and its regula-
tor, SREBP2. Int J Cancer 2001; 91: 41-5.
Zelcer N, Hong C, Boyadjian R and Tontonoz P.
LXR regulates cholesterol uptake through Idol-
dependent ubiquitination of the LDL receptor.
Science 2009; 325: 100-4.

Repa JJ, Turley SD, Lobaccaro JA, Medina J, Li
L, Lustig K, Shan B, Heyman RA, Dietschy JM
and Mangelsdorf DJ. Regulation of absorption
and ABC1-mediated efflux of cholesterol by
RXR heterodimers. Science 2000; 289: 1524-
9.

Repa JJ, Liang G, Ou J, Bashmakov Y, Lobac-
caro JM, Shimomura |, Shan B, Brown MS,
Goldstein JL and Mangelsdorf DJ. Regulation
of mouse sterol regulatory element-binding
protein-1c gene (SREBP-1c) by oxysterol recep-
tors, LXRalpha and LXRbeta. Genes Dev 2000;
14: 2819-30.

Venkateswaran A, Laffitte BA, Joseph SB, Mak
PA, Wilpitz DC, Edwards PA and Tontonoz P.
Control of cellular cholesterol efflux by the nu-
clear oxysterol receptor LXR alpha. Proc Natl
Acad Sci U S A 2000; 97: 12097-102.
Venkateswaran A, Repa JJ, Lobaccaro JM,
Bronson A, Mangelsdorf DJ and Edwards PA.
Human white/murine ABC8 mRNA levels are
highly induced in lipid-loaded macrophages. A
transcriptional role for specific oxysterols. J
Biol Chem 2000; 275: 14700-7.

Laffitte BA, Repa JJ, Joseph SB, Wilpitz DC,
Kast HR, Mangelsdorf DJ and Tontonoz P. LXRs
control lipid-inducible expression of the apoli-
poprotein E gene in macrophages and adipo-
cytes. Proc Natl Acad Sci U S A 2001; 98: 507-
12.

Wu JE, Basso F, Shamburek RD, Amar MJA, Va-
isman B, Szakacs G, Joyce C, Tansey T, Free-
man L, Paigen BJ, Thomas F, Brewer HB Jr and
Santamarina-Fojo S. Hepatic ABCG5 and
ABCGS8 overexpression increases hepatobiliary
sterol transport but does not alter aortic ath-
erosclerosis in transgenic mice. J Biol Chem
2004; 279: 22913-22925.

Yu L, York J, von Bergmann K, Lutjohann D, Co-
hen JC and Hobbs HH. Stimulation of choles-

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69






[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

66

LXRs, prostate cancer and cholesterol

terol excretion by the liver X receptor agonist
requires ATP-binding cassette transporters G5
and G8. J Biol Chem 2003; 278: 15565-70.
Repa JJ, Berge KE, Pomajzl C, Richardson JA,
Hobbs H and Mangelsdorf DJ. Regulation of
ATP-binding cassette sterol transporters
ABCG5 and ABCGS by the liver X receptors al-
pha and beta. J Biol Chem 2002; 277: 18793-
800.

Volle DH, Mouzat K, Duggavathi R, Siddeek B,
Déchelotte P, Sion B, Veyssiére G, Benahmed
M and Lobaccaro J-MA. Multiple roles of the
nuclear receptors for oxysterols liver X receptor
to maintain male fertility. Mol Endocrinol 2007;
21:1014-1027.

Lee JH, Gong H, Khadem S, Lu Y, Gao X, Li S,
Zhang J and Xie W. Androgen deprivation by
activating the liver X receptor. Endocrinology
2008; 149: 3778-88.

Brown MS and Goldstein JL. Suppression of
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reduc-
tase activity and inhibition of growth of human
fibroblasts by 7-ketocholesterol. J Biol Chem
1974; 249: 7306-14.

Gronberg H. Prostate cancer epidemiology.
Lancet 2003; 361: 859-64.

Sakr WA, Haas GP, Cassin BF, Pontes JE and
Crissman JD. The frequency of carcinoma and
intraepithelial neoplasia of the prostate in
young male patients. J Urol 1993; 150: 379-
85.

Bostwick DG, Burke HB, Djakiew D, Euling S,
Ho SM, Landolph J, Morrison H, Sonawane B,
Shifflett T, Waters DJ and Timms B. Human
prostate cancer risk factors. Cancer 2004;
101: 2371-490.

Cook LS, Goldoft M, Schwartz SM and Weiss
NS. Incidence of adenocarcinoma of the pros-
tate in Asian immigrants to the United States
and their descendants. J Urol 1999; 161: 152-
5.

Watanabe M, Nakayama T, Shiraishi T, Stem-
mermann GN and Yatani R. Comparative stud-
ies of prostate cancer in Japan versus the
United States. A review. Urol Oncol 2000; 5:
274-283.

Shimizu H, Ross RK, Bernstein L, Yatani R,
Henderson BE and Mack TM. Cancers of the
prostate and breast among Japanese and
white immigrants in Los Angeles County. Br J
Cancer 1991; 63: 963-6.

White C. the occurence of crystals in tumours.
J Pathol Bacteriol 1909; 13: 3-10.

Swyer G. The cholesterol content of normal
and enlarged prostates. Cancer Res 1942; 2:
372-375.

Dessi S, Batetta B, Pulisci D, Spano O, Anchisi
C, Tessitore L, Costelli P, Baccino FM, Aroasio E
and Pani P. Cholesterol content in tumor tis-

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[49]

sues is inversely associated with high-density
lipoprotein cholesterol in serum in patients
with gastrointestinal cancer. Cancer 1994; 73:
253-8.

Rudling M and Collins VP. Low density lipopro-
tein receptor and 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase mRNA levels are coordi-
nately reduced in human renal cell carcinoma.
Biochim Biophys Acta 1996; 1299: 75-9.
Yoshioka Y, Sasaki J, Yamamoto M, Saitoh K,
Nakaya S and Kubokawa M. Quantitation by
(1)H-NMR of dolichol, cholesterol and choline-
containing lipids in extracts of normal and pha-
thological thyroid tissue. NMR Biomed 2000;
13: 377-83.

Graziani SR, Igreja FA, Hegg R, Meneghetti C,
Brandizzi LI, Barboza R, Amancio RF, Pinotti JA
and Maranhao RC. Uptake of a cholesterol-rich
emulsion by breast cancer. Gynecol Oncol
2002; 85: 493-7.

Tatidis L, Masquelier M and Vitols S. Elevated
uptake of low density lipoprotein by drug resis-
tant human leukemic cell lines. Biochem Phar-
macol 2002; 63: 2169-80.

Caruso MG, Notarnicola M, Santillo M, Cavalli-
ni A and Di Leo A. Enhanced 3-hydroxy-3-meth-
yl-glutaryl coenzyme A reductase activity in hu-
man colorectal cancer not expressing low
density lipoprotein receptor. Anticancer Res
1999; 19: 451-4.

Freeman MR and Solomon KR. Cholesterol
and prostate cancer. J Cell Biochem 2004; 91:
54-69.

Michaud DS, Augustsson K, Rimm EB, Stamp-
fer MJ, Willet WC and Giovannucci E. A pro-
spective study on intake of animal products
and risk of prostate cancer. Cancer Causes
Control 2001; 12: 557-67.

Key TJ, Fraser GE, Thorogood M, Appleby PN,
Beral V, Reeves G, Burr ML, Chang-Claude J,
Frentzel-Beyme R, Kuzma JW, Mann J and
McPherson K. Mortality in vegetarians and
nonvegetarians: detailed findings from a col-
laborative analysis of 5 prospective studies.
Am J Clin Nutr 1999; 70: 516S-524S.

Kolonel LN, Nomura AM and Cooney RV. Di-
etary fat and prostate cancer: current status. J
Natl Cancer Inst 1999; 91: 414-28.

Llaverias G, Danilo C, Wang Y, Witkiewicz AK,
Daumer K, Lisanti MP and Frank PG. A West-
ern-type diet accelerates tumor progression in
an autochthonous mouse model of prostate
cancer. Am J Pathol 177: 3180-91.

West DW, Slattery ML, Robison LM, French TK
and Mahoney AW. Adult dietary intake and
prostate cancer risk in Utah: a case-control
study with special emphasis on aggressive tu-
mors. Cancer Causes Control 1991; 2: 85-94.

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69






(50]

[51]

(52]

(53]

(54]

(55]

[56]

(57]

(58]

[59]

[60]

[61]

67

LXRs, prostate cancer and cholesterol

Jacobs EJ and Gapstur SM. Cholesterol and
cancer: answers and new questions. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 2009; 18: 2805-6.
Shafique K, McLoone P, Qureshi K, Leung H,
Hart C and Morrison DS. Cholesterol and the
risk of grade-specific prostate cancer inci-
dence: evidence from two large prospective
cohort studies with up to 37 years’ follow up.
BMC Cancer 2012; 12: 25.

Kok DE, van Roermund JG, Aben KK, den Hei-
jer M, Swinkels DW, Kampman E and Kiemeney
LA. Blood lipid levels and prostate cancer risk;
a cohort study. Prostate Cancer Prostatic Dis
2011; 14: 340-5.

Mondul AM, Weinstein SJ, Virtamo J and Al-
banes D. Serum total and HDL cholesterol and
risk of prostate cancer. Cancer Causes Control
2011; 22: 1545-52.

Platz EA, Till C, Goodman PJ, Parnes HL, Figg
WD, Albanes D, Neuhouser ML, Klein EA,
Thompson IM and Kristal AR. Men with low se-
rum cholesterol have a lower risk of high-grade
prostate cancer in the placebo arm of the pros-
tate cancer prevention trial. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 2009; 18: 2807-13.
Mostaghel EA, Solomon KR, Pelton K, Freeman
MR and Montgomery RB. Impact of circulating
cholesterol levels on growth and intratumoral
androgen concentration of prostate tumors.
PLoS One 2012; 7: e30062.

Ahn J, Lim U, Weinstein SJ, Schatzkin A, Hayes
RB, Virtamo J and Albanes D. Prediagnostic to-
tal and high-density lipoprotein cholesterol and
risk of cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 2009; 18: 2814-21.

Maltese WA, Defendini R, Green RA, Sheridan
KM and Donley DK. Suppression of murine
neuroblastoma growth in vivo by mevinolin, a
competitive inhibitor of 3-hydroxy-3-methylglu-
taryl-coenzyme A reductase. J Clin Invest
1985; 76: 1748-54.

Shibata MA, Kavanaugh C, Shibata E, Abe H,
Nguyen P, Otsuki Y, Trepel JB and Green JE.
Comparative effects of lovastatin on mammary
and prostate oncogenesis in transgenic mouse
models. Carcinogenesis 2003; 24: 453-9.
Marcelli M, Cunningham GR, Haidacher SJ, Pa-
dayatty SJ, Sturgis L, Kagan C and Denner L.
Caspase-7 is activated during lovastatin-in-
duced apoptosis of the prostate cancer cell
line LNCaP. Cancer Res 1998; 58: 76-83.
Brown M, Hart C, Tawadros T, Ramani V, San-
gar V, Lau M and Clarke N. The differential ef-
fects of statins on the metastatic behaviour of
prostate cancer. Br J Cancer 2012; 106: 1689-
96.

Roy M, Kung HJ and Ghosh PM. Statins and
prostate cancer: role of cholesterol inhibition

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

vs. prevention of small GTP-binding proteins.
Am J Cancer Res 2011; 1: 542-61.

Murtola TJ, Tammela TL, Lahtela J and Auvinen
A. Cholesterol-lowering drugs and prostate
cancer risk: a population-based case-control
study. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
2007; 16: 2226-32.

Shannon J, Tewoderos S, Garzotto M, Beer TM,
Derenick R, Palma A and Farris PE. Statins and
prostate cancer risk: a case-control study. Am J
Epidemiol 2005; 162: 318-25.

Jacobs EJ, Rodriguez C, Bain EB, Wang Y, Thun
MJ and Calle EE. Cholesterol-lowering drugs
and advanced prostate cancer incidence in a
large U.S. cohort. Cancer Epidemiol Biomark-
ers Prev 2007; 16: 2213-7.

Platz EA, Leitzmann MF, Visvanathan K, Rimm
EB, Stampfer MJ, Willett WC and Giovannucci
E. Statin drugs and risk of advanced prostate
cancer. J Natl Cancer Inst 2006; 98: 1819-25.
Hall SA, Page ST, Travison TG, Montgomery RB,
Link CL and McKinlay JB. Do statins affect an-
drogen levels in men? Results from the Boston
area community health survey. Cancer Epide-
miol Biomarkers Prev 2007; 16: 1587-94.
Loeb S, Kan D, Helfand BT, Nadler RB and Cat-
alona WJ. Is statin use associated with pros-
tate cancer aggressiveness? BJU Int 2010;
105: 1222-5.

Zhuang L, Lin J, Lu ML, Solomon KR and Free-
man MR. Cholesterol-rich lipid rafts mediate
akt-regulated survival in prostate cancer cells.
Cancer Res 2002; 62: 2227-31.

Zhuang L, Kim J, Adam RM, Solomon KR and
Freeman MR. Cholesterol targeting alters lipid
raft composition and cell survival in prostate
cancer cells and xenografts. J Clin Invest
2005; 115: 959-68.

Yang G, Truong LD, Timme TL, Ren C, Wheeler
TM, Park SH, Nasu Y, Bangma CH, Kattan MW,
Scardino PT and Thompson TC. Elevated ex-
pression of caveolin is associated with pros-
tate and breast cancer. Clin Cancer Res 1998;
4: 1873-80.

Satoh T, Yang G, Egawa S, Addai J, Frolov A,
Kuwao S, Timme TL, Baba S and Thompson
TC. Caveolin-1 expression is a predictor of re-
currence-free survival in pT2NO prostate carci-
noma diagnosed in Japanese patients. Cancer
2003; 97: 1225-33.

Tahir SA, Yang G, Ebara S, Timme TL, Satoh T,
Li L, Goltsov A, Ittmann M, Morrisett JD and
Thompson TC. Secreted caveolin-1 stimulates
cell survival/clonal growth and contributes to
metastasis in androgen-insensitive prostate
cancer. Cancer Res 2001; 61: 3882-5.
Fukuchi J, Kokontis JM, Hiipakka RA, Chuu CP
and Liao S. Antiproliferative effect of liver X re-

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69






[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

(80]

(81]

[82]

[83]

(84]

68

LXRs, prostate cancer and cholesterol

ceptor agonists on LNCaP human prostate
cancer cells. Cancer Res 2004; 64: 7686-9.
Fukuchi J, Hiipakka RA, Kokontis JM, Hsu S, Ko
AL, Fitzgerald ML and Liao S. Androgenic sup-
pression of ATP-binding cassette transporter
A1 expression in LNCaP human prostate can-
cer cells. Cancer Res 2004; 64: 7682-5.

Chuu CP, Hiipakka RA, Kokontis JM, Fukuchi J,
Chen RY and Liao S. Inhibition of tumor growth
and progression of LNCaP prostate cancer
cells in athymic mice by androgen and liver X
receptor agonist. Cancer Res 2006; 66: 6482-
6.

Zumsteg ZS and Zelefsky MJ. Short-term an-
drogen deprivation therapy for patients with
intermediate-risk prostate cancer undergoing
dose-escalated radiotherapy: the standard of
care? Lancet Oncol 2012; 13: e259-269.
Segawa T, Nau ME, Xu LL, Chilukuri RN, Maka-
rem M, Zhang W, Petrovics G, Sesterhenn IA,
McLeod DG, Moul JW, Vahey M and Srivastava
S. Androgen-induced expression of endoplas-
mic reticulum (ER) stress response genes in
prostate cancer cells. Oncogene 2002; 21:
8749-58.

Krycer JR and Brown AJ. Cross-talk between
the androgen receptor and the liver X receptor:
implications for cholesterol homeostasis. J Biol
Chem 2011; 286: 20637-47.

Chuu CP, Chen RY, Hiipakka RA, Kokontis JM,
Warner KV, Xiang J and Liao S. The liver X re-
ceptor agonist T0901317 acts as androgen
receptor antagonist in human prostate cancer
cells. Biochem Biophys Res Commun 2007;
357: 341-6.

Pommier AJ, Alves G, Viennois E, Bernard S,
Communal Y, Sion B, Marceau G, Damon C,
Mouzat K, Caira F, Baron S and Lobaccaro JM.
Liver X Receptor activation downregulates AKT
survival signaling in lipid rafts and induces
apoptosis of prostate cancer cells. Oncogene
2010; 29: 2712-23.

Dufour J, Viennois E, De Boussac H, Baron S
and Lobaccaro JM. Oxysterol receptors, AKT
and prostate cancer. Curr Opin Pharmacol
2012; 12: 724-8.

Vendramini-Costa DB and Carvalho JE. Molec-
ular link mechanisms between inflammation
and cancer. Current pharmaceutical design
2012; 18: 3831-3852.

Aaltoma SH, Lipponen PK and Kosma VM. In-
ducible nitric oxide synthase (iNOS) expression
and its prognostic value in prostate cancer. An-
ticancer Res 2001; 21: 3101-6.

Klotz T, Bloch W, Volberg C, Engelmann U and
Addicks K. Selective expression of inducible
nitric oxide synthase in human prostate carci-
noma. Cancer 1998; 82: 1897-903.

(85]

(86]

(87]

(88]

(89]

[90]

[91]

[92]

(93]

[95]

[96]

Baltaci S, Orhan D, Gogus C, Turkolmez K, Tulu-
nay O and Gogus O. Inducible nitric oxide syn-
thase expression in benign prostatic hyperpla-
sia, low-and high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia and prostatic carcinoma. BJU Int
2001; 88: 100-3.

Tsai CS, Chen FH, Wang CC, Huang HL, Jung
SM, Wu CJ, Lee CC, McBride WH, Chiang CS
and Hong JH. Macrophages from irradiated tu-
mors express higher levels of iINOS, arginase-|
and COX-2, and promote tumor growth. Int J
Radiat Oncol Biol Phys 2007; 68: 499-507.
Gupta S, Adhami VM, Subbarayan M, MacLen-
nan GT, Lewin JS, Hafeli UO, Fu P and Mukhtar
H. Suppression of prostate carcinogenesis by
dietary supplementation of celecoxib in trans-
genic adenocarcinoma of the mouse prostate
model. Cancer Res 2004; 64: 3334-43.
Steiner H, Godoy-Tundidor S, Rogatsch H, Berg-
er AP, Fuchs D, Comuzzi B, Bartsch G, Hobisch
A and Culig Z. Accelerated in vivo growth of
prostate tumors that up-regulate interleukin-6
is associated with reduced retinoblastoma pro-
tein expression and activation of the mitogen-
activated protein kinase pathway. Am J Pathol
2003; 162: 655-63.

Wegiel B, Bjartell A, Culig Z and Persson JL. In-
terleukin-6 activates PI3K/Akt pathway and
regulates cyclin A1 to promote prostate cancer
cell survival. Int J Cancer 2008; 122: 1521-9.
Siegsmund MJ, Yamazaki H and Pastan I. Inter-
leukin 6 receptor mRNA in prostate carcino-
mas and benign prostate hyperplasia. J Urol
1994; 151: 1396-9.

Twillie DA, Eisenberger MA, Carducci MA, Hseih
WS, Kim WY and Simons JW. Interleukin-6: a
candidate mediator of human prostate cancer
morbidity. Urology 1995; 45: 542-9.

Kuroda K, Nakashima J, Kanao K, Kikuchi E,
Miyajima A, Horiguchi Y, Nakagawa K, Oya M,
Ohigashi T and Murai M. Interleukin 6 is asso-
ciated with cachexia in patients with prostate
cancer. Urology 2007; 69: 113-7.

Joseph SB, Castrillo A, Laffitte BA, Mangelsdorf
DJ and Tontonoz P. Reciprocal regulation of in-
flammation and lipid metabolism by liver X re-
ceptors. Nat Med 2003; 9: 213-9.

Chuu CP, Kokontis JM, Hiipakka RA and Liao S.
Modulation of liver X receptor signaling as nov-
el therapy for prostate cancer. J Biomed Sci
2007; 14: 543-53.

Joseph SB, Laffitte BA, Patel PH, Watson MA,
Matsukuma KE, Walczak R, Collins JL, Osborne
TF and Tontonoz P. Direct and indirect mecha-
nisms for regulation of fatty acid synthase
gene expression by liver X receptors. J Biol
Chem 2002; 277: 11019-25.

Viennois E, Mouzat K, Dufour J, Morel L, Lobac-
caro JM and Baron S. Selective liver X receptor

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69






[97]

[98]

[99]

69

LXRs, prostate cancer and cholesterol

modulators (SLiMs): what use in human
health? Mol Cell Endocrinol 351: 129-41.
Jakobsson T, Treuter E, Gustafsson J-A and
Steffensen KR. Liver X receptor biology and
pharmacology: new pathways, challenges and
opportunities. Trends in pharmacological sci-
ences 2012; 33: 394-404.

Kaneko E, Matsuda M, Yamada Y, Tachibana Y,
Shimomura | and Makishima M. Induction of
intestinal ATP-binding cassette transporters by
a phytosterol-derived liver X receptor agonist. J
Biol Chem 2003; 278: 36091-8.

Yasuda T, Grillot D, Billheimer JT, Briand F,
Delerive P, Huet S and Rader DJ. Tissue-specif-
ic liver X receptor activation promotes macro-
phage reverse cholesterol transport in vivo.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2010; 30: 781-
6.

[100] Katz A, Udata C, Ott E, Hickey L, Burczynski

ME, Burghart P, Vesterqvist O and Meng X.
Safety, pharmacokinetics, and pharmacody-
namics of single doses of LXR-623, a novel
liver X-receptor agonist, in healthy participants.
J Clin Pharmacol 2009; 49: 643-9.

[101] Quinet EM, Basso MD, Halpern AR, Yates DW,

Steffan RJ, Clerin V, Resmini C, Keith JC, Ber-
rodin TJ, Feingold I, Zhong W, Hartman HB, Ev-
ans MJ, Gardell SJ, DiBlasio-Smith E, Mounts
WM, LaVallie ER, Wrobel J, Nambi P and Vlasuk
GP. LXR ligand lowers LDL cholesterol in pri-
mates, is lipid neutral in hamster, and reduces
atherosclerosis in mouse. J Lipid Res 2009;
50: 2358-70.

Am J Cancer Res 2013;3(1):58-69






Annexes

Article 4 :

Oxysterol receptors, AR'T and prostate cancer.

Dufour J, Viennois E, De Boussac H, Baron S, Lobaccaro JM. Curr Opin Pharmacol. 2012
Dec;12(6):724-8. doi: 10.1016/j.coph.2012.06.012. Epub 2012 Jul 19. Review

90






s

ELSEVIE

Available online at www.sciencedirect.com

SciVerse ScienceDirect

Current Opinion in

Pharmacology

Oxysterol receptors, AKT and prostate cancer

Julie Dufour’#3*, Emilie Viennois'**>*, Hugues De Boussac
and Jean-Marc Lobaccaro

Silvére Baron'?34

Oxysterols derive from cholesterol oxidation. They display
various biological activities such as regulating cholesterol, fatty
acid and glucose homeostasis as well as cell survival/
apoptosis balance. Oxysterols display these metabolic and
transcriptional activities mainly through their nuclear receptors
known as Liver X Receptors (LXRs) « and B. There is
accumulating evidence that LXRs are key modulators of
prostate cancer cell survival. Hence, LXR activation increases
cholesterol efflux and induces a disruption of lipid rafts. The
decrease of membrane cholesterol causes a down regulation
of AKT survival pathway and consequently apoptosis.
Moreover cholesterol is associated with an increased risk of
developing aggressive forms of prostate cancer. These data
highlight the interest of targeting the LXR-AKT axis in prostate
carcinogenesis.
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Introduction

Oxysterols are oxygenated derivatives of cholesterol.
They are widely distributed in nature [1°°]. These mol-
ecules exhibit many biological activities ranking from
potent inhibitors of cholesterol biosynthesis to the inhi-
bition of cell replication and/or induction of apoptosis [2],
suggesting that they could be used as pharmacological
molecules in cancer. Oxysterols are important cholesterol
metabolites involved in bile acids and steroid hormones
biosynthesis. Their effects on cellular membranes, on
specific enzyme systems as well as cytotoxic, atherogenic,
mutagenic, and carcinogenic activities make them a full-
fledged of signal molecules. Hence, an increase of their

1,2,3,4
H
1,2,3,4

concentration has been associated to several cancers such
as colon, lung, skin, breast, and bile ducts [3°]. Oxysterols
are produced by either the attack of cholesterol by reac-
tive oxygen species (e.g., 7-ketocholesterol and 73-hydro-
xycholesterol) or by specific enzymatic reactions (e.g.,
24(S)-hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, and
27-hydroxycholesterol). In plasma membrane, cholesterol
is a constituent of lipid rafts, domains acting as signal
transduction platforms. In these rafts, AK'T is recruited
and activated by phosphorylation [4]. Also known as
protein kinase B, AKT is a serine/threonine-specific
protein kinase that plays a key role in multiple cellular
processes including apoptosis. Because activation of the
AKT pathway is frequent in prostate cancer (PCa), tar-
geting its activation represents a promising therapeutic
approach [5]. Among the various risk factors associated
with PCa, cholesterol has also been pointed out in numer-
ous studies [6°]. This cancer is the second most fre-
quently diagnosed cancer and the sixth leading cause
of cancer in men [7]. The main treatment of recurrent
PCa is currently the androgen withdrawal therapy. Unfor-
tunately, patients eventually relapse, developing
castration resistant prostate cancer (CRPC) [8]. These
data thus highlight the importance of finding new thera-
peutic targets to decrease the incidence and progression
of PCa. Interestingly, men with higher cholesterol level
have a greater risk of developing high-grade PCa but not
overall risk of PCa. Interventions to reduce metabolic risk
factors may have a role in reducing incidence of aggres-
sive PCa [9]. Liver X Receptors (LXRs) a and B are
ligand-inducible transcription factors, regulating choles-
terol homeostasis [10]. Previous studies demonstrate an
anti-proliferative and a pro-apoptotic effect of LXR acti-
vation in PCa cell lines suggesting a protective role of
these receptors in this cancer [11°].

"This review will focus on the role of the nuclear receptors
LXRs in PCa, how AK'T modulates cell proliferation, and
finally whether LXR-AK'T axis could be a good pharma-
cological target in PCa.

LXRa and LXRp, two bona fide oxysterol
receptors

Even though oxysterols have been described 7z vitro to
activate other nuclear receptors such as FXRa/NR1H4
[12] and ROR/NR1F1-3 [13], i# vivo analyses demon-
strated that specific oxygenated derived molecules were
true physiological ligands of LXRs [14]. It is noteworthy
that oxysterols were reported to modulate estrogen recep-
tors as well [15,16].
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Biochemical structure and functioning

LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2) belong to the
nuclear receptor superfamily [2]. Four functional domains
have thus been identified: an activating function (AF1)
motif where coactivators are recruited, in amino-terminus
part; the DNA-binding domain made up of a two zinc
fingers motif involved in the recognition of the response
element and the formation of the heterodimer; a hinge
domain linking the DNA-binding domain and the ligand-
binding domain; in carboxy-terminus, the ligand-binding
domain made up of a hydrophobic pocket where the
ligand can be fixed and an activating function (AF2)
permitting the recruitment of coactivators in presence
of ligand.

Even though both LXRs can bind as monomer on some
promoters [11°], they usually bind with RXR, the receptor
of 9-cis retinoic acid. In absence of ligand, the transcrip-
tional activity of the heterodimer is inhibited by repres-
sors. The ligand binding induces modifications of the
carboxy-terminal domain releasing the co-repressors and
trapping the ligand in its binding pocket, which reinforces
the fixation of co-activators leading to a permissive state
of the chromatin. Then, the transcriptional machinery is
recruited inducing the transcription of target genes. Post-
translational modifications (deacetylation, ubiquitinyla-
tion, SUMOylation, phosphorylations) can modulate
LXR-RXR transcriptional activity [11°].

LXRa and LXR@, two major actors of prostate
physiology

Despite the huge amount of physiological functions
described so far for both LXRs in wvarious tissues
[17,18], their involvement in prostate remains largely
unknown. I# vivo analyses on LLXR-deficient mice and
ex vivo experiments on established PCa cell lines provide
some information on the main roles of these receptors in
prostate. From these studies, it appears that LXRs
regulate cholesterol homeostasis in prostate. Indeed,
pharmacological activation of LXRs using a synthetic
agonist such as T0901317 induces the accumulation of
A'TP-binding cassette (ABC) transporters Al [19] and G1
[20°°], responsible for cholesterol export. Beyond this
traditional activity, LXRs stimulation by T0901317
decreases the percentage of LNCaP cells in S-phase
and increases the percentage of cells in G1-phase, sup-
pressing the accumulation of S-phase kinase-associated
protein 2 (Skp2) which stimulates degradation of the cell
cycle inhibitor p27P! [21°°]. In parallel of the prolifer-
ation blockade, LXRs lead to apoptosis of LNCaP cells by
the disruption of the lipid raft signaling [20°°], through a
decrease of the cholesterol content in membrane and a
reduction of the phosphorylated fraction of AKT associ-
ated with lipid raft. These anti-proliferative and pro-
apoptotic effects of LXR agonists have also been proved
in vivo using athymic mice xenografted with LNCaP cells
and orally gavaged with T0901317 [20°°,21°°]. Hence we
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and others pointed out the pharmacological potential of
activating LXRs in order to increase apoptosis and/or
decrease proliferation in PCa. Noteworthy, androgens
involved in the development of PCa are able to inhibit
LXRs in LNCaP cells [22].

Furthermore, LXRa also presents a crucial role in the
mouse ventral prostate homeostasis. Kim er a/. [23]
showed, in LXRa-deficient mice, a hypertrophy of the
stromal compartment associated with an activation of the
TGFRB pathway and epithelial proliferative cells. We
showed that LXRa controls spermine-binding protein,
highly regulated by androgens [24], through a non-direct
transcriptional mechanism. Generation of chimera recom-
binant prostates demonstrates that LXRa is involved in
the establishment of the epithelial-mesenchymal inter-
actions in the prostate. LXRa-deficient mice might thus
be a good model to investigate the molecular mechanisms
of benign prostatic hyperplasia (BPH).

PISBK-AKT signaling pathway in prostate
cancer

Activated phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and its down-
stream target AKT/PKB are important signaling mol-
ecules and key survival factors involved in the control
of cell proliferation, apoptosis and thus oncogenesis.
Three types of effectors are able to activate PI3K: growth
factor receptors such as IGF-R (insulin growth factor-
receptor) or PDGF-R (platelet derived growth factor-
receptor); phosphoproteins like IRS-1/2 (insulin receptor
substrate 1/2), CBL or Gab 1/2 (Grb 2-associated binder 1/
2); the oncoprotein Ras (cellular murine sarcoma virus
oncogene homolog) [25]. The products of the PI3K
reaction are dephosphorylated by two types of phospha-
tases, PI'EN (Phosphatase and TENsin homolog) and
SHIP-1/2 (SH2-domain-containing inositol phosphatase).
Interestingly the PTEN tumor suppressor gene is lost or
mutated in a large number of human cancers including

PCa [26].

The PI3K-AKT pathway is constitutively activated in
many cancers such as colon, pancreas, and glioblastomas.
Several ways have been described to explain this aberrant
activation [27].

The early lesion of PCa is the prostatic intra-epithelial
neoplasia characterized by a hyperproliferation of the
epithelium. PTEN expression is often decreased in these
lesions and frequently lost with the progression of cancer,
resulting in AK'T activation [28]. The commonly used
PC-3 and LNCaP cell lines are PTEN null cells as they
display respectively Pren deletion and point mutations
[29]. In these cells, AK'T is constitutively phosphorylated
and activates its downstream targets, including GSK3,
FOXO, among others. Other actors of the PI3K/AKT
pathway can be modified since 30% of patients with a
CRPC display PI3K catalytic subunit mutations [28].
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Figure 1
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Schematic effect of cholesterol on cell apoptosis. (a) When the level of plasma cholesterol is high, influx increases and consequently cholesterol
intracellular level. In parallel increased de novo cholesterol synthesis by HMGCoA reductase could have the same effect. Cholesterol could thus be
accumulated at the membrane within the lipid rafts inducing their coalescence and the activation of PISK/AKT survival pathway. (b) Intracellular
cholesterol could be decreased by acting on two pathways: statins block de novo synthesis; selective liver X modulators (SLiMs) by activating LXRs
increase cholesterol efflux and decrease cholesterol influx [11°]. Lipid rafts are destructurated, PISBK/AKT activation is decreased and apoptosis

enhanced [20°°]. P-AKT, phosphorylated AKT.

LXR modulation, a way to downregulate AKT
survival pathway?

Several data underline that high quantity of circulating
cholesterol increases the risk of aggressive forms of PCa
whereas statins, a class of cholesterol lowering agents that
inhibit 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-
CoA) reductase, induce apoptosis and prevent metastasis
of cancer cells [6°].

Cholesterol is a major component of rafts which are
microdomains enriched in phospholipids and sphingoli-
pids with highly saturated hydrocarbon chains. The
model for signal transduction in raft is based on the
association of the receptor at steady state with rafts. In
raft coalescence [30], these receptors are activated by
ligand binding and recruit crosslinking proteins.

T'wo-subsets of lipid rafts are actually involved in cancer
[31]. ‘Cer-rafts’ are enriched domains with ceramide,
sphingomyeline and proteins, like FAS, FASL and
death-inducing signaling complex and mainly induce
apoptosis. Conversely, ‘chol-rafts’ are enriched with cho-
lesterol, sphingomyeline, ganglioside and proteins such as
Caveolins, CD44 and receptor tyrosine kinase family
members, and regulate cellular homeostasis. Interest-
ingly, in many signaling alterations, ‘chol-rafts’ promote
cell transformation, tumor progression, angiogenesis and
metastasis (Figure 1). Cholesterol has a preponderant role
in lipid raft coalescence, which increases the size of the

signaling platform [32]. In LNCaP cells, the cholesterol
content in membrane regulates apoptosis in particular via
the inhibition of EGFR/ERK and EGFR/AKT activities
[31,33]. Mice xenografted with LNCaP cells, deleted in
caveolin and pren, display an increase of AK'T' phosphoryl-
ation, promoting their survival when they are fed a
cholesterol enriched diet. Conversely, simvastatin
decreases raft-associated AK'T" phosphorylation [34].

As cholesterol homeostasis is controlled especially by the
LXR pathway, we investigated a potential implication of
these nuclear receptors in prostate carcinogenesis [20°°].
We demonstrated that it was possible to downregulate
AK'T phosphorylation in lipid rafts of human PCa cells
LNCaP by activating LXRs (Figure 1). Replenishment of
cell membranes with exogenous cholesterol antagonized
these effects, showing that cholesterol was a key modu-
lator in this process. Interestingly, LXRs activation has an
anti-proliferative effect on other cancers such as breast
[35], ovaries [36], colon [37] and induces apoptosis of
glioblastoma cells by inhibiting an EGFR/AKT/SREBP-
1/LDLR pathway [38]. Altogether, pharmacological
modulation of LLXRs activity could thus reduce tumor
growth, in particular in prostate, by enhancing apoptosis
in a lipid raft-dependent manner.

Conclusions and perspectives
Even though PCa is diagnosed in elders, the economic
burden of this cancer is substantial and growing. This fact
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highlights the necessity to find new therapeutic targets
and to develop new molecules. The therapeutic potential
of LXR ligands in PCa is definitely promising. However,
T0901317 and GW3965, two nonsteroid synthetic LXR
agonists, are commonly used in experimental studies but
a human therapeutic use of these molecules is impossible
because of their temporary hypertriglyceridemic effect.
Up to now, the LXR agonist tested in phase I clinical trial,
even though acting specifically in macrophages without
any lipogenic effect, has been excluded due to central
nervous system adverse effects [39]. An alternative will be
the development of SLiMs (selective liver X modulators)
[11°] to activate LLXRs specifically in the target tissue
(Figure 1). But this is another story.
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LXRa regulates androgen response in prostate epithelium.
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Lxra Regulates the Androgen Response in Prostate
Epithelium
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Benign prostatic hyperplasia isa nonmalignant enlargement of the prostate that commonly occurs
in older men. We show that liver X receptor (Lxr)-a knockout mice (Ixra~'~) develop ventral pros-
tate hypertrophy, correlating with an overaccumulation of secreted proteins in prostatic ducts and
an alteration of vesicular trafficking in epithelial cells. In the fluid of the Ixra ™/~ prostates, spermine
binding protein is highly accumulated and shows a 3000-fold increase of its mRNA. This overex-
pression is mediated by androgen hypersensitivity in Ixra™/~ mice, restricted to the ventral prostate.
Generation of chimeric recombinant prostates demonstrates that Lxra is involved in the estab-
lishment of the epithelial-mesenchymal interactions in the mouse prostate. Altogether these re-
sults point out the crucial role of Lxra in the homeostasis of the ventral prostate and suggest Ixra ™/~
mice may be a good model to investigate the molecular mechanisms of benign prostatic

hyperplasia. (Endocrinology 153: 3211-3223, 2012)

enign prostate hyperplasia (BPH) is a common disor-

der that affects 50% of 60-yr-old men (1) character-
ized by lower urinary tract disorders having severe effects
on the quality of life. Three main forms of BPH have been
described: glandular, fibrous, and muscular. Pharmaco-
logical treatment of BPH relies on two types of medica-
tions: Sa-reductase inhibitors, such as finasteride, which
inhibit the conversion of testosterone into dihydrotestos-
terone (DHT) (2), and a-blockers, such as prazosin, which
block the a-adrenergic receptor in the smooth muscle
helping to relax prostate-associated muscle fibers (3). In
addition to pharmacological treatment, transurethral
prostate resection is the reference surgical procedure.
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Androgens are important in prostate embryonic devel-
opment as well as in the adult prostate (4), and androgen-
mediated signaling plays a central role in the etiology of
prostatic hypertrophy. Androgen receptor (AR; NR3C4)
belongs to the nuclear hormone receptor superfamily and
is activated by DHT or testosterone (5, 6). Interestingly,
inhibition of testosterone conversion into DHT, the major
active androgen within the prostate (7), is one of the most
effective pharmacological treatments of BPH (2). Cunha
(8) has extensively described the role of mesenchymal-
epithelial interactions in normal and pathological prostate
development as well as adult prostate homeostasis. Com-

Abbreviations: AR, Androgen receptor; BPH, benign prostate hyperplasia; DHT, dihydrotes-
tosterone; EEAT1, Early endosome antigen 1; IP, immunoprecipitation; LXR, liver X receptor;
MEF, mouse embryonic fibroblast; MPE, mouse prostate epithelial; PMSF, phenylmethyl-
sulfonyl fluoride; SBP, spermine binding protein; UGE, urogenital epithelia; UGM, uro-
genital mesenchyme; VP, ventral prostate; WT, wild type.
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binations were made between mesenchymal and epithelial
tissue derived from normal embryos or mice with the mu-
tation Tfm (9) (testicular feminized) in AR, which inhibits
its function and makes animals insensitive to androgens.
Different combinations of urogenital mesenchyme (UGM)
and urogenital epithelia (UGE) demonstrated that mesen-
chymal-epithelial interactions were necessary for prostate
development. Moreover, AR signaling in epithelial cells is
not sufficient for the morphological development of the
prostate, whereas mesenchymal AR is necessary and suf-
ficient. In addition, these experiments demonstrate the ex-
istence of paracrine factors synthesized by mesenchymal
cells in response to androgens that regulate the function
and survival of epithelial cells.

Recent studies identified liver X receptors (LXR) as
factors involved in prostate physiology (reviewed in Ref.
10). LXRa (NR1H3) and LXRB (NR1H2), two members
of the nuclear receptor superfamily, are bound by oxidized
forms of cholesterol known as oxysterols. Activated LXR
stimulate expression of target genes involved in lipid me-
tabolism (11, 12). Interestingly, LXR ligands such as syn-
thetic T0901317 have antiproliferative effects on the pros-
tate cancer cell line LNCaP (13). We have previously
shown that LXR activation also leads to LNCaP cell death
by apoptosis as well as inhibition of tumor growth in xeno-
graft models (14). Moreover, LXR activity can be down-
regulated by AR in LNCaP cells at the promoter level (15).
This regulation implies the involvement of the N-terminal
domain of AR. Conversely, constitutive activation of Lxr«a
in the liver activates androgen catabolism in mice (16).

Kim et al. (17) demonstrated that Lxra-deficient mice
were characterized by several BPH-like features such as
dilated prostatic ducts, hyperproliferative epithelium, and
hypertrophic stroma. The authors suggested that this phe-
notype resulted from stromal compartment alterations
but did not provide any mechanism to explain the BPH
phenotype. Moreover, knowing the crucial role of andro-
gens in prostate homeostasis, we hypothesized that this
phenotype was in part due to alterations of androgen sig-
naling. Neither the specific role of each compartment in
phenotype establishment nor the specific role of the an-
drogenic pathway has previously been investigated.

The aim of this study was to understand how Lxra
could be involved in prostate physiology and whether
Lxra could interfere with androgen signaling in vivo,
which could account for the BPH-like phenotype in mice
defective for this nuclear receptor.

Materials and Methods

Animal care and animal experiments procedure
Lxr-knockout mice [Ixra™", IxrB~/~, and Ixrap™"" (18)]
and wild-type (WT) mice were maintained on a mixed strain
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background (C57BL/6:129Sv) and housed in a temperature-con-
trolled room with 12-h light, 12-h dark cycles. They were fed ad
libitum with water and Global-diet 2016S (Harlan, Gannat,
France). Eight- to 12-month-old mice were anesthetized by ket-
amine/xylasine; blood was collected by cardiac puncture, where-
upon animals were killed by cervical dislocation and organs har-
vested. Some mice were surgically castrated at 6 months of age.
Three weeks after the surgical procedure, castrated mice received
two daily im injections of 75 ug/kg testosterone propionate for
1 wk (Sigma-Aldrich; L’Isle d’Abeau, France) to allow the pros-
tate to regenerate. Animals were then killed and the ventral pros-
tate (VP) lobes were collected for various analyses. For antian-
drogen experiments, 6-month-old mice were daily gavaged with
the antiandrogen bicalutamide (12 mg/d/kg, Casodex; Astra-
Zeneca, Rueil-Malmaison, France) or with vehicle methyl-cel-
lulose. All the chemicals were from Sigma-Aldrich unless other-
wise indicated. All mouse experiments were performed in
agreement with the local ethic committee (no. CE26-11).

Anatomy and pathology analyses

VP lobes were collected, fixed in 4% PFA, and embedded in
paraffin. Sections were stained with hematoxylin/eosin or Mas-
son’s trichrome and analyzed with an Axioplan 2 microscope
(Carl Zeiss Vision GmbH, LePecq, France). For electron micros-
copy, samples were fixed in 2% glutaraldehyde-0.5% parafor-
maldehyde in cacodylate buffer at 4 C for 24 h. Fixed VP were
subsequently postfixed for 1.5 h in buffered osmium tetraoxide
at 4 C and embedded in Epon Araldite (Delta Microscopies,
Ayguesvives, France). Ultrathin sections was stained with uranyl
acetate and observed with a Hitachi H-7650 transmission electron
microscope (Hitachi Elexience, Verriéres-le-Buisson, France). Use
of human samples was approved by the local ethical committee.
Subjects received counseling and provided written consent for the
study.

Mouse prostate epithelial cell establishment

The culture procedure was derived from methods developed
for mouse vas deferens epithelial cells by Manin et al. (19).
Briefly, mouse prostate epithelial (MPE) cells were harvested
from the VP lobes of 20- to 30-d-old Ixra™"~ or WT mice and
transferred onto cell culture insets (BD Falcon TM, Fontenay-
sous-Bois, France) coated with a thin layer of extracellular ma-
trix gel (Sigma Aldrich) and cultured in complete medium
[DMEM/F12 (50:50; Invitrogen, Oslo, Norway) supplemented
with 0.5% fetal bovine serum (Biowest, Nuaillé, France), cholera
toxin (10 ng/ml), epidermal growth factor (5§ ng/ml), gentamycin
(100 pg/ml), insulin (5 ug/ml), transferrin (10 ug/ml), L-glu-
tamine (2 mm), HEPES (20 mwm), ethanolamine (0.6 ug/ml),
cAMP (25 pg/ml), selenium (17.3 ng/ml), and hydrocortisone
(10 nwm)].

Cell immunofluorescence and lysosomal labeling
MPE were fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized
in PBS Triton X-100 0.1%. Detection were performed using
antirabbit EEA1 (Abcam, Paris, France) and antimouse tubulin
(BD Transduction Laboratories, Le Pont de Claix, France) an-
tibodies and revealed with Alexa 488-conjugated antirabbit and
Alexa 555-conjugated antimouse immunoglobulins (Invitro-
gen). For lysosomal analysis, MPE were incubated in minimal
medium containing 50 mm of lysotrackerRed (Invitrogen).
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Cell culture and transient transfection

Mouse embryonic fibroblast (MEF) were transfected 24 h
after seeding with 1 pg of the luciferase reporter construct ARE-
TK-LUC (20) in combination with 500 ng or 1 ug of pSGS5-hAR
using Lipofectamine 2000 (Sigma-Aldrich). After transfection,
cells were starved for 12 h in a basal medium without growth
factors and were then cultured in DMEM in the absence or the
presence of 1 nm DHT (Sigma-Aldrich) for 24 h. Luciferase ac-
tivity was measured using luciferase assay kit (Promega, Char-
bonniéres-les-Bains, France).

Hormone measurement

Plasma testosterone was extracted with ethyl acetate-cyclo-
hexane as previously described (21) and measured by RIA. The
limit of detection of the testosterone assay was 6 pg/tube, and the
intraassay coefficient of variation was less than 12%. The anti-
serum cross-reacted with Sa-dihydrotestosterone (65 %), 53-di-
hydrotestosterone (49.5%), androstenedione (0.7 %), and less so
with other steroids (<0.1%).

Intraprostatic DHT was quantified using an enzymatic im-
munoassay kit from Diagnostics Biochem Canada Inc. (London,
Canada) (22). Briefly, ventral prostate lobes were homogenized
with tissue lyser (QIAGEN, Les Ulis, France) in a solution of
PBS-0.1 mg/ml BSA. DHT concentration in the homogenate was
determined according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative PCR

mRNA were extracted using the NucleoSpin RNA IT kit (Ma-
cherey Nagel EURL, Hoerdt, France). cDNA was synthesized
with 200 U of Moloney murine leukemia virus-reverse transcrip-
tase (Promega), 5 pmol of random primers (Promega), 40 U
RNAsin (Promega), and 2.5 mm deoxynucleotide triphosphate.
Quantitative PCR was performed on a Mastercycler ep Realplex
(Eppendorf, LePecq, France) using MESA GREEN quantitative
PCR masterMix Plus for SYBR (Eurogentec, Angers, France).
Sequences of the primers used are listed in Supplemental Fig. 1,
published on The Endocrine Society’s Journals Online web site
at http://endo.endojournals.org.

Coomassie blue gel and liquid chromatography
and tandem mass spectrometry analysis

Proteins were extracted using HEPES 20 mm, NaCl 0.42 wm,
MgCl, 1.5 mm, EDTA 0.2 mM, and Nonidet P-40 1% supple-
mented with phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1 mwm
(Sigma-Aldrich), protease inhibitor (Complete 1X; Roche Mo-
lecular Biochemicals, Meylan, France), NaF 0.1 mMm, and
Na,VO; 0.1 mMm (Sigma-Aldrich). Total proteins were loaded on
Mini-PROTEAN TGX 4-15% precast gels (Bio-Rad Labora-
tories, Marnes la Coquette, France), and gels were stained with
Coomassie brilliant blue G-250 (Bio-Rad Laboratories). Protein
bands were excised, destained, and submitted to tryptic diges-
tion, as previously described (23). Briefly, positive ion matrix-
assisted laser desorption ionization mass spectra were recorded
in the reflectron mode of a matrix-assisted laser desorption ion-
ization-time of flight-mass spectrometry (Voyager DE-Pro; Ap-
plied Biosystems, Carlsbad, CA). The Mus musculus Swissprot
database was queried using Mascot software. The following pa-
rameters were considered for the searches: a maximum ion mass
tolerance of =25 ppm, partial oxidation of methionine, and one
maximum miss cleavage.
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Western blot analysis

Total proteins were subjected to denaturing SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose Hybond-ECL membrane (GE
Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France). Detec-
tions were performed using antibodies raised against B-actin
(Sigma-Aldrich), AR (PG21; Millipore, Euromedex, Mundol-
sheim, France), or pan-prostate secretions (a kind gift from Dr.
C. Abate-Shen, Department of Medicine, Columbia University
Medical Center, New York, NY) and revealed with peroxidase-
conjugated antirabbit IgG (P.A.R.L.S, Compiégne, France) using
a Western Lightning System kit (PerkinElmer, Villebon sur
Yvette, France).

Chromatin immunoprecipitation

Ventral prostates were harvested and homogenized in 200 ul
of cell lysis buffer (5 mm 1,4-piperazine diethane sulfonic acid
PIPES, 85 mm KCl, 0.5% Nonidet P-40) supplemented with
PMSF 1 mwM, and protease inhibitors one time. After centrifu-
gation chromatin complexes were fixed by 1% formaldehyde/
PBS for 15 min atroom temperature. Fixation was stopped by the
addition of glycine (125 mM final). After centrifugation, pellets
were washed twice in PBS supplemented with 1 mm PMSF and
protease inhibitors. Nuclei were then lysed 45 min on ice in
nucleus lysis buffer [SO mm Tris-HCI (pH 8.0), 10 mm EDTA,
1% sodium dodecyl sulfate], and chromatin was sheared by son-
ication. Chromatin was then precleared 2 h at 4 C in 500 pul
immunoprecipitation (IP) buffer [0.01% sodium dodecyl sulfate,
1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mm Tris-HCI (pH 8.1)
and 167 mMm NaCl] containing 30 ul of Dynabeads Protein A
(Invitrogen). The beads were subsequently discarded with Mag-
naRack (Invitrogen) and the sample was split in two identical
fractions. Immunoprecipitation was performed overnight at4 C
with 5 ug of negative control IgG (Diagenode, Liége, Belgium) or
specific anti-AR antibody (Millipore). Beads were washed six
times in cold IP buffer and elutions were performed according to
Chelex protocol (Bio-Rad Laboratories). Before PCR, chromatin
samples were further purified using Qiaquick PCR purification
columns (QIAGEN) and eluted in 30 ul of water. PCR was per-
formed on 2 ul of eluted chromatin using GoTaq (Promega).

PCR was performed with the following primers: fkbpS3,
5'-ACCCCCATTTTAATCGGAGAAC-3"and §'-TTTTGAAG
AGCACAGAACACCCT-3";sbp,5'-GCCCCTACTGACCCAG
TATAGC-3’ and 5'-GAACTTTGTTTTCTGCTTATCCCT
CAG-3'; and pbsn, 5'-ATACTAAATGACACAATGTCAA
TG-3' and 5'-CCCCAACACATTTGTTATTCTC-3'. The
targeted androgen-responsive element-containing sequences for
the sbp and fkbp35 promoters were designed as previously de-
scribed (24, 25).

Urogenital sinus dissection and subrenal prostate
regeneration

Urogenital sinuses were collected from embryonicd 16.5 em-
bryos and dissected into UGE and UGM as previously described
(26). Briefly, dissected tissues were carefully digested with 10%
trypsin at 4 C for 60 min and subsequent digestion with deoxy-
ribonuclease (10 mg/ml; Roche). After 5 min, digestion was
stopped with dissecting media (DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum, penicillin-streptomycin, and glutamine; In-
vitrogen). The mesenchyme (UGM) was separated from the ep-
ithelium (UGE). Mesenchymes and epithelia were mixed in type
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sitioning, mice were sutured. The grafts
were harvested 8 wk after surgery. All
mouse experiments were performed in
agreement with the local ethic committee
(no. CE21-11).

Statistical analysis

Values are expressed as means * SEM.
Statistical comparisons were performed us-
ing a two-tailed Student’s # test. A P < 0.05
was considered statistically significant.

Results

Mice lacking Lxra develop
BPH-like features associated with
abnormal epithelial secretory
activity

VP were obtained from 12-month-
old WT, Ixra™"", IxrB~’", and
Ixraf~’" mice. Lobe weights (Fig. 1A)
and sizes (Fig. 1B) were significantly
higher in Ixr~’~ compared with WT
mice. Lxra™’~ mice had the most
prominent phenotype with a 2.7-fold
weight increase compared with WT (vs.
2-fold for IxrB~~ and Ixraf™’" mice).
Therefore, most of the subsequent ex-
periments were carried out using the
Ixra™'"genotype. Macroscopic analy-
sis (Fig. 1C) showed that lxrar ~/~ mice
had urine-filled bladders, a sign of uri-
nary flow obstruction usually observed
in BPH patients. Histological analysis
showed that prostatic ducts were aber-
rantly dilated (Fig. 1, D and E) and

e 4

FIG. 1. Ixra™’~ mice develop prostate hypertrophy. A, VP weight normalized to body weight
of 12-month-old WT, Ixra™"~, IxrB~'~, and IxraB ™'~ mice. *, P < 0.05 compared with the WT
mice; #, P < 0.05 compared with Ixra™'~ mice. B, Macroscopic observation of VP lobes after
necropsy (size in centimeters). Both VP weight and size are increased in Ixra™/~ mice
compared with WT, Ixr~/~, and Ixra~'~ mice (n = 17-26 for each genotype). C,
Macroscopic urogenital tract pictures of Ixra™’~ compared with WT mice. Lxra™’~ mice
develop a bladder enlargement with urine accumulation. D and E, Masson trichrome staining

filled up with large amounts of secre-
tion fluid, which could account for the
increase in VP weight. Interestingly,
this phenotype was restricted to VP
(Supplemental Fig. 2A). These histolog-

of WT, Ixra™"~, Ixr ~/~, and Ixra3~/~ VP, at the age of 8 months. Bars, 200 um. F,
Hematoxylin-eosin staining of human prostate that exhibits the duct enlargement frequently
observed in BPH patients. Bl, Bladder; LP, lateral prostate; VS, seminal vesicle; AP, anterior

prostate; Ur, urethra; Ep, epithelium; Lu, lumen; St, stroma.

1 collagen prepared extemporaneously (collagen, NaOH 1x; BD
Biosciences). Four recombinations were generated: UGEy/
UGMyy; UGE,... , [UGM,.... , ; UGEy/UGM,.... , ;and
UGE,,,._, /UGMy. After collagen polymerization at 37 C, the
recombinants were cultured at 37 C, 5% CO, in dissecting media
supplemented with 10~7 M DHT (Sigma-Aldrich) for 24 h before
grafting under the kidney capsule in anesthetized male nude mice
(Charles River, L’Arbresle, France) (26, 27). After kidney repo-

ical features are similar to dilated
glands observed in some BPH patients
(Fig. 1F). However, no evidence of fi-
brous nodule formation was found in
our cohort as previously described (17).
Altogether these observations suggested that the enlarged
VP phenotype could result from the deregulation of epi-
thelial secretion activity. To further evaluate a potential
secretory phenotype, VP tissue sections were analyzed by
electron microscopy. These experiments showed larger se-
cretion vesicles (Fig. 2, D and E) filled with a filamentous
content (Fig. 2F) in the cytoplasm of Ixra~'~ VP cells com-
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FIG. 2. Lxra-deficient mice present an abnormal epithelial secretory activity. Ultrathin
sections of VP from WT (A-C) or Ixra’~ (D-F) mice were made and analyzed by electron
microscopy to observe the ultrastructural organization of the cells within the cytoplasm.
White arrowheads indicate secretory vesicles. These are bigger and present filamentous
epithelial cells. Ep, Epithelium; Lu, lumen; BM, basal
membrane. Bar, 2 um. Squared portions indicate the magnified view shown in C and F.

content in cytoplasm of Ixra™/~

pared with WT (Fig. 2, A-C). Interestingly, this phenotype
was not observed in Ix#B~/~ VP (data not shown), even
though the LXR B isoform is expressed (Supplemental Fig.
2B). There is no compensation of [xr isoform expression in
each genotype (Supplemental Fig. 2C). Altogether these
data suggested that there were an abnormal vesicle traf-
ficking and vesicle structures in the VP of xra™’" mice.

Vesicular trafficking is altered in epithelial cells
derived from Ixra~/~ ventral prostate

To investigate the intrinsic role of Lxra in VP epithe-
lium, vesicular trafficking was analyzed in MPE cells de-
rived from the VP of Ixra™’~ or WT mice. Expression of
Early endosome antigen 1 (EEA1), a protein that binds
phospholipid vesicles and is involved in endosomal traf-
ficking, was analyzed. Immunolabeling of tubulin was
used to assess cellular morphology and all trafficking ap-
paratus integrity. We found that endosomal vesicles were
smaller in Ixra~’~ MPE compared with WT (Fig. 3, Acand
Af). Lysosome biogenesis is tightly linked to vesicle traf-
ficking (28). Therefore, we analyzed the effect of Lxra
ablation on lysosome structure by incubation of MPE cells
with Lysotracker (Invitrogen). These experiments showed
that lysosomes were smaller and less abundant in lxra™~
vs. WT MPE (Fig. 3, Ai and Al). Taken together, these
observations show that the absence of Lxra in ventral
prostate epithelial cells results in abnormal vesicle traf-
ficking and reduced lysosome biogenesis. Next we sought
to ascertain whether the VP of mice lacking Ixra and/or
IxrB exhibited deregulated expression of genes involved in
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cell trafficking (Fig. 3B). We observed
that syngr, lamp1, golgb1, and rab27b
expressions were up-regulated in
IxraB™'" mice and synpr expression
was down-regulated in xra™", lxrB™/",
and Ixraf™’ " mice (Fig. 3C). Altogether
these results demonstrated that Lxra
and LxrBarerequired for anormal traf-
ficking and secretory machinery in
prostatic epithelium.

Lxra~"~ ventral prostate exhibits
an overaccumulation of secreted
spermine binding protein (SBP) in
the prostatic fluid

To decipher the molecular mecha-
nisms leading to the phenotype ob-
served in VP from [xra™/~ mice, protein
accumulation profiles were analyzed by
Western blotting followed by protein
identification by mass spectrometry.
Coomassie blue staining showed that
Lxra ablation resulted in multiple al-
terations in overall protein content (Fig. 4A). These ob-
servations were confirmed by Western blot using an an-
tiserum directed toward the whole secretory content of
mouse prostatic fluid (29) in isolated secretions and in cell
lysates from WT and Ixra™’ mice (Fig. 4B). Both exper-
iments showed strong accumulation of a 30-kDa protein
in WT samples (band 1). This signal was absent from
Ixra™"~ samples. However, these samples were character-
ized by the strong accumulation of a 22/25 kDa protein
(band 2) (Fig. 4B). Surprisingly, mass spectrometry anal-
ysis showed that both bands contained the same protein
identified as SBP (Fig. 4C). The molecular weight discrep-
ancy could result from differential posttranslational mod-
ifications. Indeed, SBP is known to be a highly glycosy-
lated protein, which can be detected at multiple molecular
weights (30). We further investigated the mechanisms of
SBP deregulation by analyzing sbp expression using quan-
titative RT-PCR. This showed that sbp mRNA accumu-
lation (Fig. 4D) was increased 3000-fold in Ixra™'~ VP,
suggesting that Lxra ablation affects Sbp gene transcrip-
tion. It is also noteworthy that sbp expression presents a
discrete deregulation in Ix7B~’~ mice and no alteration in
Ixraf~’" mice (Fig. 4D). Given that Ixra™'~ mice exhibit
an increased enlargement of VP lobe compared with
IxrB~'" and IxraB™’" mice and that SBP overaccumula-

/~ prostatic fluid (data not

tion is observed only in Ixra™
shown), we can conclude that sbp gene deregulation plays

a central role in the prostate phenotype of Ixra™’ mice.
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FIG. 3. Vesicular trafficking is altered by Lxr ablation. A, WT and Ixra’~ MPE were immunostained using anti-EEA1 (a and d) and antitubulin (b

and e) antibodies. The EEA1 labeling demonstrated that endosomal vesicles were smaller in Ixra™

= vs. WT. Lysotracker analysis (g, i, j, and I

Invitrogen) was performed in MPE cells. Cell nuclei were stained with Hoechst. Lysotracker analysis showed that lysosomes were smaller and less

abundant in Ixra’

vs. WT. Bar, 20 um. B, Schematic representation of the main proteins involved in secretion machinery in epithelial cells. Eea1,

Early endosome antigen 1; Synpr, synaptoporin; Syngr, synaptogyrin; Lamp1, lysosomal-associated membrane protein 1; Golgb1, golgin B1;
Rab27b, RAS oncogene family. C, mRNA relative accumulation levels of synpr1, syngr, lamp1, golgb1, and rab27b was measured in 9- to 12-
month-old animals by quantitative PCR and normalized using 78s (n = 7-10). *, P < 0.05, **, P < 0.01 compared with WT.

’~ mice is mediated

Sbp over accumulation in Ixra™
by androgens

SBP is the most abundant protein within the prostatic
fluid and its accumulation is tightly regulated by andro-
gens (24, 31). To investigate whether the higher accumu-
lation of SBP in the VP of Ixra™’~ mice resulted from
increased levels of androgens, the plasma testosterone
level was evaluated. As shown in Fig. SA, plasma testos-
terone was significantly increased by 2-fold in Lxra-lack-
ing mice compared with WT. The increased circulating
testosterone level can be explained by the increase of sts

(steroid sulfatase), a mRNA-encoding enzyme that con-
verts sulfoned androgens into active metabolites in both
the liver and VP. In contrast, sult2al (sulfotransferase
2al) was undetectable in the VP and its expression was
unaltered in the liver (Supplemental Fig. 3) (16). Even
though testosterone was higher in Ixra™’~ mice, the con-
centration of DHT, the active androgen in the prostate,
was not significantly altered by Lxra ablation (Fig. SA).
Likewise, AR protein accumulation was not altered in the
VP of Ixra™’~ mice (Fig. 5B). We thus concluded that
increased ligand production or receptor expression was
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prostates were resolved using 4-15% SDS-PAGE migration and the gel was stained with Coomassie Blue. B, Western blot analysis using
antiprostate secretory protein immune serum was performed on samples of whole-prostate protein extracts or on prostate secretion only, from WT

or Ixra™’

~ mice. C, The protein spots (arrows 7 and 2 in A) were excised from the gel (A) and analyzed by mass spectrometry, and SBP protein was

identified and found to be highly accumulated in secretions from Ixra™'~ VP compared with WT. D, mRNA relative accumulation levels of sbp were

measured in 9- to 12-month WT, Ixra™/~, IxrB~/~, and Ixarf™'" animals by
fold higher in Ixra™'~ VP compared with WT and is 3-fold higher in /xrg~/~

quantitative PCR and normalized using 78s. Shp expression was 3000-
compared with WT. Sbp transcript accumulation remains unchanged in

IxraB ™'~ compared with WT (n = 7-10). *, P < 0.05, ***, P < 0.001 compared with WT.

unlikely to account for the huge increase in sbp expression
resulting from Lxra ablation.

We then analyzed whether the increase in sbp expres-
sion in lxra”’~ VP was directly dependent on androgens
by performing castration and testosterone complementa-
tion experiments (Supplemental Fig. 4). As expected, cas-
tration abolished sbp accumulation in the VP of WT mice
(Fig. 5C, white bars). The same drastic decrease was ob-
served in Ixra~’~ mice, although the reduction was not as
pronounced as in WT mice. Interestingly, testosterone
treatment restored sbp expression in both WT and Ixra ™/~
castrated-mice (Fig. 5C, black bars), confirming that sbp
expression was regulated by androgens in both genotypes.
Careful examination of these data showed that sbp accu-
mulation was much higher after testosterone propionate
treatment in [xra~’~ mice (439-fold induction) compared
with WT (122-fold induction). Furthermore, pharmaco-
logical inhibition of AR by the antiandrogen bicalutamide
(Fig. 5D) resulted in decreased accumulation of sbp tran-
script both in WT (1.69-fold inhibition) and Ixra~'~ mice
(2.78-fold inhibition). However, sbp accumulation was
still higher in Ixra™"~ than in WT VP after bicalutamide
treatment. Castration, testosterone supplementation, and
bicalutamide treatment were validated by histology anal-
ysis and prostate weight measurement (Supplemental Fig.
4). Altogether these data show that even though andro-
gens are clearly involved in the regulation of sbp expres-

sion in VP of Ixra”™/~ mice, these mice still express higher
amounts of sbp upon total androgen depletion (castra-
tion) or when AR is blocked (bicalutamide). We thus con-
cluded that sbp accumulation per se was hypersensitive to
androgens in Ixra”’~ mice.

Basal sbp accumulation was significantly higher in
castrated Ixra~’~ than in WT mice (Fig. 5C). Some Lxr
target genes show increased expression in Lxr-knock-
out mice in the absence of oxysterol stimulation such as
star in the adrenal gland (18). This suggested that sbp
could be a bona fide Lxra target gene. To test this hy-
pothesis, WT mice were gavaged short-term with
T0901317, a synthetic LXR agonist. Neither alteration
of sbp level nor other androgen target genes such as
fkbpS5 and pbsn were seen in T0901317-gavaged mice
(Supplemental Fig. 5), ruling out a direct regulation of
sbp expression by Lxra. These observations suggest
that Lxra indirectly affects basal sbp expression, result-
ing in increased androgen sensitivity.

Androgen hypersensitivity in Ixra/~ mice targets

specific genes and is restricted to the VP

Next, we sought to determine whether the abnormal
androgen response was VP specific or was also present in
other tissues. Protein accumulation profiles were analyzed
in several androgen-dependent tissues of the genital tract:
dorsolateral and anterior prostates, epididymis, testis, vas
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mice. Testosterone injection led to a larger
compared with WT mice, suggesting an

androgen hypersensitivity in Ixra™/~ (n = 7). *, P < 0.05 compared with sham WT mice.
D, Five- to 6-month-old WT and /xra™’~ mice were treated with bicalutamide at a daily
oral dose of 12 mg/kg for 21 d. Bicalutamide caused a 2.78-fold decrease of androgen-
dependent sbp expression in Ixra~’~ mice (1.69-fold decreased in WT mice) (n = 7-9).
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deferens, and seminal vesicles. There was no clear differ-
ence between the migration profiles of WT and lxra™"~
samples (Fig. 6A). This provided evidence that the abnor-
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mal response to androgens was restricted to
the VP. We next investigated whether sbp
was the only androgen-regulated gene to
have its expression altered in the VP by an-
alyzing the expression of several androgen-
regulated genes by quantitative RT-PCR.
These included svs2 (seminal vesicle secre-
tion-2) (32), spp1 (secretory prostatic pro-
tein-1) (33), fkbpS (fk506 binding protein
prostate-5) (25), acpp (acid phosphatase,
prostate protein) (34), calR (calreticulin)
(35), and pbsn (probasin) (36). Analysis of
the PCR data allowed stratification of the
genes into distinct categories (Fig. 6B): genes
with increased basal expression (svs2 and
sppl); genes with unaltered expression
(fkbpS, acpp and calR); and pbsn whose
basal accumulation was significantly de-
creased by Lxra ablation.

To gain insight into the molecular mech-
anisms accounting for these discrepancies,
AR recruitment on the promoters of these
genes was analyzed by in vivo chromatin
immunoprecipitation. Surprisingly, the re-
cruitment of AR to androgen-responsive el-
ement sequences of sbp, pbsn, and fkbpS
promoters was unaltered by ablation of
Lxra (Fig. 6, C and D, and Supplemental
Fig. 6). The similar recruitment of AR on
target promoters in both WT and knockout
VP suggested that Lxra could act through
an indirect route to modulate intrinsic AR
transcriptional activity.

To test this hypothesis, WT and Ixra™/~
MEF were transfected with the androgen-
sensitive construct AREtk-Luc in the pres-
ence or absence of an AR expression vector
(Fig. 6E). As expected, Lxra was present
and functional in WT MEF cells (data not
shown). Treatment with DHT in the ab-
sence of AR transfection induced a moder-
ate increase in activity of the androgen-sen-
sitive luciferase reporter construct (1.6 fold)
in WT MEF. This mild induction was not
found in Ixra/~ MEF. As expected, andro-
gen-responsiveness of the construct was fur-
ther increased to 12-fold after AR transfec-
tion in WT cells. Surprisingly, there was no
alteration of androgen responsiveness in

Ixra™’~ MEF upon AR transfection. This suggested that
Lxra did not directly alter intrinsic AR transcriptional

efficiency.
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Lxra coordinates stroma/epithelium functions to
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UGM and WT or Ixra~’~ UGE. After recom-
bination, the four UGE/UGM combinations
(UGEw1/UGMyrs UGE,., , /UGM.. , ;
UGEw1/UGM, ;-3 UGE ; /lUGMyr)
were grafted under the kidney capsule of
nude mice (24). Eight weeks after grafting,
the four types of recombinants had grown
and presented a similar gross morphology
characterized by differentiated prostatic
lobes with enlarged tubules filled by accu-
mulated secretions (Fig. 7A). Ar transcript
accumulation was not altered in the differ-
ent genotypes combinations. Sbp mRNA
accumulation was strongly increased (767-
fold accumulation) in the UGE,,,_,_/
UGM,,,,—,— compared with the UGEy-/
UGMy,t recombinants (Fig. 7B). This showed
that this phenotype was intrinsically pros-
tatic because the recombinants were grafted
in WT nude mice.

Interestingly, Sbp accumulation, the
marker of the BPH-like phenotype, was not
significantly altered when the mutant UGM
was combined with the WT UGE or when
the mutant UGE was combined with the WT
UGM (Fig. 7B). This demonstrated that
sbp deregulation originates from combined
stromal and epithelial Ixra/" ablation. In
contrast, Spp1 expression was deregulated
when Lxra was deleted in the epithelium
alone or in combination with the mesen-
chyme. However, in the mesenchyme alone,
Lxra ablation had no effect on Spp1 expres-
sion. We therefore concluded that Lxra
played a physiological role in both the
stroma and epithelium. We further showed
that the contribution of one or the other
compartment to the phenotype was gene
specific.

control the androgen-dependent secretory activity
of the ventral prostate in mice

Androgen action on the prostate is the result of a com-
plex paracrine network between stromal cells and epithe-
lium (8). Integration of androgen signal is, in part, sup-
ported by the stromal compartment which is necessary for
epithelium maintenance and survival (8). To investigate
whether stromal/epithelial interactions could be involved
in the development of enlarged VP ducts and increased
accumulation of SBP, we generated chimeric recombi-
nant prostates derived from embryonic WT or Ixra /"

Discussion

In this report we show that a BPH-like phenotype of
Ixra™'~ mice is characterized by increased secretory ac-
tivity of the epithelium. Our work using UGE/UGM re-
combinations provides evidence that Lxra is involved
both at the stromal and the epithelial levels. Indeed, an-
drogen-regulated gene expression is deregulated alterna-
tively by Ixra ablation in both compartments. Using
Ixra™’~ mice, we found that neither androgen levels in

prostate, nor AR recruitment in targeted-sequences was
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altered. It can thus be concluded that the observed dereg-
ulation of androgen signaling in prostate results from a
complex paracrine network between the epithelium and
stroma.

Lxra and Lxrf play an important role in prostate ep-
ithelium homeostasis in other lobes, specifically when the
mice are challenged with a high-cholesterol diet (Pommier
et al., submitted data). As already mentioned, the human
and murine prostates are architecturally different. Never-
theless, the gene expression pattern of the peripheral and
central zones in human is closely related to the murine
dorsolateral and ventral lobes, respectively (37). These
observations highlight that the molecular signature of re-
gionalization in the prostate is an important process con-
served between the two species. Given that each lobe har-
bors specific features, it could be hypothesized that Ixra
ablation results in a different phenotype according the
prostate lobes in vivo. Consistent with our findings,
Ixra.™’~ mice have been described to recapitulate “several
BPH-like features” according to Kim et al. (17). These
authors reported fibrous nodules, abnormal stroma
growth, and lesions in the muscular compartment (17),
whereas we mainly reported an epithelial phenotype. This
apparent discrepancy could be due to the fact that the

Ixra™"~ strains were not similarly engineered (18, 38).
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The main function of the prostate epithelium is the pro-
duction and the secretion of proteins that compose pros-
tatic fluid. This secretion activity is tightly regulated in
vivo by androgens that orchestrate the entire male genital
tract capacity. A possible connection between LXR and
AR has been previously suggested. DHT or synthetic an-
drogen R1881 treatments result in decreased abcal accu-
mulation in LNCaP cells (39), indicating that LXR target
genes are sensitive to androgen stimulation. Krycer and
Brown (15) showed that LXR were indeed required for the
abcal down-regulation in response to R1881 treatment.
The association between the expression of LXR target
genes and androgen sensitivity has also been described in
xenograft models that recapitulate pharmaco-resistant
prostate cancer (40). In these tumors, fas, srebp1c, abcal,
and cyp-27 gene expressions decrease during androgen
insensitivity evolution. Interestingly, another partner of
retinoid X receptor, the pregnane X receptor (NR112) has
been demonstrated to inhibit androgen-dependent prolif-
eration of LAPC-4 cells (41). This raises the question
whether LXR and pregnane X receptor could act through
a similar molecular mechanism.

Given that Ixra ablation resulted in an aberrant pro-
duction of androgen-regulated secretory proteins in the

prostate, we investigated how Lxra

could interfere with androgen signaling

in the epithelium. Indeed, transgenic

mice that overexpressed a dominant-

positive construct of Lxra specifically

. targeted in liver (42) exhibit an inhibi-
M| tion of androgen-dependent prostate
regeneration after castration (16), indi-

cating that Lxr activation impacts an-

‘ drogenic responsive tissues. Hepatic
Lxra activation leads to decreased cir-
culating testosterone levels by regulat-
ing genes such as sult2al and sts in-
volved in androgen catabolism. In
peripheral tissue, Lxra controls andro-
gens bioavailability through sts expres-
sion, which encodes the steroid sulfa-
tase that desulfonates androgens to
convert them into active metabolites.
These data could explain the increase
in testosterone levels observed in the
plasma of Ixra™’~ mice. Nevertheless,
no modification of DHT accumulation

Androgens

the stromal and epithelial compartments. Differential androgen-targeted genes regulation

mechanisms by Lxra are represented (sbp and spp1). Sbp expression is dependent of Lxra in
both the epithelium and stroma, suggesting that paracrine factors are involved. On the
contrary, spp1 expression is strictly dependent on Ixra expression in the epithelium. Indeed,
spp1 expression is similar to WT recombinant in the absence of Lxra in the stromal
recombinant prostates. These observations underline the multiple connections involved in the

cross talk between LXR and AR.

or androgen receptor activity in andro-
gen-regulated gene promoters was seen
in the VP of Ixra™'~ mice. Our findings
indicate that the mechanism by which
Lxra regulates the response of andro-
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gen-regulated genes results from a complex network. This
could involve epithelial factors, AR cofactors, and/or
paracrine interaction between the different cell compart-
ments of the prostate.

Consistent with this hypothesis, androgen-regulated
gene expression exhibits different profiles in lxra™’~
mouse prostate. Although sbp accumulation increases in
mice lacking Lxra, calr remains unchanged and pbsn de-
creases. These observations strongly support that several
regulatory processes are involved. We schematized the pu-
tative role of paracrine interactions between epithelial and
stromal cells in Fig. 8. Prostate mesenchymal-epithelial
interactions have a preponderant role in normal and path-
ological prostate development as well as in adult prostate
homeostasis (8). The role of AR has extensively been de-
veloped in the literature (8). Here we identify Lxra as a
new actor that mediates epithelial physiology through its
activity in both stroma and epithelium. Indeed, the ab-
sence of Lxra in both prostate stroma and epithelium is
necessary to develop prostate hypertrophy. Lxra also me-
diates androgen signaling, as demonstrated by the numer-
ous androgen-responsive genes dysregulated when Lxra is
missing. Indeed, normal spp1 gene expression needs Lxra
in epithelium, whereas the normal response of sbp to an-
drogens by epithelium is dependent on Lxra in both epi-
thelial (directly) and stromal (indirectly) cells. The regu-
lation of paracrine signals from the mesenchyme by Ixra
might be one molecular mechanism.

Altogether these results demonstrate that Lxra acts as
a key modulator of the cross talk between the stromal and
epithelial compartment, which is essential for the integra-
tion of androgen signaling in the prostate and its effect on
the epithelium. Finally, identification of the set of genes
targeted by Lxra specifically in the prostatic ventral lobe
in mice could be informative in understanding the BPH
etiology in humans.
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1. Introduction

Nuclear receptors are molecular regulators of gene transcription
and intracellular function. Some of them are ligand-activated pro-
teins that control various biological events varying from cell differ-
entiation and development to lipid metabolism and energy
homeostasis. Among the nuclear receptors, liver X receptors (LXR)
o (Willy et al.,, 1995; NRIH3) and B (Shinar et al., 1994; Song et
al., 1994; NRIH2) were discovered in the mid 90’s. Although origi-
nally discovered as pivotal regulators of cholesterol homeostasis
(Peet et al., 1998), the known roles of LXRs continue to grow with
the study of many cell types and animal models. Thus far, there is
evidence that LXR is involved in the following physiological func-
tions: de novo synthesis of cholesterol (Wang et al., 2008a,b), excre-
tion (reviewed in Repa and Mangelsdorf, 2000) and detoxification
of bile acids (Barbier et al., 2009) or lipids (Volle et al., 2004), glu-
cose homeostasis (Cha and Repa, 2007), immunity (reviewed in Zel-
cer and Tontonoz, 2006), skin development and homeostasis
(Demerjian et al., 2009) and neurological functions (Koldamova
and Lefterov, 2007) and reviewed in (Leoni and Caccia, 2011). LXRa
was initially described as 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
LXRpB was found to be expressed more ubiquitously (www.nur-
sa.org). Since their identification as orphan receptors, oxidized
derivatives of cholesterol, known as oxysterols (for a review see
Schroepfer, 2000), deorphanized both LXRs (Janowski et al., 1996;
Janowski et al., 1999). Because LXR deficiency has been associated
with various human-like diseases in mice, these receptors are
promising pharmacological targets due to the enormous potential
to develop ligands. The present review will thus be focused on
the various known LXR ligands and their potential use in human
health.

1.1. LXR structure

As members of the nuclear receptor superfamily, LXRs are com-
posed of four independent domains (for an extensive review about

Repressor
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LXR structure see (Viennois et al., 2011): (i) an amino-terminal do-
main (A/B domain) containing an activating function AF1, which
permits the recruitment of ligand-independent co-activators;
(ii) a DNA-Binding Domain (DBD) characterized by two zinc
fingers; (iii) a hinge domain that permits the recruitment of co-
repressors in absence of ligands; and (iv) a carboxy-terminal
domain, containing a hydrophobic ligand-binding domain (LBD),
which is required for dimerization, and a transactivation domain
(AF-2), which recruits co-activators.

1.2. Mechanism of action

(Fig. 1) LXRa and LXRB usually form obligatory heterodimers
with retinoid X receptor, the receptor of 9-cis retinoid acid (Willy
et al., 1995; Willy and Mangelsdorf, 1997). Both also bind to a
non-canonical responsive element on the renin promoter to regu-
late renin transcription (Morello et al., 2005). In this conformation
LXRa functions as a cAMP activated factor (Tamura et al., 2000)
while LXRB seems to be inversely affected by cAMP (Morello
et al,, 2005). When bound to RXR in absence of ligand, acetylated
LXR is located on LXR responsive element (LXRE) in the promoter
of the target genes. The consensus LXRE sequence consists of two
direct repeats of hexameric nucleotides, AGGTCA, separated by
four or one nucleotide(s) (DR4 or DR1). The heterodimer interacts
with either a co-repressors, nuclear receptor co-repressor (N-
CoR), or silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone
receptors (SMRT) (Hu et al., 2003), which block transcription by
recruitment of histone deacetylase through the interaction with
proteins such as stress activated MAP kinase interacting protein
3A (Sin3A) (Lazar, 2003). When the ligand of one of the two part-
ners binds to the heterodimer, it leads to conformational changes
that induce the release of the co-repressors, the recruitment of
specific co-activators such as activating signal cointegrator-2
(ASC-2) (Lee et al., 2008) on the AF-2 domain (Svensson et al.,
2003), the interaction with histone acetyl transferase leading to
the transcription of the target genes (reviewed in Viennois
et al, 2011).

DR4/DR1 Target gene él

).

| CNRE

Renin gene Q

9cRA 1 f oxysterols

Activator

| DR4/DR1 | Target gene §|

Ligand-modulated

cAMP-modulated

Fig. 1. Schematic view of LXR modulation of gene transcription. LXRap or LXRB usually bind RXR, the receptor for 9-cis retinoic acid, on a DR4 or a DR1 element. In absence of
ligand RXR/LXR heterodimer is silenced by corepressors. The binding of their respective ligands (9 cis RA and/or oxysterols) induces conformational changes that allow
corepressor departure and coactivator recruitment. On the renin promoter, both LXR can bind as a monomer on a CNRE. Their transcriptional activity is modulated by cAMP.

For more details, see text.
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2. Activator ligands

Traditional pharmacology states that a ligand can be either clas-
sified as agonist (full or partial), antagonist or inverse agonist,
though this last type has never been described in either of the
LXR. Due to the various diseases LXRo and/or LXRp are associated
with (see above), these nuclear receptors are promising pharmaco-
logical targets. This explains why numerous drug companies have
been developing a large variety of natural or synthetic agonists.
However, LXRa and LXR could be expressed in the same cells. It
is thus important to have molecules that could selectively modu-
late each isoform. The other important point is the necessity to tar-
get this modulation specifically in the affected organ and make the
ligand bio-available. Hence, the development of such selective Liver
X modulators (SLiMs) will be the challenge in the future. This will
prevent deleterious side effects. From previous studies, it appears
that activating or inhibiting characteristics of LXR-ligands are
dependent of the amino acid sequence of each LXR isoform, despite
a clear homology. The cellular context should also be taken into ac-
count: for example, the sequence of the response elements within
the promoter or the intracellular enzymes that could modify ligand
activity. In general, SLIMs may apply a similar philosophy as that of
Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs) such as raloxifen
and tamoxifen.

2.1. Endogenous agonists: oxysterols and other sterols

Oxidized or hydroxylated metabolites of cholesterol known as
oxysterols (Schroepfer, 2000) have been described to be the bona fide
ligands for LXRs (Janowski et al., 1996). Two sources of oxysterols
should be considered on mammals: (i) endogenous, by enzymatic
or chemical synthesis; (ii) exogenous, by nutritional supply. The first
screenings of LXR ligand have been performed by double hybrid

24-cetocholesterol

7a-hydroxycholesterol

. /

3 %,

HO'

25-hydroxycholesterol

22(R)-hydroxycholestrol

experiments using the LXRow LBD associated with the DBD of
GAL-4 (Janowski et al., 1996). Oxysterols showing the greatest
induction factors were 22(R)-hydroxycholesterol, 20(S)-hydroxy-
cholesterol, 24(S)-hydroxycholesterol, 7a-hydroxycholesterol and
27-hydroxycholesterol (Fig. 2). Besides, 24-cetocholesterol, 25-
hydroxycholesterol and 24(S),25-epoxycholesterol have also been
shown to be good LXRa and LXRB activators (Lehmann et al., 1997)
(Fig. 2). Interestingly, the nature of oxysterols depends on the site
of synthesis: 22(R)-hydroxycholesterol in steroidogenic tissues,
24(S)-hydroxycholesterol (or cerebrosterol) in brain and plasma,
24(S),25-epoxycholesterol in liver, and 27-hydroxycholesterol in
plasma and macrophages. In 1999, Janowski et al. (1999) synthe-
sized and tested a series of related compounds. Their work revealed
that position-specific monooxidation of the sterol side chain was
requisite for LXR high-affinity binding and activation. Enhanced
binding and activation could also be achieved through the use of
24-oxo ligands that act as hydrogen bond acceptors in the side chain.
In addition, introduction of an oxygen on the sterol B-ring resultsin a
ligand with LXRa selectivity. The ultimate demonstration that oxys-
terols were the true LXR ligands in vivo came from Russell’s group
(Chenetal.,2007): forced expression of cholesterol sulfotransferase,
an enzyme that metabolizes oxysterol ligands, led to inactivation of
LXR signaling in cell lines and cholesterol-fed mice. Also, genetic
elimination of three oxysterol biosynthetic enzymes attenuated
the response of some, but not all, LXR target genes in mouse liver.

Other cholesterol-derived molecules, such as follicular fluid
meiosis activating sterol (FF-MAS), may also activate LXRo (Ruan
et al, 1998). Likewise, desmosterol, a cholesterol precursor
produced from zymosterol, could also activate LXR (Yang et al.,
2006) (Fig. 3A).

Bile acid pathway-derived molecules have also been proposed
as putative LXR ligands. Indeed, even though bile acids are the nu-
clear receptor FXR ligands (Makishima et al., 1999), cholestenoic

24(S),25-epoxycholesterol

24(S)-hydroxycholestrol

9H \ H3C//
B CH, |

OH

HO'

27-hydroxycholestrol

Fig. 2. Natural agonist ligands, the oxysterols. Cholesterol chemical structure is represented and carbon atoms are numbered. The name of each oxysterol depends on the

hydroxyl group position.






132 E. Viennois et al./ Molecular and Cellular Endocrinology 351 (2012) 129-141

A B e, OH

Hyodeoxycholic acid

OH

Cholesteonic acid

Desmosterol

Fig. 3. Natural agonists, other cholesterol deriving sterols. (A) FF-MAS and demosterol chemical structure, molecules derived from cholesterol biosynthesis pathway,
upstream cholesterol. FF-MAS, Follicular Fluid Meiosis Activating Sterol. (B) LXR agonists derived from Bile acids biosynthesis pathway. CDCA, chenodeoxycholic acid. Note
that CDCA does not activate LXR.

Acanthoic acid

Ergonstan-4,6,8,22-tetraen-3-one

Dimeric podocarpic acid

Fig. 4. LXR activators derived from plants (A) and fungi (B).
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acid, chenodeoxycholic acid (CDCA) precursor, is able to induce
transcriptional activity of LXRa and B on gene reporter assay (Song
and Liao, 2000). Likewise, the same group described 6o-hydroxyl-
ated bile acids (notably hyodeoxycholic acid) as selective activa-
tors of LXRa (Song et al., 2000) (Fig. 3B).

2.2. Ligands from microbial and plants

Over the last decade various plant sterols and stanols, which are
structurally related to cholesterol, have been identified as LXR acti-
vators since they are the natural occurring equivalent of mamma-
lian cholesterol (Fig. 4). Therefore, sitosterol and sitostanol, derived
from the 4-desmethylsterol family, activated both LXRa and LXRB
and increased expression of ATP Binding Cassette A1, ABCA1 in
Caco-2 cells (Plat et al., 2005). Gynosaponin TR1, isolated from
the herbal medicine, Gynostemma pentaphyllum, an herbaceous
vine of the Cucurbitacea family, demonstrated greater selectivity
toward activation of the LXRa isoform than LXRB in HEK293 cells
(Huang et al., 2005). Acanthoic acid from rollinia, an exotic tropical
fruit, selectively activates LXRa in HEK-293 cells (Jayasuriya et al.,
2005) and both isoforms in macrophages lead to cholesterol efflux
(Traves et al., 2007). Podocarpic acid is a natural activator derived
from plant resins. This molecule gets its name from Podocarpus
from which it was extracted. It has been reported that podocarpic
acid is able to bind to LXRa and B. In hamster and mice models, it
increases plasma HDL with concomitant decrease of plasma LDL
(Singh et al., 2005). More recently, honokiol, extracted from the
bark of Magnolia abovata, a native Japanese Magniola, has been
showed to be an activator of the LXR/RXR heterodimer and its
ABCA1 target gene in peritoneal macrophages, excluding foam cells
(Kotani et al., 2010). However, it is not known whether honokiol
directly binds RXR and/or LXRo. Besides plants, some fungal
derivatives may also activate LXR (Fig. 4), such as Paxillin from
Penicillium paxilli (Bramlett et al., 2003), or ergostan-4,6,8,22-tet-
raen-3-one, a ergostane derviate from Tolypocladium niveum, a
Norwegian soil fungus (Ondeyka et al., 2005).
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2.3. Synthetic agonists

The discovery of the hypocholesterolemia potency of LXR at the
end of the 90’s (Peet et al., 1998) motivated many pharmacological
companies to develop LXR ligands (for an exhaustive review see Li
et al., 2010). Among them, a non steroidal compound, T0901317
(Fig. 5) is the most commonly used synthetic ligand in fundamen-
tal research. However, this compound is not completely selective
for LXR since it is able to activate PXR or FXR at high concentrations
(Houck et al.,, 2004; Mitro et al.; 2007; Shenoy et al., 2004).
T0901317 has also been found to be a very effective RORa and
RORY inhibitor (Kumar et al., 2010). A screening of GlaxoSmithK-
line (GSK) compounds has permitted the identification of the
GW3965 (Fig. 5) as a strong agonist of LXRa and LXRp. In contrast
with T0901317, GW3965 is more selective for LXR (Mitro et al.,
2007). Unfortunately, human therapeutic use of these molecules
is impossible because of their temporary hypertriglyceridemic ef-
fects (Joseph et al., 2002a,b). More recently, GSK has also developed
an intestinal-specific LXR agonist closely related to GW3965,
GW6340, which specifically activates LXR target genes (ABCA1,
G5 and G8) in small intestine without modification of hepatic tar-
get genes expression or hepatic triglyceride content (Yasuda et al.,
2010).

A promising synthetic ligand was also identified by Makishima’s
group: (22E)-ergost-22-ene-1a,2f3 diol (YT-32) (Fig. 5), derived
from ergosterol, shows strong LXR agonist activity (Kaneko et al.,
2003). In mice, the oral administration of YT-32 leads to an intes-
tinal accumulation of the ABCA1, ABCG5 and ABCG8 encoding
genes, and a reduction of plasma cholesterol without any modifica-
tion of expression of these genes in liver. This ligand is the first tis-
sue-specific LXR agonist. To explain this specificity, Kaneko et al.
suggested that YT-32 may reduce the intestinal absorption of cho-
lesterol, by inducing expression of ABCG5 and G8, which could ex-
crete the compound from the apical membranes of mucosal cells. A
second hypothesis was that YT-32 is secreted into bile by ABCG5
and G8 before it has a chance to induce expression of lipogenic

GW3965 GW6340
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Fig. 5. Synthetic LXR agonists.
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genes in liver. A third explanation could be a tissue-specific agonist
activity depending on co-factor recruitment as observed for
selective estrogen receptor modulators.

In the same way as YT-32, DMHCA (N,N-Dimethyl-3B-hydroxy-
cholenamide) (Fig. 5) is an LXR agonist that is able to stimulate
cholesterol transport through upregulation of LXR target genes,
including ABCA1, in liver, small intestine, and peritoneal macro-
phages (Quinet et al., 2004). DMHCA’s binding affinity to both
LXR isoforms was calculated by scintillation proximity assay at
100-200 nM (Janowski et al., 1999). Compared with known
nonsteroidal LXR agonists, DMHCA exhibits only limited activity
to increase hepatic Sterol-response element binding protein 1c
(srebp-1c) and Fatty acid synthase (fas) mRNA and does not alter
circulating plasma triglycerides (Quinet et al., 2004). A recent
study shows that DMHCA significantly reduces cholesterol absorp-
tion and uptake in the duodenum and jejunum of the small intes-
tine and, in turn, leads to a reduction of plasma cholesterol.
Interestingly, this study reveals that DMHCA also suppresses
endogenous cholesterol biosynthesis (Pfeifer et al., 2011).

The first LXR agonist tested in human in a phase I clinical trial
was a Wyeth’s compound, the LXR-623 (Fig. 5): an orally bioavail-
able indazole highly selective for LXR (DiBlasio-Smith et al., 2008;
Katz et al.; 2009). After administration of LXR-623 to healthy
volunteers, LXR target genes involved in the reverse cholesterol
transport were upregulated in the macrophages without any induc-
tion of triglyceride synthesis. Unfortunately, adverse effects were
observed on the central nervous system, ending the trial. Pharma-
ceutical companies have focused their efforts on the identification
of molecules specific of each LXR isoform. Wyeth group develop a
phenylsulfone-substitued quinoxaline, WYE-672 (Fig. 5) as an oral
and tissue active LXRp isoform selective agonist (Hu et al., 2010).
Recently, a novel synthetic steroidal LXR agonist, ATI-111 com-
pound, has been described to significantly decrease cholesterol
and triglyceride levels in plasma in LDLR—/— mice. This observation
is correlated to an increased expression of ABCA1, ABCG1 and
ABCG5/G8 in intestine and macrophages without modification of
acetyl-coenzyme A carboxylase (ACC) and FAS expressions in liver
and intestine (Peng et al., 2011).

3. Antagonists and inhibitors ligands

Given the hypocholesterolemia potency of LXR, pharmaceutical
companies have focused their effort on the discovery of LXR activa-
tors rather than LXR antagonists. Thus, very few natural or syn-
thetic antagonist compounds have been identified or developed.
However, use of LXR-isoform antagonists could help in further
deciphering the physiological roles of LXRa and LXRB.

3.1. Natural antagonists

One of the most potent endogenous LXRa antagonists to date is
5a,60-epoxycholesterol. This oxysterol, present in high quantities
in food, has been detected in atherosclerotic plaques. This com-
pound induces the recruitment of cofactor peptides to both LXRa
and LXRB. Radiolabeled ligand displacement assay demonstrated
that 5a,60-epoxycholesterol binds to LXRa. This molecule is able
to antagonize LXR-mediated gene expression in different cell cul-
ture systems and notably in keratinocytes (Berrodin et al., 2010).
Initially, it was only the sulfated form of this compound, 5o,6a-
epoxycholesterol-3-sulfate which was described to antagonize
LXR transactivation on a LXR reporter gene assay (Song et al.,
2001). It has been demonstrated to disturb the recruitment of cer-
tain co-activators and to bind directly to LXR-LBD. In the same
study the authors have described another sulfated oxysterol, 7-

cetocholesterol-3-sulfate, as a LXR antagonist (Song et al., 2001)
(Fig. 6).

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are known to be PPARa and
PPARS agonists. Several PUFAs, especially arachidonic acid (Fig. 6),
have a LXR-LBD-dependent antagonist effect on LXRa (Ou et al.,
2001) and LXRpB (Yoshikawa et al., 2002). The physiological role
of such antagonist activity has been found associated with the reg-
ulation of hepatic fatty acid elongase 5 (Qin et al., 2009). Indeed,
PUFAs may feedback inhibit their own synthesis through repres-
sion of LXRa and blocking of srebp1c transcription, a master gene
involved in fatty acid synthesis.

Herath et al. (2005) revealed, using a scintillation binding assay,
that a new polyisoprenylated benzophenone named guttiferone I
extract from Garcinia humilis, a small fruiting tree growing in Boli-
via, is able to selectively bind LXRoa (Herath et al., 2005) (Fig. 6).
However, this compound is unable to provoke the recruitment of
co-activators.

Riccardin is a compound deriving from the liverwort Blasia pu-
silla. Riccardin C is a natural antagonist of LXRp and riccardin F is a
natural antagonist of both LXR isoforms. Both compete with the
endogenous or synthetic LXR ligand for LXR activation (Tamehiro
et al., 2005) (Fig. 6).

A recent study highlights the LXRo antagonizing effect of
naringenin (Fig. 6), a flavanone found in grapefruit, oranges and
tomatoes (Goldwasser et al., 2010). Naringenin activates the li-
gand-binding domain of both PPARa and PPARS while inhibiting
LXRa in GAL4-fusion reporters. It inhibits LXRat association with
the co-activator TRAP-222 in presence of T0901317. It also leads
to an inhibition of LXRa target genes such as fas, abcal, abcgl,
resulting in an increase of fatty acid oxidation in primary rat hepa-
tocytes and a decrease of bile acid synthesis.

Whole leaf extract of Parthenocissua tricuspidata Virginia cree-
per from Japan, and Euscaphis japonica, a small Japanese tree, sup-
pressed the transcriptional activity of LXRo as well as the
expression of LXRa target genes (Kim et al., 2006). Furthermore,
both extracts exerted repressive effects on adipocyte differentia-
tion and on lipid metabolism in vitro without identification of the
active compound.

3.2. Synthetic antagonists

The 22(S)-hydroxycholesterol is able to interfere with the bind-
ing of other oxysterols (Janowski et al., 1999) to LXR-LBD and to
inhibit the lipogenic activity of T0901317 (Lehmann et al., 1997)
(Fig. 6).

Motoshima et al. (Motoshima et al., 2009) focused on the crea-
tion of LXR antagonists using a multi-template approach based on
thalidomide. They found that several thalidomide-related phthali-
mide derivatives, including PP2P (Fig. 6), possess LXR-antagonistic
activity (Noguchi-Yachide et al., 2007). This is based on the agonist
property of glucose on LXR. This group develops other phenethyl-
phenyl phthalimide derivates (Motoshima et al., 2009). Likewise,
GSK group identified GSK2033, a tertiary sulfonamide, as the first
potent cell-active LXR antagonist described to date (Zuercher
et al., 2010) (Fig. 6).

Finally, fibrates have been identified as PPAR« ligand leading to
inhibition of circulating triglycerides. Esterified-fibrates such as
fenofibrate (Fig. 6) block LXRa activity by occupation of the li-
gand-binding pocket without induction of co-factor recruitment
(Thomas et al., 2003).

4. From physiological function to pathology

LXR functions have been schematically associated with sev-
eral various physiological fields from reproduction to energy
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homeostasis, neuron physiology, immunity, skin development
and apoptosis. Implication of LXR on these processes has been
well documented (Cao et al., 2003; Cummins et al., 2006; El-
Hajjaji et al., 2011; Joseph et al., 2004; Laffitte et al., 2003; Repa
and Mangelsdorf, 2000; Schultz et al., 2000; Viennois et al.,
2011; Volle and Lobaccaro, 2007). LXR—/— mouse analysis also
pointed out that the lack of one or both isoform could be
associated to the development of symptoms linked to human
disease (Fig. 7). Hence, LXR are promising pharmacological
targets.

4.1. LXR and cancer

4.1.1. LXR and hormone-dependant cancer

Breast and prostate cancers are the leading causes of cancer in
women and men, respectively. They share many characteristics
(Coffey, 2001). Incidence rates for both prostate and breast cancer
are less than 10% compared to those observed in Occidental coun-
tries. As people migrate from Asia to the United States, the low
rates observed in Asia begin to rise with time and subsequent gen-
erations toward those observed commonly in the general American
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population. Furthermore, as Asian countries adopt Western-style
diets, their incidencies of prostate and breast cancer rise. In all of
these situations, there is a close correlation between responses in
the prostate and breast cancer rates. Moreover, the emergence of
resistance is common, especially for locally advanced tumors and
metastatic tumors (Rau et al., 2005).

4.1.1.1. LXRo. and prostate cancer. As previously stated, prostate
cancer is the most frequently diagnosed cancer and the second
leading cause of cancer death in men (Gronberg, 2003). Among
the various genetic and environmental risk factors, epidemiological
analyses revealed a clear positive association between hypercho-
lesterolemia and the development of prostate cancer (Bravi et al.,
2006,Magura et al., 2008). Indeed, epidemiological studies have
shown that Chinese populations, with initially low risk of prostate
cancer, have an increased risk after migration to the United States.
This environmental effect was mainly attributed to the deleterious
impact of lipid consumption (Watanabe et al., 2000). Consistent
with this hypothesis, a clinical study revealed that hypercholester-
olemia increases prostate cancer risk while a statin treatment,
inhibiting de novo cholesterol biosynthesis, is associated with low-
er risk of metastatic prostate cancer (Platz et al., 2006; Shannon et
al.,, 2005). Even though LXR are key regulators of cholesterol
homeostasis, their roles in prostate physiopathology remain little
known. Fukushi’s group first reports the control of proliferation
by LXR on LNCaP human prostate carcinoma cell line (Fukuchi

et al., 20044a,b). In their experiments, T0901317 decreases the num-
ber of cells in S-phase and induces the expression of ABCA1
(Fukuchi et al., 2004a,b). In vitro and in vivo analyses also revealed
that modulation of LXR activity also triggers apoptosis in prostate
cancer cells. This effect involves both increased cholesterol efflux
by ABCA1 and the disruption of lipid-raft signaling activity (Pom-
mier et al., 2010). Androgens also play a crucial role on prostate
cancer development. Androgen ablation is also a common therapy
for this type of cancer. Recently, androgens have been demon-
strated to crosstalk with LXR in prostate cancer cell line LNCaP
(Krycer and Brown, 2011). Hence LXR may also modulate prostate
cancer development by decreasing the androgenic pathway.

4.1.1.2. LXR and breast cancer. Several studies have described LXR
activity on modulation of breast cancer cell line proliferation and
apoptosis. In several estrogen dependent breast cancer cell lines,
Vedin et al. demonstrated that T0901317 treatment decreases
the number of proliferating cells independently of their lipogenic
activity (Vedin et al., 2009). In estrogen independent cell lines, this
effect is abolished suggesting a crucial role of estrogen on this LXR
effect. In vivo, LXR activation increases estrogen catabolism leading
to estrogen deprivation. In this way, LXR inhibits estrogen-depen-
dent breast cancer growth (Gong et al., 2007). Among the other fe-
male cancers, studies enlighten the anti-proliferative effects of
LXR-ligand on ovarian cancer models (Rough et al., 2010).

4.1.2. LXR and colon cancer

Several studies have described a correlation between colon can-
cer and LXR modulation. Uno et al. pointed that LXR ligand activa-
tion decreases the expression of several endogenous B-catenin
target genes such as myc, bmp4 and mmp?7 in colon cancer cells.
This correlates with a reduction of cell proliferation without mod-
ification of apoptosis (Uno et al., 2009). In a recent review, Chuu
(2011) hypothesized that LXR could be a biomarker or a therapeu-
tic target in colon cancers. Phytosterol-rich diets were reported to
decrease incidence of several cancer and B-sitosterol were shown
to suppress proliferation of HT-29 colon cancer cells. Since B-sitos-
terol is an efficient LXR agonist, phytosterols may possibly sup-
press tumor growth partially through activation of LXR signaling
(Chuu, 2011). A case-control study that associates soy (containing
phytosterols) consumption and colon cancer onset supports this
hypothesis (Spector et al., 2003).

4.2. LXR and skin disorders

Both LXRa and LXRp are expressed in human keratinocytes and
fetal rat epidermis and LXRB is predominantly expressed in mouse
epidermis (Hanley et al., 2000; Komuves et al., 2002). Studies on
LXR—/— mice pointed out that epidermal differentiation is regu-
lated by LXRB and that oxysterols can induce differentiation and
inhibit proliferation through LXRp activation (Komuves et al.,
2002). Cholesterol homeostasis is essential for cutaneous barrier
function. A study demonstrated that an increase in cholesterol
stimulates both ABCA1 (Jiang et al., 2006) and ABCG1 (Jiang
et al., 2010) expression, whereas inhibition of cholesterol synthesis
by statins decreases ABCA1 and ABCG1 expression in cultured hu-
man keratinocytes. After acute permeability disruption, ABCA1
expression decreases keratinocyte cholesterol efflux to make more
cholesterol available for regeneration of the barrier (Jiang et al.,
2006). Topical treatment of murine skin with LXR activators also
increases ABCG1 expression in murine epidermis (Jiang et al.,
2010). In case of skin-aging resulting from photo-aging and normal
chronological skin aging, an in vivo study showed that LXR agonists
reverse aging associated syndrome in a photo-aging animal model.
Moreover, LXRB—/— mice could represent a great model of chrono-
logically aged human skin (Chang et al., 2008). Furthermore, LXR
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ligands reverse clinical symptoms of atopic dermatitis, an inflam-
matory, chronically relapsing and non-contagious skin disorder
(Chang et al., 2008; Hatano et al., 2010).

Interestingly, Sticozzi et al. made a connection between ciga-
rette smoke and LXR activity on the skin (Sticozzi et al., 2010). They
showed an increase of ABCA1 expression on human keratinocytes,
HaCaT cell line, after cigarette smoke exposure. This is the first
study describing the negative potential effect of cigarette smoke
on cholesterol skin content (Sticozzi et al., 2010). Finally, locally
administrated LXR agonists may be potentially useful in the treat-
ment of skin conditions such as dermatitis or aging.

4.3. LXR and Alzheimer’s disease

The link between cholesterol and Alzheimer’s disease (AD), an
age-related dementia disorder, has been well established by two
groups after they treated their patients with statins (Jick et al.,
2000; Wolozin et al., 2000). Koldamova et al. evaluated the effect
of the synthetic LXR ligand T0901317 on ABCA1 expression in the
brain of APP transgenic mouse model of AD. T0901317 significantly
enhanced ABCAT1 expression and downregulated the production of
ApB peptide, whose deposit leads to neuronal degeneration, suggest-
ing that ABCA1 plays a protective role in AD progression (Koldam-
ova et al, 2005). Likewise, the loss of Ixro or Ixrf in APP23
transgenic mice increases A deposit (Zelcer et al., 2007) while acti-
vation of LXR by T0901317 causes a significant reduction of mem-
ory deficits observed in APP23 model fed a high fat diet (Fitz et al.,
2010). Recently, it has been demonstrated that beneficial effects,
like memory recovery, of LXR agonists in an APP/presenilinl
(whose mutations are the most common cause of familial early-on-
set Alzheimer’s disease) model of amyloidogenesis, is mediated by
ABCAT1 (Donkin et al., 2010). Zelcer et al. (2007) showed that LXR
activation decreases the inflammatory response likely involved in
AD. Likewise, seladin-1/DHCR24, a selective AD marker, is a LXR
target gene (Wang et al., 2008a,b). At last, T0901317 significantly
decreases amyloid pathology caused by a high-cholesterol diet
and improves cognitive performance (Fitz et al., 2010).

Altogether, these data suggest that LXR may be promising phar-
macological targets for the treatment of AD and other neurological
disorders involving the disruption of cholesterol homeostasis. It is
worthwhile to note that two single-nucleotide polymorphisms in
LXRB have been associated with AD (Adighibe et al., 2006; Infante
et al., 2010), further suggesting that LXR is involved in this neuro-
degenerative disease in human. Leoni and Caccia (Leoni and Caccia,
2011) showed that 24(S)-hydroxycholesterol, a LXR-ligand (see
above) is reduced in plasma and in cerebrospinal fluid of patients
with neurodegenerative disease, while 27-hydroxycholesterol is
increased. This study highlights the potential use of LXR endoge-
nous ligand not only as a pharmacological compound to treat
symptoms, but also as a biomarker of certain diseases.

4.4. LXR and atherosclerosis

The LXR signaling pathway clearly displays anti-atherogenic
properties, both by reducing cholesterol levels and by anti-inflam-
matory properties. Studies in various models of atherosclerosis
such as LDLR—/— or APOE—/— mice have now clearly established
that treatment with LXR agonist leads to a regression of atheroscle-
rosis in vivo. Joseph et al. initially demonstrated that GW3965
treatment inhibited atherosclerotic lesions in APOE—/— or in
LDLR—/— mice fed a high-cholesterol diet (Joseph et al., 2002a,b).
LXR is also involved in the stimulation of macrophages transcrip-
tion of ABC transporters resulting in release of cholesterol from
the cells. This prevents the transformation of macrophages into
foam cells in response to lipid loading. Moschetta’s group (Lo Sasso
et al., 2010) demonstrated that genetic intestinal-specific LXR acti-

vation led to decreased intestinal cholesterol absorption, improved
lipoprotein profile, and increased reverse cholesterol transport
in vivo in the absence of hepatic steatosis thus protecting
LDLR—/— mice from atherosclerosis. Lo Sasso et al. identified the
intestines as a key player in the LXR-driven protective environ-
ment against cardiovascular disease (Lo Sasso et al., 2010). The ath-
ero-protective role of LXR may also be mediated by the inhibition
of platelet function and thrombus formation (Spyridon et al.,
2011): LXRpB is present in human platelets and its ligand activation
inhibits platelet aggregation, suggesting the anti-thrombotic role
LXRp.

Using a pharmacological approach with GW6340, Yasuda et al.
(2010) showed that intestinal-specific LXR activation promotes
macrophage reverse cholesterol transport. ABCA1, ABCG5 and
ABCG8 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 pro-
motion of intestinal excretion of HDL-derived cholesterol (Yasuda
et al,, 2010). These data demonstrate that activation of LXR in
intestine and macrophages efficiently prevents atherosclerosis.
Likewise, and in contrast with T0901317, LXR-623 treatment is
not associated with increased hepatic lipogenesis. In non-human
primates with normal lipid levels, LXR-623 significantly reduces
total and LDL-cholesterol in a time and dose-dependent manner.
LXR-623 is also associated with increased expression of the target
genes ABCA1/G1 in peripheral blood cells (Quinet et al., 2009).
These observations suggest that LXR-623 is a promising pharmaco-
logical ligand in atherosclerosis. However, as discussed above, the
first clinical trial with this synthetic LXR ligand showed adverse
effects (Katz et al., 2009). In the rabbit model of atherosclerosis,
LXR-623 and simvastatin, which inhibits endogenous synthesis of
cholesterol, reduce the progression of atherosclerosis and induce
plaque regression (Giannarelli et al., 2011). A novel LXR therapeu-
tic approach could involve combination therapy for synergistic
anti-atherotic effects.

Stein and Matter recently compiled data concerning the protec-
tive role of SIRT1 in atherosclerosis (Stein and Matter, 2011). SIRT1
directly deacetylates LXRal, regulating its transcriptional activity.
In SIRT1-/— macrophages, cholesterol efflux is lower than in
SIRT+/+ macrophages (Li et al., 2007). This study highlights the po-
tential use of activators or inhibitors of LXR co-factors as a new
way to modulate LXR.

Human genetics also illuminate LXR as putative pharmacologi-
cal targets. Analysis of LXR gene sequences in patients with coro-
nary heart disease identified three mutations in the LBD of LXRa
(Dave et al., 2009). These mutations create conformational changes
that may prevent activation of LXRa by its natural ligands.

4.5. LXR and inflammation

Besides the anti-inflammatory impact of LXR in Alzheimer’s dis-
ease, dermatitis or atherosclerosis, LXR has also a suppressive role
in numerous inflammatory diseases such as, stroke, lung inflam-
mation or rheumatoid arthritis.

Stroke or cerebrovascular accident causes irreversible neuronal
injury. It can be due to ischemia (caused by thrombosis or arterial
embolism) or hemorrhages. Recently, anti-inflammatory agents
have shown to restraint inflammation during a stroke, enhancing
neurogenesis and tissue repair. Previously in this review, we dis-
cussed about the anti-inflammatory role of LXR and their func-
tional amelioration in Alzheimer’s disease. Interestingly, Sironi
et al. demonstrated that LXR activation with a single dose of
GW3965 blocks ischemia-induced brain damage two hours after
the induction of ischemia in rat model (Sironi et al., 2008). In an-
other study, it has been shown that GW3965 or T0901317 im-
proves stoke outcome in rats after ischemic occlusion. This
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neuroprotection is correlated with a decrease of proinflammatory
factors in brain, like cox-2, iNos or NF-kB (Morales et al., 2008).

Using a pre-clinical rat model of endotoxin-induced lung
inflammation it has also been shown that LXR activation leads to
a suppression of lung inflammatory response (Birrell et al., 2007).
In a mouse model of carrageenan-induced pleuristy, LXR activation
induces a significant reduction of numerous parameters of inflam-
mation such as cytokine, iNOS formation in lung, lipid peroxidation
and apoptosis (Crisafulli et al., 2010).

GW3965 prophylaxis significantly reduced arthritis incidence
and attenuated the clinical and histological severity in collagen-in-
duced arthritis mice. Moreover, GW3965 prophylaxis also signifi-
cantly attenuated inflammatory mediator production in joint
sections and serum pro-inflammatory cytokine levels in a dose-
dependent manner (Park et al., 2010).

It can be noted that oxysterols may act as EBI2 (Epstein-Barr
virus-induced gene 2, an orphan G-protein-coupled receptor)
ligands and have an important role on adaptative immune re-
sponse. By this way, oxysterols act as chemoattractant for immune
cells, directing cell migration (Hannedouche et al., 2011; Liu et al.,
2011).

Altogether, LXR agonists play various anti-inflammatory roles
on different tissues like brain, lung immune cells. One way by
which LXR exert its anti-inflammatory effect is by SUMOylation.
Especially, LXR ligands inhibited STAT1-mediated inflammatory
responses in IFNy-stimulated brain astrocytes. Ligand-dependent
SUMOylations of LXRs are required for inhibitory action on STAT1,
as STAT1 complexed with SUMOylated LXR become unable to bind
to promoter regions of target genes, resulting in transcriptional
failure (Lee et al., 2009 #136).

4.6. LXR and diabetes

Diabetes mellitus type 2 is a metabolic disorder whose main
risk factor is obesity. It is characterized by high blood glucose in
the context of insulin resistance (Misra and Khurana, 2008). Treat-
ment of diabetic rodents or mouse models of diet-induced obesity
with LXR agonists improves glucose tolerance (Cao et al., 2003; Laf-
fitte et al., 2003). However, in vitro experiments showed that the
lipogenic effect of LXR agonists in the skeletal muscle of patients
with type 2 diabetes is increased compared to healthy control pa-
tients (Kase et al., 2005). This study shows that LXR activation may
promote triglyceride accumulation in the presence of high glucose
concentration in skeletal muscle cells probably via induction lipo-
genic enzymes expression (Kase et al., 2005). This may prove to be
problematic effect of LXR activation in muscle. Genetic linkage
analyses suggest role of LXR in obesity (Dahlman et al., 2006) or
pancreatic B-cell dysfunction (Ketterer et al., 2011).

5. Conclusion

This review enlightened the potential applications of LXR li-
gands as therapeutic agents in various pathologies. Thus far, few
studies have addressed the effect of such agonists in human be-
cause of their adverse effects on lipogenesis. The first clinical trial
in human was the use of LXR-623 against atherosclerosis in
healthy patients. This compound does not activate the lipogenic
enzymes in liver and acts specifically in macrophages. Unfortu-
nately, this trial was rapidly aborted because of the adverse side ef-
fects of this compound on the central nervous system. Nonetheless,
the way has been opened for the use of LXR agonists in human. The
goal is to be able to activate LXR specifically in the target tissue. It
is precisely the concept of develop new SLiMs that could activate or
inhibit LXRa or LXRB depending on the tissue. Future studies will
be necessary to determine whether manipulations of these

pathways have utility in the treatment of the human diseases de-
scribed above.
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Liver X receptor (LXR) oc and LXR( belong to the nuclear receptor superfamily. For many years, they have been
called orphan receptors, as no natural ligand was identified. In the last decade, the LXR natural ligands have
been shown to be oxysterols, molecules derived from cholesterol. While these nuclear receptors have been
abundantly studied for their roles in the regulation of lipid metabolism, it appears that they also present
crucial activities in reproductive organs such as testis and epididymis, as well as prostate. Phenotypic analyses
of mice lacking LXRs (Ixr—/—) pointed out their physiological activities in the various cells and organs
regulating reproductive functions. This review summarizes the impact of LXR-deficiency in male
reproduction, highlighting the novel information coming from the phenotypic analyses of Ixra—/—,
Ixr3—/— and Ixro; 3—/— mice. This article is part of a Special Issue entitled: Translating nuclear receptor from

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. LXRs at a glance

In the early 90's, the discovery of numerous nuclear receptors,
called “orphan” since no bona fide ligand had been identified, opened
the way of the reverse endocrinology [1]. In contrast to classical
endocrinology where the effector is discovered following the study of
its hormone, the nuclear receptor is used to screen for ligands, either
natural or not, which modulate its transcriptional activity. The ligand,
in turn, is used as a chemical tool to dissect the role of its nuclear
receptor in physiology and pathophysiology [2]. Over the past decade,
reverse endocrinology has been used to link several orphan receptors
to ligands and biological functions. Such philosophy has led to the
identification of liver X receptors (LXRs) o ([3]; NR1H3) and 3 ([4,5];
NR1H2) as oxysterol receptors [6,7], and to deciphering of their
physiological functions. In turn, synthesis of non-metabolisable
molecules modulating their transcriptional activity, permitted the
investigations of their putative interest as pharmacological targets [8].

¥ This article is part of a Special Issue entitled: Translating nuclear receptors from
health to disease.

* Corresponding author at: UMR CNRS 6247, INSERM U 931, Clermont-Université, 24
avenue des Landais, BP80026, 63171 AUBIERE Cedex, France. Tel.: +33 473 40 74 16;
fax: +33 473 40 70 42.

E-mail address: j-marc.lobaccaro@univ-bpclermont.fr (J.-M.A. Lobaccaro).

1 Should be considered as equal first authors.

0925-4439/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbadis.2011.02.004

LXRa and LXRp form obligatory heterodimers with retinoid
receptors (RXR, NR2B1-3), the receptors of 9-cis retinoic acid [3,9].
LXRP was found to be expressed in many tissues, whereas LXR« is
expressed mainly 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; for a review, see Ref. [10]). In
absence of ligand, LXRs constitutively bind to RXRs and specific
binding sequences localized on target gene promoters [3], together
with co-repressors, which block transcription by recruitment of
histone deacetylase. Hence, the presence of the complex [RXR/LXR-
corepressor-histone deacetylase] on the DNA usually acts as a basal
repressor of gene transcription [9]. Oxysterol or 9-cis retinoic acid
binding to their respective nuclear receptors leads to modifications of
the ligand binding pocket within the carboxy-terminus domain. This
induces the release of the co-repressors and reinforces the interac-
tions with the co-activators [11]. This cascade of events allows the
recruitment of proteins with acetyl-transferase activity and a
permissive chromatin environment, which finally enhances LXR-
target gene expression and thus the physiological response of the cell.

A large number of natural LXR ligands have been described, such as
oxidized derivatives of cholesterol (for a review, see Refs. [12,13]). In
mammals, the main source of oxysterols remains endogenous production
[13]. An important enzyme of this pathway is the sterol 14ai-demethylase
(EC 1.14.13.70, CYP51), a cytochrome P450 required for sterol biosyn-
thesis in different phyla, and the most widely distributed P450 gene
family being found in all biological kingdoms [14]. It catalyzes the first
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Fig. 1. Schematic representation of cholesterol synthesis and metabolism into androgens or bile acids. 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) reductase is the rate-
controlling enzyme of the mevalonate pathway that produces cholesterol and other isoprenoids. This synthesis could virtually occur in all cells. Androgens synthesis mainly takes
place in Leydig cells, bile acids synthesis in hepatocytes. Structures of the main sterols are indicated: lanosterol, cholesterol, T-MAS, 22(R)-OH-cholesterol and 7a-OH-cholesterol.
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step following cyclization in sterol biosynthesis such as removal of the 14
alpha-methyl group from lanosterol in the cholesterol biosynthetic
pathway (Fig. 1). Interestingly, although the human 14a-demethylase
gene is expressed in a variety of tissues, the highest levels are observed in
testis, ovary, adrenal, prostate, liver, kidney, and lung. In the reproductive
tract, many activating oxysterols are present (for a review, see Ref. [13]):
including 22(R)-hydroxycholesterol (within the steroidogenic pathway),
follicular fluid meiosis-activating sterol (FF-MAS), and its derivative, testis
meiosis-activating sterol (T-MAS).

Due to the lipid nature of the ligands, the physiological roles of LXRs
have been extensively detailed in the homeostasis of cholesterol in the
gut-liver axis [15]. The role of the LXRs on cholesterol metabolism was
determined using engineered knock-out mice lacking one (Ixraa—/— or
Ixr3—/—) or both (Ixro;3—/—) isoforms. Historically, the first analyses
were performed on the Ixra—/— mice, which developed a hepatic
steatosis, due to cholesteryl-ester accumulation when fed a cholesterol-
rich diet [16]. The molecular mechanism leading to this phenotype was
the lack of upregulation of cyp7al encoding for the rate-limiting enzyme
for the metabolism of cholesterol into bile acid (Fig. 1). Lxr3—/— [17]
and Ixra;3—/— [17,18] mice were then obtained. The role of the LXRs in
cholesterol metabolism was thus extended to de novo synthesis of
cholesterol [19], excretion [16] and detoxification of bile acids [20] or

lipids [21], as well as in glucose homeostasis [22], immunity [23], skin
development and homeostasis [24] and brain functions [25,26]. LXRs, by
regulating expression of several genes (including ABCA1 [18,27], ABCG1
[28], apolipoprotein E (APOE) [29], and PLTP[30]) also play a critical role
in reverse cholesterol transport. Interestingly, activation of LXRs in
intestine and macrophages efficiently prevents atherosclerosis [31,32].
This review will emphasize the physiological roles of LXRs in the male
and thus focus on testis, epididymis and prostate (Fig. 2).

The hypothesis that LXRs could also have physiological roles in
steroidogenic and reproductive tissues came from difficulties in
maintenance of the mouse colony, as well as from previous studies
performed on the adrenals [33,34]. LXRa-deficient mice presented an
adrenomegaly due to a higher cholesteryl-ester content and a Cushing-
like syndrome, as shown by the increased levels of blood corticosterone
[33]. This work emphasized the role of LXRa as an important regulator
of adrenal cholesterol homeostasis through its ability to modulate
transcription of genes that govern the three major pathways of adrenal
cholesterol, namely efflux, storage, and conversion into steroid
hormones [33]. In vivo studies also showed that LXRo- and LXR(-
deficient mice had reduced fertility, characterized by less frequent
conception and lower number of pups per litter [35,36]. Careful
examination confirmed that both sexes were affected by reproductive
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Fig. 2. Physiological roles of LXRs in male genital tract. Three main organs are targeted by LXR-disruption in male mice: testis, epididymis, and prostate. Schematically, LXRs regulate
lipid homeostasis in testis and epididymis, as well as apoptosis-proliferation equilibrium of spermatozoa (spz), testicular germ cells and prostate epithelium. For more details, see

text.

abnormalities. Female mice showed i) ovarian hyperstimulation-like
syndrome [37], a syndrome characterized in women by ovarian
enlargement associated with an extra-vascular fluid concentration,
haemorrhagic ovarian corpora lutea and elevated estradiol serum levels
[38,39], as well as ii) parturition defects due to abnormal uterine
contraction [40]. LXR-deficient males present abnormal features both
within the testis and epididymis (see following chapter). Besides,
experiments performed on human cell culture suggested that LXRs
could have a protective effect in prostate cancer (see Chapter 4.1).

2. LXRa and LXRP are involved in various physiological processes
in the testis

Investigation of LXR-double knock-out mice revealed a decreased
fertility at 5 months of age and evolving to complete infertility by
9 months [35,36]. Several testicular functions have been found
impaired in LXRa- and LXRP-deficient mice: (1) steroidogenesis,
(2) lipid metabolism and (3) proliferation-apoptosis balance in germ
cells (Fig. 2).

Quantitative PCR analysis of both LXR isoforms showed that LXRa
is expressed in Leydig cells, while LXRp was found in Sertoli cells,
suggesting a specific role of each isoform. Both LXRs are present in the
germ cells.

2.1. LXRa is involved in germ cell apoptosis while LXR(3 controls
their proliferation

Spermatogenesis is maintained by a delicate balance between
proliferation, differentiation, and death of germ cells. Alteration of
these processes results in spermatogenic impairment and thus
infertility. Both proliferation and apoptosis were found altered in
LXR-deficient mice [36].

Analysis of the single LXR-KO mice showed that LXRa is involved
in the regulation of apoptosis in the testis [36]. TUNEL analyses
revealed that Ixra—/— (as well as Ixra;3—/—) mice had a signif-
icantly higher number of apoptotic cells compared with wild-type
mice, whereas a slightly but not significantly decreased number of
apoptotic cells was observed in Ixr3—/— mice. Consistent with these
data, mRNA expression analyses showed a higher accumulation of the
proapoptotic transcript Bad, as well as TNFa in LXRa-lacking mice.
Conversely, LXRp-deficient (as well as Ixra;3—/—) mice had a
significantly lower number of proliferating cells [36] and cyclinAl

mRNA accumulation, suggesting that LXRP is involved in germ cell
proliferation. Infertility and destructured testis were observed only
when both isoforms were absent [36]. A schematic view of a testis
tubule with the various cells and the proteins, whose accumulation
was altered, is given in Fig. 3.

2.2. LXRa controls androgen synthesis in testis

The hypothesis that LXRa could regulate androgen production came
from the decreased level of testicular testosterone observed in Ixroae—/—
and Ixro;3—/— mice [36]. Type 1 3B-hydroxysteroid dehydrogenase
isomerase (33hsdl) mRNA accumulation was the most affected of the
mRNA encoding the steroidogenic proteins (Fig. 3), whereas levels of
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) and the cytochrome 11al
(cyp11al)and 17 (cyp17) transcripts remained unchanged (refer to Fig.
1 for the proteins). Moreover, significantly lower plasma concentrations
of luteinizing hormone (LH) were found in LXRa-deficient mice [36].
These data were confirmed by lower level of expression of the specific p-
chain of LH in the pituitary of these animals. Additionally, LXRot-
deficient mice were able to respond to human chorionic gonadotropin
challenge by an increased production of testosterone similar to their
wild-type controls. Interestingly, LXR agonist T0901317 increased
testosterone concentration in wild-type mice (almost 14-fold compared
to the vehicle-gavaged mice), as well as accumulation of StAR at both
mRNA and protein levels. Together, these data indicate that LXRo
regulates steroid synthesis not only in adrenal cells [33] but also in
Leydig cells [36].

2.3. Both LXRa and LXRP3 play a crucial role in lipid homeostasis
in the testis

Part of the phenotype observed in the LXR-deficient mice was
correlated with an alteration of lipid homeostasis [35,36,41]. The main
enzymes involved in the fatty acid pathway are indicated on Fig. 4.
mRNA levels of sterol response element binding protein-1c (srebp1c)
and fatty acid synthase (fas, Fig. 4), encoding the sterol response
element binding protein-1c and the fatty acid synthase, respectively,
were decreased by 40% in Ixra;3—/— mice (Fig. 3) compared to the
wild-type mice [36]. In contrast, the level of scdi, encoding the
stearoyl CoA-desaturase 1 (Fig. 4), was increased by 2-fold in LXR-
deficient mice (Fig. 3), while srb1, encoding the scavenger receptor
B1, abcal (ATP-binding cassette, sub-family A member 1), and scd2






F.-Z. El-Hajjaji et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1812 (2011) 974-981 977

Spermatocyte |

Spermatocyte |

Spermatogonia

Leydig cells

Fig. 3. Proteins which accumulation is altered by LXR-deficiency in the testis tubule. Schematically, LXRs regulate lipid homeostasis in testis, as well as apoptosis-proliferation
equilibrium of spermatozoa (spz) and testicular germ cells. For clarity, fibroblasts and myoid cells below the basal lamina have been omitted. Likewise, cytoplasmic bridges between
secondary spermatocytes and between early spermatids are not shown. Decreased accumulation is indicated in red; increased accumulation is indicated in green; ABC, ATP-binding
cassette protein; Bad, Bcl-2 associated death promoter protein; StAR, steroidogenic acute regulatory protein; RAR, all-trans retinoic acid receptor; RALDH, retinaldehyde
dehydrogenase; SCD1, stearoyl coenzyme A desaturase 1; SREBP, sterol regulatory element binding protein; TNF, tumor necrosis factor. Adapted from Ref. [73].

(Fig. 4) were unchanged [36]. Interestingly, oil-red-O staining pointed
an accumulation of lipids in the Sertoli cells and in spermatids of LXR-
deficient mice. These observations confirmed that fatty acid metab-
olism is important for reproductive functions, as previously reported
[42]. It could also be concluded that lipid homeostasis alteration was
the first event in this long process of testis disorganization in
Ixra;3—/— mice [36], as suggested by Mascrez et al. [35].

Our data also showed that the lack of both LXRa and LXRp leads to
an increase of RARa and RARP (all-trans retinoic acid receptors,
NR1B1 and NR1B3), and retinaldehyde dehydrogenase-2 (RALDH-2)
expressions [36] (Fig. 3), resulting in deregulation of retinoic acid
signaling. This is seen in the expression pattern of known RAR-target
genes, such as dosage suppressor of mck1 homolog, meiosis-specific
homologous recombination (dmcl) and synaptonemal complex
protein 3 (scp3), and could lead to spermatogenic disorders. Lipid
accumulation has previously been observed in rat Sertoli cells in
hypervitaminosis A [43], suggesting links between retinoid and lipid
pathways. How the lack of LXRs act upon the retinoic acid signaling
pathway remains to be clarified; however, it could be hypothesized
that SHP (small heterodimeric partner, NROB2), a non-canonical
orphan nuclear receptor, could play a major role as shown by Volle
et al. [44,45] by studying SHP-deficient mice. Indeed, SHP has been
described to be a negative regulator of a number of nuclear receptors
such as LXRs and RARs [46].

Phenotypic analysis of Ixr—/— mice has thus shown that
cooperation between LXRa and LXR(> maintains both testis structure
and function. In human, Chen et al. [47] identified and characterized
two alternative spliced transcript variants of LXRa.. LXRa2, which
has a shorter N-terminal domain and a reduced transcriptional
activity, was found highly expressed in testis. The physiological role of
the shorter form remains to be defined in man. Since ablation of LXRs
impairs the fertility of aging mice, a putative defect in LXR-signaling
cannot be excluded in the premature loss of fertility observed in
some men.

3. LXR-deficient mice present abnormal features of the epididymis

As described above, Ixro;3—/— male mice become completely
infertile when the animals reach the age of 9 months. The infertility

arises from the association of testicular alterations [36] with an
epididymal destructuration [48] observed in the two first segments of
the organ (for a schematic representation see Fig. 5), which functions
in regulation of the cholesterol homeostasis and maturation of
spermatozoa. The phenotype observed in the [xro;3—/— mice is
characterized by an enlargement of the tubule lumen, with the
presence of an amorphous substance in the lumen and shrinkage of
the epithelial height. Interestingly, a 15-day supplementation with
androgens could not reverse the phenotype. Oil-red-O staining of
caput epididymidis cryosections reveals lipid accumulation in the
peritubular and interstitial tissues and the epithelium of Ixro;3—/—
male mice. The amorphous substance in the tubule lumen was not
stained, thus indicating that it was not composed of neutral lipids.
Many isolated spermatozoa heads and flagella were observed when
sperm were retrieved from the cauda epididymidis, revealing that the
gametes were fragile, probably as a result of both testicular and
epididymal dysfunctions [48]. The expression levels of genes
regulating the fatty acid metabolism also seemed to be affected
since quantitative real time RT-PCR showed that srebplc, scd1 and
scd2 mRNAs were decreased in Ixro;3—/— male caput epididymidis
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Fig. 4. Schematic representation of fatty acid synthesis in mammals. Acetyl-CoA
carboxylase (ACC) is the rate-limiting (committed) step in fatty acid synthesis. There
are two major isoforms of ACC in mammalian tissues; FAS, fatty acid synthase; SCD1/2,
stearoyl CoA-desaturase 1 or 2; ELOVL, elongation of very long chain.
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compared to wild-type mice. However, the impact of these down
regulations was moderate as they do not influence fatty acid
compositions of separated phospholipid and neutral lipid fractions
in Ixra;B3—/— animals [49]. Further investigations revealed that
cholesterol trafficking was a LXR-regulated mechanism in mouse
caput epididymidis, in a segment- and cell-specific manner [50]. In
LXRa- and LXRR-deficient animals, apical cells present in the two first
caput segments had their cytoplasm filled with cholesteryl-ester
droplets, in association with a loss of ABCA1 in the apical membrane of
the apical cells (Fig. 5). The level of apoptotic apical cells was also
increased in Ixro;3—/— compared to wild-type mice. ABCA1 was thus
confirmed to be an important factor in the male reproductive tract,
as male mice invalidated for this gene were previously shown to have
a 21% fertility decrease over their lifespan. Both expression and
location of ABCG1 were different from ABCA1 and were not altered
in the epididymis of LXR-deficient mice. ABCG1 was present at the
apical pole of all epithelial cells in the proximal caput epididymal
segments [50], suggesting complementary functions for these
two cholesterol transporters in the epididymal epithelium. These
locations raise the question how cholesterol efflux could be involved
in sperm maturation.

Even though germ cells already presented abnormal lipid
accumulation in the testis [36], alterations of cholesterol homeosta-
sis may also be linked to sperm maturation defects along the
epididymal duct and lead to impaired fertility. In man, dyslipidemia,
obesity and/or hypercholesterolemia are generally associated with
testicular defects and endocrine perturbations whereas defaults in
epididymal sperm maturation are rarely investigated in these
situations. Recent data showed that fertile three month-old
Ixra;3—/— male mice became infertile when fed a 1.25% cholesterol
containing diet during four weeks. An atherosclerosis-like process
was observed in the proximal epididymis, provoking sperm
morphological abnormalities, decreased motility and viability and
premature acrosome reaction (Ouvrier et al. submitted). This study
brings forward the epididymis as an early target of cholesterol
toxicity in a dyslipidemic mouse model, and shows that post-

testicular sperm alterations may be associated with male infertility
under dyslipidemic conditions.

4. Physiological role of LXRa and LXRp in prostate cancer

Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer and the
leading cause of death from cancer in men over 50 years old. Among
the various genetic and environmental risk factors, epidemiological
analyses have revealed a positive association between hypercholes-
terolemia and the development of prostate cancer [51,52]. Indeed,
epidemiological studies have shown that Chinese populations, with a
low risk to develop prostate cancer, had an increased risk after
migration to the United States. This environmental effect was
attributed to the deleterious impact of lipid consumption on this
cancer [53]. Actually, cholesterol accumulation in tumors was first
reported in the early 20th century [54] without any clear mechanistic
explanation [55]. One of the various hypotheses was that rapidly
proliferating cancer cells require new components to build de novo
plasma membrane. Consistent with this hypothesis, HMG-CoA
reductase inhibitors that impede de novo synthesis of cholesterol
block prostate cancer cell growth in vitro [56]. Statins and their
derivatives have thus been suspected to have benefits in prostate
cancer progression in patients undergoing long-term treatment
[57-59]. Even though LXRs are key-sensors of cholesterol homeostasis,
their role in prostate physiology remains poorly understood.

4.1. Both LXRa and LXR3 modify the apoptosis—proliferation balance in
prostate cancer cells

Fukuchi et al. [60] first reported the control of proliferation by LXRs
on LNCaP human prostate carcinoma cell line, in vitro as well as in vivo.
In their experiments, LXR agonist T0901317 decreased the percentage
of cells in S-phase through an upregulation of p27%P!. The induction of
expression of the cholesterol membrane transporter ABCA1 by
T0901317 led to the assumption that ABCA1 was the key-regulator
of the cell cycle in response to LXR activation [61]. Freeman and
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Solomon proposed that a critical cholesterol concentration in the
membrane was required to allow raft coalescence [62]. Sequestration
of “oncogenic” signaling proteins in a restricted area through raft
coalescence could enhance their activity by exclusion of negative
regulators outside the rafts [63,64]. Based on that hypothesis, we
explored whether LXRs could modulate cholesterol concentration in
rafts [65]. In vitro and in vivo analyses revealed that modulation of LXR
activity triggered apoptosis of prostate cancer cells. This effect
involves both the increase of cholesterol efflux by ABC proteins and
the disruption of lipid-rafts signaling activity. Schematically (Fig. 6),
LXRs first mediate upregulation of ABCG1 that stimulates reverse
cholesterol transport. This results in a reduction in plasma membrane
cholesterol steady state levels. Then, both disruption of lipid-rafts and
down-regulation of raft-associated signaling in prostate cancer cells
are induced, together with a decrease in the phosphorylated fraction
of raft-associated AKT. Cholesterol replenishment prevents entry of
the cells into apoptosis in the presence of T0901317 demonstrating
that cholesterol homeostasis regulation by LXRs is a key-process to
control cell death. Consistent with this mechanism, chronic T0901317
treatment down regulates AKT and stimulates apoptosis of LNCaP
derived tumors in xenografted mice [65]. These results pointed out
that LXRae and LXRp are important modulators of prostate cancer cell
survival. Altogether, these findings reinforce the idea to consider LXR
agonists as potential pharmacological agents in cancer prevention and
anti-cancer therapy (for a review, see Ref. [66]). Various studies
indeed enlighten the anti-proliferative and proapoptotic effects of
LXR-ligand on ovarian [67] and breast [68,69] cancer models.

4.2. LXRae and benign prostatic hyperplasia

Benign prostatic hyperplasia concerns 50% of men over the age
of 50 years [70]. Symptoms include urinary frequency, urgency
incontinence (compelling need to void that cannot be deferred),
and voiding at night (nocturia) [71]. Kim et al. [72] showed that
LXRa—/— mice presented benign prostatic hyperplasia-like features
on ventral prostate such as proliferative epithelial cells, multiple
layers of dense stroma around the prostatic ducts and dilated prostatic
ducts. These data suggest that LXRa agonists could also be useful in
the treatment of this potentially harmful pathology since some
patients may eventually progress to renal failure.

5. Are LXRs promosing pharmacological targets in
human diseases?

The discovery of new regulated transcription factors has always
opened several fields of investigation. From an academic point of view, it
is elegant to identify novel bona fide genes and associate the discovered
factor to new physiological functions. The use of transgenic animals (fly,
mouse, worm...) usually helps in linking abnormal features of the
transcription factor (mutation or abnormal signaling pathway) to
human diseases. At last, once this milestone is reached, chemists can
synthesize thousands of new ligands in order to modulate the protein
activity. However, the main concern for pharmacology researchers is to
solve the pathological problem without opening Pandora's box to
optimize the ligands of therapeutical interest without inducing major
side effects (for a review, see Ref. [66]).

Studies on mice pointed out that LXR-deficiency could be
associated with several phenotypes resembling putative diseases
found in human such as metabolic disorders, reproductive failures,
central nervous system alterations, or various types of cancer [66].
Clinical use of LXR agonists should thus theoretically be useful in
reducing cholesterol levels, neural degeneration, parturition defects,
and cancer progression. Up to now, the major side effect of LXRs is a
hypertriglyceridemia due to their activity in the liver on the fatty acid
synthase. In analogy with what was done for the estrogen receptors, it
is likely that SLiMs (Selective Liver X Receptor Modulators) need to be
developed [66]. They should have tremendous therapeutical possi-
bilities, after having successfully undergone the extensive approval
process. In a near future...
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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):219-232

1. LXR, two members of the nuclear receptor superfamily

Liver X receptor (LXR) oo (NR1H3) and LXRP (NR1H2) belong to a subclass of
the nuclear receptor superfamily, that form obligatory heterodimers with retinoid
X receptor (RXR) [1], the receptor of 9-cis retinoic acid. In humans LXRa and
LXRp 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.

LXRo 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 LXRP was found to be
ubiquitously expressed [4] (for LXR distribution in mouse see [5]).

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

10.1517/14728222.2011.547853 © 2011 Informa UK, Ltd. ISSN 1472-8222 219
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Article highlights.

o 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 [67]. Interestingly, even though both DNA-
and ligand-binding pockets share 80% identity, human and
mouse LXRP are shorter than LXRo 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 er /. showed that LXR are acety-
lated proteins (8] (at residues K432 in LXRo and K433 in
LXR, 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) [10] (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) [11] 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
oxysterols include 22(R)-hydroxycholesterol in steroido-
genic tissues, 24(S)-hydroxycholesterol in brain and pla-
sma, 24(S),25-epoxycholesterol mainly found in the liver
and 27-hydroxycholesterol in macrophages. These oxy-
sterols have been reported to activate both LXRo and
LXRP (37.14]. 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 LXRo.. Likewise, desmosterol, a cholesterol
precursor produced from zymosterol, could also activate
LXR [15]. Molecules derived from the bile acid pathway in
particular natural 60-hydroxylated bile acids have been
proposed as putative ligands inducing transcriptional
activity of LXRow [16]. Various compounds derived from
plants or fungi are potential activators of LXR. These
include ergostan4,6,8,22-tertraen-3-one derived from 7oly-
pocladium inflatum 117], 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
jlaogulan, an herbaceous vine of the family Cucurbitaceae;
paxillin from Penicillium paxilli 119), 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 [20)). 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-10,,2 diol (YT-32) proved to be a
potent LXR activator i 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 ez 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]. Colour available online (informahealthcare.com/ebt).
LXR: Liver X receptor; RXR: Retinoid X receptor.

intestinal absorption of cholesterol, by inducing expression of
the transporters ATP-binding cassette, sub-family G (ABCG)
5 and ABCGS8 (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 ABCGS, before it could induce
expression of lipogenic genes in the liver. A third explanation
could be a dssue-specific agonist activity depending
on co-factor recruitment as observed for selective estrogen

receptor modulators. GlaxoSmithKline (GSK) has also
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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, NcoR) and recruitment of a large series of co-
activator (for example, ASC-2) on the AF2 domain. At the same time, transcriptional machinery proteins and RNA polymerase I
will increase the transcription of the target gene, which will finally 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; ASC-2: Activating signal cointegrator-2; HDAC: Histone deacetylase; LXR: Liver X receptor; NcoR: Nuclear receptor corepressor; RXR: Retinoid X

receptor; Sirt1: Sirtuine 1; Ub: Ubiquitin.

developed a non steroidal compound closely related to
GW3965 (GW6340) (301, which specifically activates intesti-
nal ABCA1, G5 and G8 expression (see Section 2.1.1.3) in
the absence of hepatic target gene induction.

Wyeth’s compound (LXR-623, an indazole) was tested in
Phase I 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 the central nervous system
(CNS). Pharmaceutical companies have focused their efforts
on the identification of molecules specific of each LXR iso-
form. Unfortunately, as described above, there are only minor
differences in the LBD of LXRo and LXRp (Figure 1). This
high similarity prevents the development of o or B-selective
ligands. Nevertheless Wyeth Company has demonstrated
that heterocyclic scaffolds such as WYE-672, a phenylsul-
fone-substituted quinoxaline, are orally active and LXRf
selective agonists [33].

1.3.2 Ligands with antagonistic activity

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) known to be PPARa
and PPARJ 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 (srebpIc), a master gene
involved in fatty acid synthesis, through repression of LXRat
(for more details see Section 2.1.2).

Guttiferone from Garcinia humilis (57), 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 antagonist activity have been identified.
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22(S)-hydroxycholesterol (391 and esterified-fibrates [40]
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’ [41]. 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

LXRo-deficient mice are characterized by a higher basal
expression of several genes involved in hepatic cholesterol
metabolism such as srebp2 and its target genes 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl (HMG)-CoA reductase and synthase, farnesyl
diphosphatase and squalene synthase (42. In addition,
T0901317 inhibits expression of the genes encoding squalene
synthase and HMG-CoA synthase 7 vivo [21].

2.1.1.2 Bile acid synthesis

LXRoat-, but not LXRp-, deficient mice, develop hepatic stea-
tosis resulting from cholesteryl ester accumulation when fed a
cholesterol-rich diet (42). This phenotype is caused by ham-
pered upregulation of the ¢jp/al gene, which encodes the first
and rate-limiting enzyme of bile acid synthesis from choles-
terol. It is noteworthy that ¢yp/al regulation by LXRo 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
regulation of cellular cholesterol concentrations. Mutations
of the ABCAI gene are detected in Tangier disease, a
familial HDL-deficiency associated with a high risk of
developing atherosclerosis [44]. Likewise, mutations of

ABCG5 and ABCGS have been described in patients with

Viennois, Pommier, Mouzat, et al.

[-sitosterolemia, a rare autosomal recessively inherited lipid
metabolic disorder, characterized by hyperabsorption and
decreased biliary excretion of dietary sterols, leading to
hypercholesterolemia. This indicates the role of these pro-
teins in the regulation of cholesterol accumulation in intes-
tine [45]. In fact, LXR activation increases the expression of
ABCAI 46,471, ABCGI 46,471 and ABCG5/ABCGS (4] by
binding to LXRE in their promoters. In wvivo, abcal
regulation is abrogated in macrophages and intestine of
LXRoP knockout mice, demonstrating that ABC transport-
ers 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 srebplc
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 srebplc gene promoter revealed a
RXR/LXR DNA-binding site that is essential for this regula-
tion [49]. Schultz et al. showed that T09013017 treatment of
wild-type mice upregulated sedI (stearoyl-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 LXRot”™ but not
LXRB”" mice, suggesting that LXRo is the main isoform
responsible for hepatic lipogenesis and the deleterious effect
of LXR actvation [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 SREBPlc 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 LXRP in rat pancreatic islet cells and isolated human
islets enhanced glucose-dependent insulin secretion [53,54].
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Steroidogenesis
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3BHSD +
CYP11A1 +

Lipid homeostasis Glucose homeostasis

Seladin/DHCR24 +

Glut4 +

ABCA1/G1 + G6P -
SREBP1c+ PEPK -
ApoE + F1-6B -
SCD1 + ChREBP +
ACC +
FAS +

Immunity

iNOS -
Cox-2 -
IL-6-
Rev-erbo +
ENG +

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; COX-2:
Cyclooxygenase-2; 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; 3HSD: 3B-
hydroxysteroid dehydrogenase; IL-6: Interleukin-6; iNOS: Inducible nitric oxide
synthase; PEPK: Phospho-enol pyruvate kinase; SCD1: Steraoyl-CoA desaturase
1; SREBP1c: Sterol regulatory element binding protein 1c; StAR: Steroidogenic
acute regulatory protein.

However, no major effect on circulating insulin concen-
trations 77 wvivo has been reported. LXRB- but not
LXRot-deficient mice develop glucose intolerance and diabe-
tes when fed a high-fat diet [55]. This suggests that insulinemia
is mainly controlled by LXRP in wivo [56. Therefore,
activation of LXR lowers circulating glucose concentrations.

2.3 LXR and steroidogenesis

Cummins et a/. underlined a major role of LXRat in control-
ling the steroidogenic function of the adrenal (57). Indeed, cor-
ticosterone levels were increased in LXRot-deficient mice as a
consequence of upregulation of steroidogenic acute regulatory
protein (szar), cytochrome P450, family 11, subfamily A,
polypeptide 1 (¢ypllal) 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 szar as a direct target gene of
LXR. LXRo also regulates szar 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 lack-
ing LXRo [5859. An induction of star transcript by
T0901317 was also observed in the ovary [60]. Altogether
these data demonstrate that activation of LXRt 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 t61]. LXR agonists may suppress the transcription of genes
encoding iNOS and COX-2 through inhibition of NF-kB [e1].
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 spe-
cific 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-erbot, 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 [66]. 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
bioavailable synthetic modulator of LXR, which demon-
strated 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 liver X receptor (LXR) in
physiology and putative associated diseases. The role of LXR
in the control of lipid and glucose homeostasis, immunity
and steroidogenesis 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 interesting 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 [671. Using a
pharmacological approach with GW6340, Yasuda ez 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].
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While ABCAI and G1I were upregulated in a dose-dependent
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 illuminate LXR as putative pharma-
cological targets. Indeed analysis of LXR gene sequence in
patients with coronary heart disease (CHD) identified, three
mutations in the ligand binding domain of LXRa [69].
A modeling study revealed that the mutations created confor-
mational changes that could prevent activation of LXRat 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 s 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 wvitro 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 (721, 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 LXRo. and LXRP respectively, were associated with
obesity [73]. 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 neu-
ronal degeneration and the accumulation of intracellular inclu-
sions and extracellular deposits of B-amyloid plaques. The
main component of these plaques is AP peptide produced by
the cleavage of the Amyloid precursor protein (APP) by a
[B-secretase. Epidemiological and biochemical data have sug-
gested a link between cholesterol, APP processing, AP 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 HMG-CoA reductase and
thus de novo synthesis of cholesterol. Koldamova ez a/. evaluated
the effect of T0901317 on abcal expression in the brain of
APP transgenic mice, models of AD. T0901317 significantly
enhanced abcal expression and downregulated the production
of AB peptide, suggesting that ABCA1 plays a protective role
preventing AD progression [77]. Moreover, the loss of Ara or
b in APP23 transgenic mice increases AP deposit [78]
whereas activation of LXR by T0901317 causes a significant
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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 [80].
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 LXRP have
been associated with AD 81,821, confirming that LXR could
be involved in this neurodegenerative disease.

3.4 LXR and skin disorders

LXR is essential for cutaneous barrier function. Both LXRo
and LXR are expressed in human keratinocytes and fetal
rat epidermis whereas LXRf 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 [84]. Studies on LXR™”" mice showed
that epidermal differentiation was regulated by LXRP and
that oxysterols could induce differentiation and inhibit prolif-
eration through LXRP activation [83]. After acute permeability
disruption, ABCA1 expression decreases keratinocyte choles-
terol efflux to increase the availability of cholesterol for regen-
eration of the barrier 85]. /# vivo studies showed that LXR
agonists could reverse aging-associated syndrome in a photo-
aging animal model [s6] 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 LXRo. and LXRB”" 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 (891 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 (ENG), a major
gene implicated in placental implantation is a LXR target
gene [91]. Endoglin/CD105 is highly expressed in syncytiotro-
phoblasts and is part of the TGF receptor complex that binds
several members of the TGF-B superfamily. In the human pla-
centa, ENG is involved in the inhibition of trophoblast inva-
sion. Treatment of human choriocarcinoma JAR cells with
T0901317 leads to a significant increase in ENG mRNA and
protein levels. LXRal has been shown to bind and activate the
ENG promoter in JAR cells. Normal pregnancy is always
accompanied by increased oxidation of LDL particles. It could
be proposed that increased production of lipid peroxides in the
maternal blood during preeclamptic pregnancies may increase
internalization of oxLDL in trophoblasts cells. This would acti-
vate LXR and increase membrane ENG expression, and, in
turn, could enhance the TGF-§ 1/3 inhibitory signal, slowing
down trophoblast invasion. This would result in precocious
disruption of placental adherence and enhancement of the
preeclamptic symptoms. Indeed a shallow placentation with
abnormal invasion of cytotrophoblasts and incomplete
remodeling of uterine spiral arteries is observed in preeclamp-
sia. 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, resulting in hypertension and other
systemic manifestations of preeclampsia. 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.

LXRP plays a crucial role in the contractile ability of the
mouse uterus (92]. Indeed, LXR”" mice exhibited a marked
decrease in abcgl accumulation. This change resulted in a
phenotype of cholesteryl ester accumulation. Also, a defect
in contractile activity induced by oxytocin or prostaglandin
F2o. (PGF20)) was observed in mice lacking LXRP. These
results imply that LXRp acts as a safety valve to limit choles-
teryl ester levels in the uterus and is necessary for a timely
induction of contractions. LXRP 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 muldple alterations in the male genital tract
Cholesterol ester accumulation induces disorganization of
the epithelium of the caput epididymis (93,94]. This accumula-
tion which results from the loss of ABCA1 enhances apoptosis
of epithelial cells [95]. LXR are also involved in several
testicular functions: i) steroidogenesis, ii) lipid metabolism
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and 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, LXRo(”" 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 LXRPB 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 er al. showed that in absence of ligand, LXRal
interacts with an ubiquitin E3-ligase protein complex con-
taining breast and ovarian cancer susceptibility 1 (BRCAI)-
associated RING domain 1 (BARD1) [98]. As expected, LXR
ligand represses ubiquitination and degradation of LXRa,
and the interaction between LXRol and BARD1. This ligand
effect might be critical for the early step of transcriptional
activation of ligand-stimulated LXRo., 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
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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]. /7 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. LXRo("" 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 77 vitro studies showed that LXRa
and LXRp 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 stll 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; i) 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 ILXR are ligand-activated transcription factors,
the availability of the agonists, natural or not, is of
primary importance. Indeed, when YT-32 was initially

Expert Opin. Ther. Targets (2011) 15(2) 227

RIGHTES

Wy






Expert Opin. Ther. Targets Downloaded from informahealthcare.com by INSERM on 12/09/12

For personal use only.

Targeting liver X receptors in human health: deadlock or promising trail?

2)

3)

identified as a cholesterol-lowering agent in the absence
of hypertriglyceridemic effect (201, 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 LXRot and LXR are not fully interchangeable. It
is thus important to develop isoform-specific ligands.
For example, the development of a brain-available
ligand, specific to LXRpB, would be indicated for
the treatment of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s disease. Conversely, development of
LXRow-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 LXRf 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 (SLiMs) 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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Article 9 :

Cholestérol et cancer de la prostate : données éprdémiologiques.
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Cholestérol et cancer
de la prostate : données
épidémiologiques

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%me siécle. 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 troisieme cause
de mortalité par cancer chez ’homme [2]. Son
incidence (121,2 cas pour 100 000 par an) a
augmenté de maniére tres 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 1’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 1'Inde présentent
des taux d’incidence nettement plus faibles
que les pays occidentaux comme les Etats-
Unis ou les pays Scandinaves : l'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, l'incidence de ce cancer passe
de 0,5 a 26 cas pour 100 000 [4]. Ces données
illustrent parfaitement '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
deélétere 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
I'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 I’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 biosynthese 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'apres 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 coté, 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 l'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 l'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 synthese du
cholestérol comme '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 souléve 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 I’apoptose

des cellules [27]. Ce r6le 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’homeéostasie 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 déreglements 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 I’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 posséde 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
l'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, ’administration d’anti-
androgenes tels que le bicaluta-
mide (Casodex®), la cyprotérone
(Androcur®), le flutamide (Eulexine®)
ou le nilutamide (Anandron®), visant a
bloquer '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 androgenes
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 génes 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 l’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 geénes cibles a pour
conséquence une augmentation de
la concentration en cholestérol intra-
cellulaire qui s’explique a la fois par
une stimulation de sa synthése, 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 syntheése d’an-
drogenes [31] (Figure 2). Cette capa-
cité de synthese de novo d’andro-
genes confere un avantage certain aux
cellules qui ne sont alors plus dépen-
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dantes des androgénes circulants. Ce
mécanisme 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 1'évolution vers un
échappement thérapeutique. De facon
simpliste on peut évoquer un cercle
vicieux dans lequel les androgenes
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-androgenes passe
par le blocage de I’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. LXRp est ubiquiste,
alors que LXRo a une expression plutot
restreinte aux tissus présentant un fort
meétabolisme lipidique (pour une revue
lire [32]). Les LXRs forment des hété-
rodimeéres obligatoires avec le récep-
teur nucléaire de ’acide rétinoique
9-cis RXR (Retinoid X Receptor). En 1’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 T0901317 ou le GW3965 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
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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 LXRo. 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
controle de I’'homéostasie du choles-
térol et (2) de celle des acides gras, (3)
le controdle de la glycémie, (4) I'in-
flammation et (5) la stéroidogeneése.
Au niveau de 'homeéostasie lipidique,
les LXRs sont considérés comme des
facteurs hypocholestérolémiants. En
effet lorsque les souris Ixro-/- sont
nourries avec un régime hypercho-
lestérolémiant, elles développent une
hépatomégalie caractérisée par une
accumulation d’esters de cholestérol
dans les hépatocytes, non compen-
sée par la présence de LXRB. Chez les
souris sauvages, LXRa stimule 1'expres-
sion du gene codant la cholesterol-7a.-
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 ’exces de
cholestérol en acides biliaires par 'in-
testin. La stéatose hépatique des souris
Ixro-/- est due a une faible expression
du géne cyp7al. De plus, les LXRs

stimulent l’expression de certains
transporteurs de la famille ATP-Binding
Cassettes (ABC) comme ABCA1, ABCGS
et ABCGS, responsables de l'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 I’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,
l'activation des génes codant sterol regu-
latory element binding protein 1c (srebp-
1c), fatty acid synthase (fas) et acetyl-CoA
carboxylase (acc) confere aux LXRs un
effet hypertriglycéridémiant tempo-
raire, favorisant les voies de synthése
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 T0901317, ou la surex-
pression génique de Ixro. 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

— LXRa inhibe l’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, 1’acti-
vation des LXRs bloque a la fois la crois-
sance cellulaire et I'expression du gene
prostate specific antigen (psa) induite
par les androgenes. Malgré ’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 'activité lipo-
génique de AR décrite précédemment
et ainsi s’opposer a ’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 l'ac-
cumulation de Skp2 [35]. Skp2 est une
protéine responsable de la dégradation
par le systéme ubiquitine-protéasome
de protéines inhibitrices du cycle cellu-
laire telles que p27KipI. Le traitement
de cellules LNCaP par du T0901317
entraine alors une augmentation de
p27Kip1 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 I’ac-
cumulation de ABCA1 et 'efflux du
cholestérol vers le milieu extracellulaire
cellulaire [35] (Figure 2). Les auteurs
proposent ainsi que l'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 (Iymph 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 controle transcription-
nel des transporteurs ABCG1, respon-
sables, comme ABCA1, de 'efflux de
cholestérol. L'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 'activation des LXRs.
Ainsi, ces données démontrent
les propriétés « anti-oncogéniques »
des LXRs, a la fois par leur action sur
la biodisponibilité des androgenes 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 I’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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Résumé

De nombreuses études épidémiologiques associent le cholestérol avec I'incidence et le développement
du cancer de la prostate. Parmi les acteurs impliqués dans le métabolisme du cholestérol, les récepteurs
nucléaires LXRa et LXR[3 sont identifiés comme d’importants régulateurs intra-cellulaires capables
d’ajuster les niveaux d’accumulation de cette molécule. En parallele, ces récepteurs peuvent exercer
des effets anti-prolifératif et pro-apoptotique sur des cellules tumorales prostatiques. L’ensemble de ces

données suggere un role protecteur des LXRs dans le cadre du cancer de la prostate.

Les objectifs de ces travaux ont été d’étudier les mécanismes moléculaires reliant les LXRs au cycle
cellulaire et de comprendre le réle de ces récepteurs nucléaires dans le processus de la carcinogenese

prostatique.

Nous avons ainst montré que les LXRs exercaient leur effet anti-prolifératif sur des cellules murines
épithéliales prostatiques (MPECs) notamment via des modulations des voies de transduction
PISK/AKT et MAPK. Ces résultats font de ces cellules un modele d’étude des mécanismes

moléculaires impliqués dans cet effet.

Les souris Lxraf3-/- nourries avec un régime riche en cholestérol présentent un phénotype de néoplasie
prostatique associ¢ a un profil tanscriptomique proche de celui de souris modeles de cancer de la
prostate démontrant l'effet protecteur des LXRs dans une condition d’hypercholestérolémie.

Enfin, 'expression et l'activité des LXRs et leur genes cibles ont été étudiées dans un modele murin de
carcinogenese prostatique, les souris Pten-/-, dont 'invalidation du geéne suppresseur de tumeur Plen est
spécifique de I’épithélium prostatique. De maniére intéressante, nous montrons que les LXRs sont
activés au cours de la carcinogenése prostatique et que la perte des LXRs dans les souris Pren-/-

entraine une accélération de la progression tumorale.

Au final, ces résultats mettent en lumicre que les LXRs peuvent exercer un role de barriére limitant la
progression tumorale, notamment par 'intermédiaire de leurs génes cibles codant les cassettes d’efflux

de cholestérol, Abcal et Abegl.

Mots clés : Cancer, Prostate, LXRs, Cholestérol, PTEN.



