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Résumé

La prolifération, la migration et [linvasion sont des processus cellulaires biologiques
fondamentaux qui sont régulés par une multitude de signaux extracellulaires. L'intégration de ces
stimuli au niveau de différentes voies de signalisation intracellulaires permet d’adapter les capacités
des cellules a exercer ces fonctions aux conditions du milieu extérieur. Outre des évenements
génétiques tels que les mutations ou les translocations chromosomiques, des dérégulations des
capacités de prolifération, de migration et d’invasion des cellules sont retrouvées lors de la mise en
place d’un processus tumoral. La protéine nucléophosmine (NPM1) est un acteur important dans le
contrble de la balance prolifération/apoptose. Initialement décrite pour son réle dans la biogénése
des ribosomes, NPM1 participe a de multiples processus cellulaires comme la duplication des
centrosomes, la progression du cycle cellulaire et la transcription génique. NPM1 est ainsi
fréquemment surexprimée dans les tumeurs solides d’origines histologiques variées, parmi lesquelles
les cancers du colon, du poumon ou encore les tumeurs ovariennes. Les travaux antérieurs de
I’équipe ont mis également en évidence que la protéine NPM1 est surexprimée dans les tissus de
carcinomes prostatiques en comparaison avec le tissu adjacent sain.

Mon travail de thése avait pour objectif d’étudier I'impact d’une surexpression de NPM1 dans la
progression des cancers de la prostate. Nous avons dans un premier temps analysé, in vitro et in vivo,
les capacités invasives de cellules caractéristiques d’un stade avancé de cancers de la prostate en
fonction du niveau d’accumulation de NPM1. Les résultats obtenus suggerent que la protéine NPM1
intervient dans le processus tumoral en activant des mécanismes prolifératifs, migratoires et invasifs
des cellules tumorales de prostate. Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer la
nature des génes dont la transcription était susceptible d’étre affectée par I'expression de NPM1.
L’analyse en gPCR array met en évidence que I'expression du facteur de croissance EGF est diminuée
dans un contexte d’inhibition de NPM1, ainsi que I'activation de la voie de prolifération en aval
ERK1/2. Enfin, I'activation constitutive de cette voie révele que le role de NPM1 se situe en aval du
récepteur EGFR et en amont de I'effecteur MEKK1, activateur de la voie ERK1/2.

Ces données indiquent que NPM1 pourrait conférer un avantage prolifératif et invasif aux
cellules tumorales de prostate. En revanche, cette protéine ne serait pas un initiateur de la
tumorigénese mais un potentialisateur de la progression des cancers de la prostate suite a des
événements génétiques initiateurs. Dans ce contexte et sur la base de nos travaux, nous proposons
comme perspective que l'inhibition de I'accumulation de NPM1, protéine qui active la voie de survie
ERK1/2 et qui agit parallelement sur la disponibilité de contréleurs du cycle cellulaire et de I'apoptose
(e.g. P53), puisse potentialiser I'action d’agents thérapeutiques déja utilisés comme des inhibiteurs

de tyrosines kinases (gefitinib®).






Abstract

The chaperone nucleophosmin (NPM1) is over-expressed in the epithelial compartment of
tumoral prostate glands compared to adjacent healthy tissue and may represent one of the key
actors that support the neoplastic phenotype of prostate adenocarcinoma cells. Yet, the mechanisms
that underlie NPM1 mediated phenotype remain elusive in the prostate. NPM1 is a major
multifunctional nucleolar phospho-protein expressed at high level in the granular region of the
nucleolus with capacities of shuttling between the nucleolus and the cytoplasm. Initially identified as
a major regulator of the ribosome biogenesis, it was more recently demonstrated to bind to histones,
to mediate nucleosome formation and to relax chromatin, thereby controlling gene expression.
Furthermore, NPM1 was shown to interact with and to inhibit the tumour suppressor proteins P53
and Rb, and consequently to potentiate cell growth and proliferation. All these data emphasize a
proto-oncogenic function of NPM1 although some authors described a tumour suppressive function
for NPM1 as it acts as a regulator of centrosome duplication and thus may lead to cell apoptosis. All
this studies revealed that NPM1 acts as both tumour suppressor and proto-oncogene during
tumourigenesis. Although NPM1 detailed functions are starting to be clarified, the role of NPM1 in
solid tumours remains to be determined. Here we addressed the question whether NPM1 could
potentiate proliferation, migration and invasion capacities of prostate cancer cells and deciphered
the mechanism by which it exerts such a control on tumour cell behaviour. Our results show that
NPM1 favors cell migration, cell invasion and colony forming of prostate tumor cells. Furthermore, in
vivo knock-down of NPM1 leads to a decrease in the growth of LNCaP-derived tumors grafted in
nude mice. Such oncogenic-like properties are exerted via a positive regulation of NPM1 on the
ERK1/2 kinase phosphorylation in response to EGF stimuli, stimuli which are emphasized in prostate

tumours following the setting of an autonomous production of the growth factor.

NPM1 could be a target to switch off specifically ERK1/2 pathway activation in order to
decrease or inhibit proliferation and to potentiate actual targeted therapies based on EGFR specific

inhibition.
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Vessie

Zone de transition

Urétre . .
Prostate Sphincter prostatique

Testicule
A Canal déférent B Uratre

C cellules épithéliales luminales

Stroma

Cellules neuroendocrines Lame basale

Figure 1 : Localisation et anatomie de la prostate humaine
A : Schéma de localisation de la prostate au sein de I'appareil génital male.

B : Schéma de I'anatomie et de la zonation de la prostate humaine, coupe sagittale (d’aprés (Abate-
Shen & Shen, 2000).

C : Représentation des différents types cellulaires formant une glande prostatique humaine. Il est
important de noter que les cellules neuroendocrines ne se distinguent pas morphologiquement des
cellules du compartiment basal (d’aprés (Abate-Shen & Shen, 2000).
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Chapitre 1 : Physiologie et physiopathologie de la

prostate

1) Physiologie de la prostate

a. Description structurelle et fonctionnelle de la glande

prostatique

La prostate est une glande exocrine appartenant a I'appareil génital masculin, située sous la
vessie et entourant l'urétre (figure 1A). A la naissance, la prostate a la taille d’un pois et augmente
rapidement de volume au cours de la puberté, pour atteindre a I’dge adulte au maximum 4cm de
diametre et peser 15 a 20g. La glande prostatique comporte trois lobes : deux lobes latéraux réunis
en avant par un isthme et en arriére par le lobe médian situé, lui, au-dessus de I'abouchement des
canaux éjaculateurs qui aménent le sperme dans l'urétre prostatique. La prostate n’est pas une
glande uniforme, elle est formée de trois zones principales : la zone centrale, la zone de transition et
la zone périphérique. La zone de transition est glandulaire, elle se trouve en contact direct avec
I'uretre et I'entoure dans sa traversée de la glande. La zone centrale entoure la zone de transition,
c’est une portion non glandulaire composée d’un stroma dense. La zone périphérique, quant a elle,
est une partie glandulaire postérieure de la prostate et se trouve au contact du rectum. Elle
représente environ 80% du volume de la glande prostatique (figure 1B). A ces trois zones principales,
on peut ajouter une zone antérieure qui se trouve étre la région de la prostate la plus proche de
I'abdomen. Elle est composée d’un tissu fibro-musculaire non glandulaire. Le tissu prostatique est
formé d’une cinquantaine de lobules, ou acini, soutenus par un stroma constitué d’un tissu fibro-
musculaire : ces lobules sont des unités fonctionnelles dont les sécrétions sont drainées par de
multiples conduits a l'uretre. Les acini sont bordés par un épithélium bi-stratifié composé de
différentes cellules épithéliales. Chaque glande (ou acinus) est composée d’'une couche de cellules
épithéliales luminales sécrétrices qui bordent la lumiere des canaux. Celles-ci reposent sur une
couche discontinue de cellules épithéliales basales, aplaties le long de la membrane basale, entre
lesquelles s’intercalent des cellules souches et neuroendocrines (figure 1C). L'épithélium contient
également des cellules progénitrices et des cellules transitoires qui sont a un niveau de
différenciation intermédiaire entre les cellules basales et les cellules luminales (Tran et al., 2002). Au
cours du processus de différenciation cellulaire, les cellules basales vont dans un premier temps se

différencier en cellules progénitrices (ou intermédiaires) qui ont la particularité de posséder un
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Figure 2: Modele de lignage des cellules épithéliales dans la prostate

Les cellules souches basales peuvent se différencier en cellules progénitrices, qui vont étre a I'origine

des cellules luminales sécrétrices, ou en cellules neurales progénitrices a |'origine des

cellules

neuroendocrines. Chaque population cellulaire exprime des marqueurs spécifiques permettant de les

différencier et attribués a leur fonction.

(D’apres (Kasper, 2008; Zenzmaier et al., 2008)
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potentiel prolifératif important. Ces cellules vont exprimer des marqueurs spécifiques comme le Ki67
et I'intégrine a2 (INa2). Dans la prostate saine, les cellules progénitrices vont se différencier en
cellules épithéliales luminales exprimant le marqueur probasine, ou en cellules neuroendocrines qui
expriment spécifiquement la chromogranine A. Ces cellules ont, quant a elles, de faibles capacités
prolifératives. Chaque sous-population de cellules épithéliales exprime également des genes dont les
produits peuvent étre utilisés comme marqueurs spécifiques d’identification. Ainsi, les cytokératines
5, 8, 14 et 18, principalement exprimées par paires, auront des profils d’expression différents selon le
stade de différenciation auquel se trouve la cellule. Le récepteur des androgénes (AR) et la protéine
p63 sont également des marqueurs des cellules épithéliales luminales et basales, respectivement
(figure 2). Les cellules du stroma fibro-musculaire entourant les acini sont responsables de la
production de facteurs de croissance, tels que I'IGF (Insulin-like Growth Factor), 'EGF (Epidermal
Growth Factor) et le TGFa (Transforming Growth Factor a) en réponse aux androgéenes.

L'une des principales fonctions de la glande prostatique est la sécrétion, par les cellules
épithéliales, du fluide prostatique qui entre dans la composition du sperme. Ce fluide a un réle dans
la motilité des spermatozoides par la présence des prostasomes, petites vésicules lipidiques, qui
présentent des propriétés immunosuppressives et anti-oxydantes (Fabiani et al., 1994; Kelly, 1999). Il
a également un réle nourricier et protecteur des spermatozoides lors de leur migration dans les voies
génitales femelles contre les agents pathogénes (Sitaram & Nagaraj, 1995). Outre le liquide
prostatique, qui constitue la partie la plus importante de I'éjaculat, la prostate sécréte aussi des
protéines comme l|'antigene spécifique de prostate (PSA: Prostate Specific Antigen) qui est une
glycoprotéine produite uniquement par les cellules épithéliales de la prostate. La PSA est responsable

de la liquéfaction du sperme.

b. Morphogénése de la glande prostatique

1. Les étapes du développement

Contrairement a la plupart des glandes annexes males dont le développement se fait a partir des
canaux de Wolff d’origines mésodermiques, la glande prostatique provient du sinus urogénital (UGS :
UroGenital Sinus) qui est une structure endodermique. Bien que le développement de la prostate
soit un processus continu, il peut étre classé en cing étapes bien distinctes: la détermination,
Iinitiation (ou bourgeonnement), la morphogenése des branches, la différenciation et la maturation
a la puberté (figure 3) (Prins & Putz, 2008). Chez 'homme ce processus de développement se
déroule chez le foetus pendant les deuxiéme et troisieme trimestres de grossesse et se termine au

moment de la naissance (Prins & Putz, 2008). Le développement de la prostate commence a partir de
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a
de la prostate
— i
Stades de o branchement iersrciat
développement de rmination momhogenése.  CiTErenciation .
la prostate L —
b  Homme Période fcetale Puberté Période adulte

Figure 3 : Cinétique d’évolution de la morphogeneése de la prostate chez ’homme

A : lllustration des cing étapes du développement de la prostate : la détermination des cellules qui
formeront une prostate, linitiation et la formation des bourgeons, la morphogenése de
branchement, la différenciation cellulaire et la maturation des glandes prostatiques.

B : Cinétique de mise en place des différentes étapes de développement au cours de la période
feetale, pubertaire puis adulte chez 'homme.

(D’apres (Prins & Putz, 2008)
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la 10°™ semaine de gestation. Les excroissances vont ensuite former des cellules épithéliales
organisées en cordon (étape d’initiation) qui, au stade de la morphogenése, vont s’allonger et former
les branchements qui vont donner naissance a des canaux. Sous l'influence des androgenes, ces
canaux vont former la lumiere en fin de vie foetale. Les cellules de I'épithélium qui bordent les acini
vont se différencier en cellules épithéliales basales ou luminales et/ou en cellules neuroendocrines
avant de synthétiser divers produits de sécrétion (Timms, 2008). Il s’agit la de I'étape de
différenciation. A la naissance, les glandes entrent dans une phase de latence. A la puberté, la
prostate est mature et les cellules épithéliales luminales sécretent I'ensemble des composants du

fluide prostatique.

2. Réle des stéroides dans la physiologie de la prostate et importance dans le

développement

v Les androgénes

Les étapes de détermination et d’initiation du développement prostatique sont entiérement
dépendantes de I'action des androgénes produits au cours de la vie foetale, a partir de la geme
semaine. La castration chez la souris, pendant la vie fcetale, entraine une inhibition du
développement prostatique (Cunha, 1973). Des études de cultures d’explants d'UGS issus
d’embryons de souris a différents stades de développement, en absence ou en présence
d’androgénes, ont montré que ces derniers sont essentiels aux étapes de détermination et
d’initiation et que les bourgeons prostatiques déja imprégnés par les androgenes, peuvent se
développer en absence d’androgenes (Cunha, 1973). En revanche, ces explants, bien qu’imprégnés
par les androgénes, nécessitent I'ajout d’hormones dans le milieu de culture pour parvenir au stade

de différenciation terminale (Lipschutz et al., 1997). Les androgénes sont donc essentiels dans

I'initiation et le bon développement de la prostate jusqu'a un stade adulte.

L'androgene actif responsable du développement de la prostate est la DiHydroTestostérone
(DHT), qui résulte de la conversion de la testostérone par la 5a-réductase dans I'épithélium
prostatique (Wilson & Gloyna, 1970). L’action et I'importance de la DHT ont été mises en évidence
par I'étude de patients atteints du syndrome de déficience de la 5a-réductase, pour lesquels on
constate une absence compléte de morphogenese prostatique mais un développement normal des
vésicules séminales et des canaux déférents (Siiteri & Wilson, 1974). Bien que les androgenes soient
essentiels au développement de la glande prostatique, le récepteur des androgénes (AR) est tout

aussi essentiel. L’action des androgenes, et donc de la testostérone, est possible que par son
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Figure 4 : Localisation et expression des récepteurs des stéroides au cours du développement de la

prostate chez la souris

Au cours de la période périnatale, le récepteur des androgenes (AR) est fortement exprimé dans les
cellules mésenchymateuses et faiblement ou pas exprimé dans les cellules progénitrices du
compartiment épithélial. En réponse aux androgenes circulants, les cellules mésenchymateuses vont
produire de maniere autocrine et paracrine des facteurs de croissance et de différenciation qui
permettent la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales. Lorsque les cellules
épithéliales sont différenciées, elles expriment fortement AR. Les cellules répondent a leur tour aux
androgeénes et sécretent des facteurs a effet autocrines et paracrines permettant la différenciation
des cellules mésenchymateuses en cellules de muscle lisse. Au cours du développement d’autres
récepteurs stéroidiens, tels que ERa dans le mésenchyme a des stades précoces, ou ERB dans les
cellules épithéliales luminales sont exprimés (aprés la différenciation).

(D’aprés (Prins & Putz, 2008)
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interaction avec le récepteur AR, récepteur nucléaire de la superfamille des facteurs de transcription
(Liao & Fang, 1969). Des souris invalidées pour AR ou des hommes présentant un dysfonctionnement
complet du récepteur des androgenes n’ont pas de prostate (Bardin et al., 1973; Brown, 1995). Le
récepteur des androgenes est fortement exprimé dans 'UGS mésenchymateux (UGM : UroGenital
sinus Mesenchyme) avant et pendant la morphogenése prostatique alors que son expression dans la
partie épithéliale est induite qu’apres le début des étapes de bourgeonnement et de morphogenése
(figure 3) (Husmann et al., 1991; Shannon & Cunha, 1983). Le développement correct de la prostate

nécessite donc a la fois le récepteur des androgenes et les androgenes (figure 4).

v Les oestrogénes

Le foetus est en contact permanent avec les cestrogenes d’origine maternelle. Ces derniers
agissent par interaction avec le récepteur aux cestrogénes ER (ERa et B) présent au niveau de la
glande prostatique, ce qui suggere un role des cestrogenes dans le développement de la prostate
(figure 4) (Prins et al., 2006). En revanche, a I'inverse des androgénes, ils ne semblent pas étre
indispensables au développement prostatique étant donné qu’une invalidation de ERa dans des
souris n’altére pas la morphogeneése prostatique (Eddy et al., 1996). Le réle des cestrogénes pendant
le développement prostatique n’est pas clair, mais des études ont montré qu’ils réguleraient la
multiplication des cellules mésenchymateuses et inhiberaient la différenciation des cellules
épithéliales. En effet, une surexpression oestrogénique pendant le développement prostatique au
cours de la vie feetale entraine a terme des hyperplasies bénignes de la prostate et des carcinomes

prostatiques (Prins et al., 2006; Prins & Korach, 2008).

3. Rdle des interactions épithélium-mésenchyme dans le développement de la prostate
et la réponse aux androgeénes

Comme beaucoup d’autres tissus, la formation de la prostate se trouve étre initialement la
conséquence d’interactions entre le tissu épithélial et le tissu mésenchymateux. Le réle exercé
respectivement par le mésenchyme et I'épithélium, ainsi que I'importance de leur interaction, ont
été mis en évidence par des études de recombinaison de tissus par Cunha et ses collaborateurs
(Cunha, 1996; Cunha et al., 1987; Hayward et al., 1997). Ces études utilisent la dissection et
I'isolement enzymatique de I'épithélium et du mésenchyme a partir des sinus urogénitaux
d’embryons, qui sont ensuite recombinés in vitro et réimplantés sous la capsule rénale de souris
nude males adultes. La formation de tissu prostatique fonctionnel issu de ces recombinaisons est
ensuite vérifiée en histologie et par I'analyse des protéines prostatiques sécrétées. Ces études

montrent que les deux composantes mésenchymateuse et épithéliale sont indispensables pour la
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= |

Figure 5 : Contribution du mésenchyme et de I’épithélium dans le développement de la prostate

Expériences de combinaisons de mésenchyme du sinus urogénital (UGM) et d’épithélium (UGE)
provenant soit d’embryons de souris sauvages (+) ou déficients pour le récepteur des androgénes
(Tfm : Testicular feminized mouse), greffées chez des souris males adultes.

En réponse aux androgénes, la combinaison UGM+/UGE+ conduit a la formation d’une prostate
fonctionnelle. Les combinaisons impliquant un tissu mésenchymateux Tfm (UGM Tfm/UGE Tfm et
UGM Tfm/UGE+) conduisent au développement d’un tissu de type vaginal. Enfin, la combinaison
UGM+/UGE Tfm permet le développement morphologique de tissu prostatique avec formation de
canaux de prolifération des cellules épithéliales et cytodifférenciation des cellules luminales. En
revanche, il n’y a pas production de marqueurs prostatiques en raison de I'absence d’un récepteur
des androgéenes fonctionnel au niveau de I'épithélium Tfm.

(D’aprés (Cunha et al., 2004)
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différenciation prostatique. La spécificité du mésenchyme est stricte puisque le tissu prostatique ne
peut étre formé que si le mésenchyme est originaire du sinus urogénital, alors que la spécificité de
I’épithélium est plus large. En effet un épithélium d’origine endodermique, méme du tissu adulte
male ou femelle différencié, suffit a la formation du tissu prostatique a condition qu’il soit combiné
au meésenchyme urogénital. Des expériences de combinaisons de mésenchyme (UGM) et
d’épithélium (UGE : UroGenital sinus Epithelium) issus d’embryons de souris normaux (WT) ou
déficients pour le récepteur des androgenes (Tfm : Testicular feminized mouse), montrent également
I'importance du mésenchyme dans la réponse morphologique et fonctionnelle de I'épithélium aux
androgenes (Cunha et al., 1987). Ces analyses montrent que la recombinaison entre un mésenchyme
Tfm et un épithélium d’un embryon sauvage ne permet pas le développement prostatique malgré la
présence d’androgénes. En revanche la recombinaison réciproque (Mésenchyme sauvage avec un
épithélium Tfm) conduit au développement prostatique normal (figure 5). Pendant le
développement, AR est uniquement présent dans I'UGM embryonnaire avant et pendant la
formation des bourgeons mésenchymateux, alors qu’il n‘est pas détecté dans les bourgeons
épithéliaux en développement. Ces données suggerent que la signalisation androgénique est requise
au niveau du mésenchyme pour une initiation et un développement normal de la prostate. Les
androgeénes permettent la production de signaux induisant le développement et la croissance de la
prostate et plus tardivement la fonction sécrétrice des cellules différenciées (Abate-Shen & Shen,
2000; Cooke et al., 1991; Takeda & Chang, 1991). Ces analyses mettent également en évidence
I'importance d’effets paracrines dans I'effet androgénique des cellules mésenchymateuses sur le
développement de I'épithélium prostatique. D’autres expériences de recombinaisons de tissus Tfm
et sauvages révelent que AR est important au niveau épithélial, dans les stades différenciés, pour
I’expression de protéines prostatique sécrétées sous la dépendance des androgenes qui conférent a
I’organe sa fonction propre (Donjacour & Cunha, 1993). Bien que le mésenchyme urogénital induise
la différenciation de I'épithélium prostatique, la réciproque est également vraie: I'épithélium
prostatique induit la différenciation de I'UGM en muscle lisse (Cunha et al., 1992). Le développement
de la prostate est donc dépendant d’interactions croisées entre le mésenchyme et I'épithélium qui le
compose. Le mesenchyme permet a I'épithélium d’acquérir son identité et régule également sa
prolifération et sa différenciation. L’épithélium permet, quant a lui, la différenciation du
mésenchyme en muscle lisse (Marker et al., 2003). Les relations entre I'épithélium et le stroma qui
s’exercent par lintermédiaire de sécrétions paracrines de molécules comme les facteurs de
croissances, sous le contréle des androgénes, sont également essentielles au maintien de

I’'homéostasie prostatique normale adulte (Russell et al., 1998).
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2) Physiopathologie de la prostate: le cancer de la

prostate

a. Généralités sur les pathologies prostatiques

Chez I'homme, la prostate peut étre le siege de différentes pathologies comme la prostatite,

I’hyperplasie bénigne de la prostate et le cancer.

1. Les prostatites

Les prostatites sont la conséquence d’une inflammation de la prostate qui a la différence des
autres pathologies de la prostate, touchent préférentiellement ’homme jeune. Elles sont fréquentes
avec 1 homme sur 10 qui sera confronté a une prostatite au cours de sa vie. On distingue plusieurs

types de prostatites : aigue, chronique non bactérienne et chronique infectieuse.

La prostatite aigue : La prostatite aigue est une inflammation de la glande prostatique d’origine
microbienne. Elle se traduit par de fortes fievres, des douleurs séveres (mictions difficiles et

douloureuses) et une grande fatigue. Dans la majorité des cas, elle nécessitera une hospitalisation.

La prostatite chronique non bactérienne: Il s’agit d’une forme de prostatite chronique
caractérisée par une absence d’infection. Les causes sont différentes d’une prostatite bactérienne,
puisqu’elles peuvent étre dues a une malformation de I'appareil uro-génitale ou a un mauvais
fonctionnement des muscles du plancher pelvien. L'étiologie des prostatites chroniques non

bactériennes reste mal connue et fait I'objet d’une controverse dans le monde des urologues.

La prostatite chronique infectieuse : Elle est caractérisée par une infection de la prostate qui
peut résulter d’une infection urinaire « classique » mal soignée. Les germes responsables de cette
infection sont au sein de la prostate et donc tres difficiles a identifier et a traiter, d’autant que la

prostate est trés peu perméable aux antibiotiques
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Figure 6 : Répartition des cancers les plus fréquents chez ’homme

A : Incidence des cancers chez I’'homme, en France, en 2011. Le cancer de la prostate est le cancer le
plus fréquent devant le cancer du poumon (source : Institut National du Cancer, 2011).

B : Taux de mortalité des cancers les plus fréquents chez ’'homme, en France, en 2011 (source :
Institut National du Cancer, 2011).

C : Taux d’incidence et de mortalité du cancer de la prostate au cours de la période 1980-2005
(source : Francim-InVS 2008).

24



Introduction bibliographique

2. L’hyperplasie bénigne de la prostate

L’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP ou adénome de la prostate) est la conséquence d’une
hypertrophie progressive des structures glandulaires constituant la prostate, particulierement dans la
partie entourant l'uretre. Cette hypertrophie survient avec I'dge (a partir de 50 ans) et entraine
souvent des troubles urinaires. L'augmentation de la taille de la prostate se fait lentement : elle est
d’abord microscopique, puis détectable par échographie. Il peut se passer des années avant la
manifestation de symptomes tres génants. En France, 'HBP est présente chez prés de 80% des
hommes de plus de 80 ans. Aprés I'échec d’un traitement médical (a bloquants ou inhibiteur de la
S5a-réductase), il faut envisager une intervention chirurgicale (en moyenne chez 1 homme sur 10)

(source : urofrance.org).

b. Epidémiologie et facteurs de risques de cancer de la prostate

Avec plus de 71000 nouveaux cas estimés en France en 2011, le cancer de la prostate se situe au
premier rang des cancers incidents chez ’homme nettement devant le cancer du poumon et le
cancer colorectal (source : Institut National du Cancer, 2011) (figure 6A). Avec un taux de mortalité
de 10.3% il se situe au troisieme rang, ce qui représente 8700 déces par cancer de la prostate en
France en 2011 (source : Institut National du Cancer, 2011) (figure 6B). Cependant il est important de
noter que malgré une augmentation de I'incidence des cancers de la prostate en France entre 1980
et 2005, le taux de mortalité a tendance a diminuer (source : Francim-InVS 2008) (figure 6C). Cela
s’explique par un nombre plus important de diagnostics a partir de 50 ans et par le fait que tous les

cancers diagnostiqués ne vont pas systématiquement évoluer vers une pathologie grave et mortelle.

Les causes et facteurs de risque du cancer de la prostate sont nombreux, parmi lesquels les plus

cités étant I’age, I'appartenance ethnique, les antécédents familiaux et le statut hormonal.

1. L’dage
L'age est le facteur de risque le plus important de cancer de la prostate. Il apparait rarement
avant 50 ans et son incidence augmente avec |’age (figure 7). En effet 'dge moyen au diagnostic est

de 71 ans en 2005 et I’dge médian de décés sur la période 2004-2008 est de 80 ans. Des analyses
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Figure 7 : Prévalence des cancers de la prostate chez ’'homme en France

Prévalence a 5 ans des cancers de la prostate chez I'homme, en France, en 2002, selon la tranche
d’age. L'age moyen du cancer de la prostate se situe dans la fouchette 65-75 ans.

(D’apres (Colonna et al., 2008)
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d’autopsies révélent qu’une majorité d’hommes de plus de 85 ans auraient un cancer de la prostate
(Sakr et al., 1993). De maniére surprenante, et sans réelle explication, il a clairement été montré
gu’une diminution du taux d’androgénes au cours du vieillissement chez ’homme, est concomitante
avec une augmentation de la croissance des tumeurs prostatiques (Algarte-Genin et al., 2004;
Raynaud, 2006). Cette diminution pourrait, en partie, expliquer I'influence de I'dge sur I'incidence du
cancer de la prostate. De plus ces observations entrainent des interrogations sur I'utilisation actuelle
d’anti-androgenes dans le traitement des cancers. L'influence de I'dge peut également s’expliquer
par une augmentation des cassures de I'ADN causées par le stress oxydant qui prédispose a

I"apparition de mutations (Bostwick et al., 2004).

2. L’appartenance ethnique

Le risque de cancer de la prostate peut étre différent selon I'appartenance ethnique des
individus. Le taux d’incidence le plus élevé dans le monde se situe chez les hommes Afro-Américains,
qui ont un risque de cancer de la prostate supérieur a celui des Blanc-Américains malgré un mode de
vie et d’alimentation similaire (source : Haute Autorité de Santé, Février 2012) (Bostwick et al., 2004).
En revanche, le risque de cancer est plus faible chez les hommes d’origine asiatiques (source : Haute
Autorité de Santé, Février 2012). Ces données sont le reflet de différences génétiques sans pour

autant exclure les différences d’ordre socio-économique qui existent entre les populations.

3. Les antécédents familiaux

Les formes familiales de cancer de la prostate sont observées dans 20% des cas et |'existence
d’une transmission héréditaire est retrouvée dans 5% des cas. Le facteur génétique ne représente
donc pas la totalité des cas de cancers, mais la proportion de ceux qui surviennent a un jeune age :
43% des cancers diagnostiqués pour cause génétique le sont a I’age de 55 ans. Il existe deux niveaux
de déterminisme génétique, I'un associé a la phase d’initiation du cancer et le second a la phase de
promotion des cancers de la prostate (Cussenot & Fournier, 2000). Des études réalisées en 1996
suggerent que la région 1g24-25 du chromosome 1 comporte un gene important dans la
prédisposition au cancer de la prostate : HPC1 (Hereditary Prostate Cancerl) (Xu, 2000). Un autre
locus du méme chromosome contient également des génes de prédisposition au cancer regroupés
dans le locus PcaP (Predisposing for prostate cancer (Berthon et al., 1998; Cancel-Tassin et al., 2001).
Depuis ces dernieres années, d’autres loci pour des génes de prédisposition aux formes héréditaires

de cancer de la prostate ont été identifiés (HPCX, HPC2, PG1 (Prostate cancer susceptibility Gene 1),
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ainsi que des loci associés a des formes familiales agressives de la maladie. Ces données soulignent
I'hétérogénéité génétique de la prédisposition au cancer de la prostate dans sa forme héréditaire

(Cancel-Tassin et al., 2001; Cussenot & Cancel-Tassin, 2004).

4. L’alimentation

Les relations entre le cancer de la prostate et les facteurs environnementaux et plus
spécifiqguement I'alimentation ont été beaucoup étudiées et révelent que celle-ci peut étre un
facteur de risque important dans le cancer de la prostate. Notamment, la consommation de graisses
entraine une augmentation de I'incidence du cancer de la prostate et de la mortalité. En effet, les
graisses peuvent entrainer des altérations des profils hormonaux ou encore une augmentation du
stress oxydant (Bostwick et al., 2004). Des études de variations géographiques et de migration des
populations ont également mis en évidence l'importance de l'alimentation et de I'imprégnation
environnementale. L'incidence des cancers de la prostate augmente de maniére significative chez les
hommes asiatiques immigrants dans diverses régions Américaines (Schultz et al., 2011). Cela
implique la transition entre une alimentation faible en graisses et riche en phyto-cestrogenes (fruits
et légumes, soja) ayant un réle protecteur contre le cancer de la prostate, et une alimentation riche
en graisses (Damber & Aus, 2008). La vitamine A, régulateur de la différenciation des cellules
épithéliales et de la prolifération, est aussi associée a un risque de cancer de la prostate. La vitamine
D contient une substance montrée pour inhiber I'invasion, la prolifération et la différenciation, un
manque de vitamine D constitue donc un risque de cancer de la prostate. Il a également été montré
un role protecteur de la vitamine E par ses propriétés anti-oxydantes et d’inhibition de la croissance
cellulaire : le risque de cancer est alors diminué de 32% (Bostwick et al., 2004). D’autres facteurs
nutritionnels ont des effets protecteurs vis-a-vis du cancer de la prostate comme le zinc, le selenium
(inhibiteurs de carcinogenes) ou le lycopéne (anti-oxydants) (Bostwick et al., 2004). Cependant les
relations, parfois incertaines, entre ces composés et le risque de cancer de la prostate sont le résultat
d’études épidémiologiques. Il semble donc necessaire de comprendre les mécanismes mis en jeu par

I'utilisation de modeéles cellulaires ou animaux.

5. Le statut hormonal

Il est clairement établi que le développement du cancer de la prostate et sa progression vers
une phase d’échappement hormonal sont le résultat d’évenements multiples. Il semble néanmoins
que les androgenes jouent un réle primordial dans tous les stades de la carcinogénése prostatique

(Abate-Shen & Shen, 2000; Dai et al., 1981; Prehn, 1999). Des concentrations élevées de
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Figure 8 : Stades d’évolution du cancer de la prostate

La carcinogénese prostatique est un processus multi-étapes caractérisé par une phase d’initiation
tres courte, une phase de promotion longue, de une a quelques dizaines d’années, et une phase de
progression d’'une durée moyenne de 1 an. Les cellules épithéliales proliferent de maniere
incontrolée a lintérieur du compartiment luminal et entrainent I'apparition d’une néoplasie
intraépithéliale (PIN). Apres la perte de la lame basale, les cellules épithéliales en prolifération
envahissent le compartiment stromal, ce qui entraine la formation d’un carcinome in situ. Ces étapes
font suite a I'accumulation d’événements génétiques, entrainant des modifications d’expression de
protéines régulatrices. Enfin, les cellules cancéreuses peuvent évoluer vers des stades plus agressifs
ou elles vont passer dans la circulation sanguine pour former des tumeurs secondaires dans d’autres

tissus.

(D’aprés (Abate-Shen & Shen, 2000)
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testostérone et de son métabolite, la DHT, sont corélées avec le risque de cancer de la prostate
(Bostwick et al., 2004). Cependant, plusieurs résultats d’analyses épidémiologiques révelent un réle
controversé des androgenes dans la croissance des tumeurs de la prostate: les taux de testostérone
sérique chez des hommes atteints de cancer peuvent étre a la fois plus élevés, plus faibles ou
équivalents a ceux d’hommes sains (Bostwick et al., 2004). Et de maniere paradoxale, comme déja
décrit, les taux de testostérone diminuent chez des hommes a I’adge correspondant au pic d’incidence
du cancer. Les recherches de corrélations entre le risque de cancer de la prostate et les taux sériques
de testostérone suggerent que le dosage de cette hormone ne permet pas d’évaluer le risque de

maniére précise.

Des perturbateurs endocriniens ayant des effets oestrogéniques et anti-androgéniques ont
également été associés a une augmentation des risques de développer un cancer de la prostate

(Prins et al., 2007).

c. La carcinogénése prostatique

Les cancers de la prostate sont issus de la zone périphérique de la glande et conservent une
structure glandulaire. Une faible proportion d’entre eux est d’origine mésenchymateuse alors que la
majorité est d’origine épithéliale. Parmi eux, les plus fréquents sont les adénocarcinomes, les autres
correspondant a des tumeurs neuroendocrines. La formation et I’évolution de ces adénocarcinomes
se déroulent en plusieurs étapes et sont le résultat d’'une succession d’altérations génétiques (pertes
de chromosomes et mutations), de modifications des interactions épithélium-mésenchyme et
d’activation de voies de signalisation, notamment celles qui impliquent les facteurs de croissance. Le
stade d’initiation, d’'une durée trés courte (1-2 jours), correspond a un événement ponctuel qui ne
modifie pas le phénotype des cellules épithéliales. Suit la phase de promotion, plus longue (10 ans
environ) qui correspond a une accumulation d’événements génétiques. Il y aura alors expansion des
cellules initiées et formation de néoplasies intraépithéliales, puis de carcinomes localisés. Le dernier
stade est celui de progression qui dure environ un an et qui correspond a une invasion locale puis
souvent métastatique des cellules qui ont acquis une indépendance vis-a-vis de I'environnement

(figure 8).
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1. Stades d’évolutions de la maladie

v Les néoplasies intraépithéliales

De nombreuses études histopathologiques du tissu cancéreux suggerent que les précurseurs des
adénocarcinomes sont les néoplasies intraépithéliales prostatiques ou PIN (Prostatic Intraepithelial
Neoplasia) (Abate-Shen & Shen, 2000; Joniau et al., 2005). Les PIN sont histologiquement classées en
PIN de bas grade et en PIN de haut grade qui seraient un stade de transition entre les PIN de bas
grade et le carcinome invasif prostatique. Des études de biopsies argumentent le statut de
précurseur des PIN: (i) le stade de PIN de haut grade précéde de 10 ans celui de carcinome, en
accord avec I'idée d’une progression vers le cancer (Sakr et al., 1993), (ii) les PIN et les carcinomes
sont tout deux multifocaux et présents préférentiellement dans la zone périphérique (Joniau et al.,
2005), (iii) les caractéristiques architecturales et cytologiques des PIN ressemblent a celles d’'un
carcinome invasif (rupture de la lame basale) (Bostwick et al., 1993) et peuvent étre distinguées
d’autres anormalités histopathologiques de I'épithélium prostatique comme I’hypertrophie bénigne
de la prostate (Abate-Shen & Shen, 2000). Les PIN sont caractérisées par un épaississement de la
couche épithéliale ainsi que la perte des cellules basales avec la conservation de la membrane basale.
Les cellules forment des couches superposées, non a cause d’une augmentation de la prolifération,

mais a cause d’un taux d’apoptose des cellules anormalement faible (figure 8).

v' Le carcinome et les métastases

Le stade suivant, de carcinome invasif, est caractérisé par la perte complete de la lame basale.
Les cellules épithéliales basales et luminales ont alors une activité proliférative importante ce qui se
traduit par une forte augmentation des taux de PSA. Le cancer de la prostate peut rester localisé ou
évoluer vers un stade plus agressif, celui de métastases dans les ganglions lymphatiques proches, les
organes distaux et plus fréquemment au niveau des os, du foie et des poumons (Schulz et al., 2003).
Ce processus met en jeu des modifications d’expression de marqueurs d’adhésion (E-cadhérine et N-
cadhérine) qui permettent aux cellules cancéreuses d’acquérir des caractéristiques

mésenchymateuses. Il s’agit de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (figure 8).

2. Facteurs impliqués dans l'initiation

La désorganisation de la lame basale et la mise en place des PIN constituent des mécanismes
importants dans l'initiation du cancer de la prostate. Un deuxiéme évenement simultané important
dans les premiers stades est la perte spécifique de la région chromosomique 8p, retrouvée dans 80%
des tumeurs prostatiques, mais aussi dans des carcinomes colorectaux et du poumon (Chang et al.,

1994; Fujiwara et al., 1994). Plus spécifiquement, la perte de la région 8p21 est un évenement des
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premiers stades de la carcinogénese prostatique (PIN et carcinome invasif « jeune »). Cette région
contient le géne homéotique Nkx3.1 (Voeller et al., 1997). Il s’agit d’un facteur de transcription qui a
un réle suppresseur de tumeur puisqu’il régule négativement la croissance des cellules épithéliales
du tissu prostatique. Des études suggerent également un réle de Nkx3.1 dans la différenciation de la
prostate saine, puisque sa délétion entraine des anomalies de morphogenése des canaux
prostatiques et des fonctions sécrétrices (Bhatia-Gaur et al., 1999). De plus, ces souris développent
des PIN ressemblant au PIN retrouvées chez 'lhomme (Bhatia-Gaur et al., 1999). Nkx3.1 semble donc

étre un géne de régulation important impliqué dans I'initiation du cancer de la prostate.

3. Facteurs impliqués dans les phases de promotion et de progression

De maniere similaire a ce qui a été décrit pour la phase d’initiation, la mise en place et
I’évolution des phases de promotion et de progression du cancer de la prostate résultent de
plusieurs facteurs: des pertes de régions chromosomiques, des modifications d’expressions de

protéines impliquées dans des processus clés et des modifications de I'environnement tumoral.

v" PTEN

La perte d’une région du chromosome 10qg est retrouvée dans 50 a 80% des cancers de la
prostate et notamment la région 10923 contenant le géne suppresseur de tumeur PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog). Cette délétion est également retrouvée dans d’autres
carcinomes comme les glioblastomes, les cancers du sein et de I'endometre (Di Cristofano &
Pandolfi, 2000). Des mutations « perte de fonction » de PTEN entraine une activation de la kinase
PI3K (Phospholnositide 3-OH Kinase) puis de la kinase AKT (Protein Kinase B) qui, en retour, conduit a
une perte de la sensibilité des cellules a 'apoptose et une augmentation de leur survie (Sun et al.,
1999). L'impact de l'invalidation de PTEN peut étre apprécié par I'étude de modeles de souris
transgéniques. La perte totale du géne entraine une létalité embryonnaire et les souris hétérozygotes
PTEN +/- développent des hyperplasies et des carcinomes dans de nombreux tissus (Di Cristofano et
al., 1998). De plus, la perte de I'expression de PTEN favorise la mobilité cellulaire et le potentiel
invasif des cellules tumorales (Liliental et al., 2000) et pourrait donc étre directement associée a la
dissémination métastatique dans les stades plus avancés de cancers. En ce sens, la perte de PTEN est
un événement clé dans les phases avancées de la carcinogeneése prostatique. Il faut également noter
que cette perte chromosomique PTEN est souvent associée a une fusion TMPRSS2/ERG

(Transmembrane Protease Serine 2/Ets Related Gene). Cependant, le rdle de ce transcrit chimérique
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ne sera pas détaillé car il n’existe pas de corrélation entre la fusion TMPRSS2/ERG et les scores de
Gleason, bien que cette fusion soit retrouvée dans 50% des cas de cancers de la prostate (Yoshimoto

etal., 2012).

v" Rb

Une autre altération chromosomique importante dans la phase de progression est la perte de la
région 13q, retrouvée dans 50% des tumeurs prostatiques et qui contient le gene Rétinoblastome
(Rb), (Cooney et al., 1996; Li et al., 1998; Melamed et al., 1997). Rb est un suppresseur de tumeur
impliqgué dans la régulation de I'apoptose des cellules prostatiques, et plus particulierement en
réponse aux androgenes (Zhao et al., 1997). Des études rapportent la perte d’au moins un des deux
alleles Rb dans 27% des adénocarcinomes prostatiques (Brooks et al., 1995). L'invalidation totale de
Rb (Rb -/-) dans des modéles de souris entraine la |étalité des embryons a 13 jours de gestation
(Clarke et al., 1992). De plus, des approches de combinaison de tissus montrent que la perte
homozygote du gene entraine des dysplasies et des carcinomes invasifs (Wang et al., 2000). La
délétion de la région chromosomique contenant Rb est donc un événement important dans la phase

de progression des tumeurs prostatiques.

v p53

La perte de la région chromosomique 17p se produisant dans les stades avancés de cancer de la
prostate et dans les métastases (Cher et al., 1994), induit la perte du locus p53 (Brooks et al., 1996).
p53 est un suppresseur de tumeur impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, I'induction de
I'apoptose et la stabilité du génome. Etant donné ses fonctions, il est assimilé a « un gardien du
génome ». De maniere intéressante, une inactivation conditionnelle de p53, dans des modeles
murins, n’entraine pas de néoplasies (Chen et al., 2005) alors que la combinaison de la perte de p53 a
celle de Rb entraine des carcinomes métastatiques (Zhou et al., 2006). Des mutations de p53,
cependant tres rares (Kleihues et al., 1997), sont également retrouvées dans des stades avancés de
cancer de la prostate ainsi que des stades métastatiques (Baylot et al., 2012; Bookstein et al., 1993).
Des études cliniques montrent que p53, sous une forme mutée, est surexprimé chez une faible
proportion de patients atteints de cancer de la prostate. Cette surexpression est associée a un
pronostique péjoratif, en terme de progression et de survie, en particulier lorsqu’elle est associée a la
surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (B-cell lymphoma 2) (Thomas et al., 1993). Des
modifications d’expression de p53 a cause de délétions chromosomiques ou de mutations semblent

étre importantes dans un contexte ol de nombreuses altérations ont déja eu lieu.
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Figure 9: Régulation de la progression du cycle cellulaire

La progression du cycle cellulaire est permise par la formation des complexes Cyclines/Cdk (Cyclin-
dependent kinase). L’activité de ces complexes est régulée par des protéines inhibitrices, Cdki
(Cyclin-dependent kinase inhibitor). Dans la prostate saine, la régulation de I'expression des
inhibiteurs de Cdk est importante pour le maintien de la balance prolifération/apoptose et la
dérégulation de leurs expressions représente un évenement important dans la progression des
cancers de la prostate.
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v Geénes de régulation du cycle cellulaire

Dans I'épithélium prostatique normal, le faible taux de prolifération cellulaire est contrebalancé
par un faible taux d’apoptose (Berges et al., 1995), contrairement a la néoplasie intraépithéliale et au
carcinome dans lesquels la prolifération est augmentée de 7 a 10 fois et I'apoptose diminuée de 60%.
Ceci est le résultat de modifications d’expression et/ou d’activité de génes régulant le cycle cellulaire.
Des études identifient notamment la perte de fonction de I'inhibiteur de Cdk4 (Cyclin-dependent
kinase 4), p27kip1, dans environ 50% des cancers de la postate (Macri & Loda, 1998-1999). Son

expression diminue quand le grade de la tumeur augmente (Tsihlias et al., 1998). P16"™*

, un autre
régulateur du cycle cellulaire, est un suppresseur de tumeur impliqué dans I'inhibition du complexe
CyclineD/Cdk6. La perte de son expression, inversement corrélée a 'expression de Rb, empéche la
sénescence des cellules épithéliales de prostate (Otterson et al., 1994). La surexpression de la cycline
D1 (Gumbiner et al., 1999) et des mutations de p21°*! (Gao et al., 1995), inhibiteur de Cdk2/1 et
régulateur négatif de la progression de la phase G1, ont également été associées a la carcinogenése

prostatique. Des modifications d’expression de régulateurs du cycle cellulaire représentent des

évenements importants dans la phase de progression des tumeurs prostatiques (figure 9).

v Geénes de régulation de I'apoptose

Dans la prostate saine, I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est restreinte aux
cellules basales (Hockenbery et al., 1991) et sa surexpression dans les carcinomes prostatiques est
caractéristique de stades avancés résistants a I'apoptose (Colombel et al., 1993). L'induction de sa
surexpression dans des lignées cellulaires de cancer de la prostate protege de I'apoptose induite par
une déplétion en androgene (Raffo et al., 1995) et confere une résistance a la chimiothérapie (Tu et
al., 1995). Bcl-2, dont I'expression est corrélée au devenir de la maladie, peut alors étre assimilé a un
marqueur pronostic (Bubendorf et al, 1996). L’association de modifications d’expression de
protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2, a celles mise en place dans des stades plus précoces de la

carcinogenése prostatique est importante dans les phases de promotion et de progression.

v' Le récepteur des androgénes

Comme nous |'avons décrit précédemment, les androgenes sont essentiels au maintien de la
physiologie prostatique mais sont également nécessaires a la survie et a la prolifération des cellules
tumorales. Le récepteur des androgenes agit comme un facteur de transcription et permet
I’expression de genes intervenant dans la progression du cancer de la prostate (Suzuki et al., 2003). Il
est notamment impliqué dans I'expression d’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), de c-Myc et
de la cavéoline-1, protéines qui favorisent la survie, la prolifération et I'invasion cellulaire (Bernard et

al., 2003a; Li et al., 2001; Torring et al., 2003). Par ailleurs, les androgénes régulent négativement

39



Introduction bibliographique

40



Introduction bibliographique

I'accumulation de céramides, spingolipides impliqués dans la prolifération et I'apoptose cellulaire, ce
qui entraine une inhibition de I'apoptose des cellules tumorales. L’accumulation de la céramide C16,
en absence d’androgenes, provoque un arrét du cycle cellulaire en phase G1, suivi d’'une entrée des
cellules en apoptose (Eto et al., 2003). L'importance de AR et des androgénes est également illustrée
dans les thérapies. En effet, I’ablation des androgenes, traitement de premiere ligne des cancers de
la prostate, conduit a une régression tumorale (Huggins & Hodges, 1941). Comme il a déja été
mentionné, le récepteur des androgeénes est souvent surexprimé dans les premiers stades de la
carcinogenése prostatique. En ce sens, les souris transgéniques dans lesquelles I'expression de AR est
augmentée développent des néoplasies intraépithéliales suggérant I'établissement d’'une tumeur
prostatique. Ces modifications d’expression peuvent étre la conséquence d’une amplification du
géne AR retrouvée dans 30% des carcinomes prostatiques. Le récepteur des androgénes peut
également étre impliqué dans les phases d’échappement thérapeutique comme il sera détaillé dans

la partie « traitements » de ce chapitre.

v Les interactions épithélium-mésenchyme

Comme il a déja été mentionné, les interactions entre ['épithélium prostatique et les
composants du stroma sont essentielles aux différents stades de développement et de croissance de
la prostate normale. Des altérations au niveau de ces interactions ont donc un réle primordial dans la
carcinogenése prostatique. Des expériences de recombinaisons de tissus suggerent qu’une
signalisation aberrante de facteurs de croissance, d’origine stromale et épithéliale, est mise en place
au cours de la phase de progression (Hayward et al., 1997). Parmi les signaux identifiés, on trouve le
FGF (Fibroblast Growth Factor), I'EGF (Epidermal Growth Factor) ainsi que des membres de la famille
TGFB (Transforming Growth Factor B) (Cunha, 1996; Djakiew, 2000). Leurs fonctions seront détaillées

dans le chapitre 2 (page 56).

d. Classification histologique des tumeurs prostatiques

Le choix et l'ordre des traitements d’un cancer de la prostate dépendent notamment de
I’étendue du cancer au moment du diagnostic et de son évolution potentielle. La gradation
histologique joue donc un réle important dans leur prise en charge. Les cancers de la prostate sont
classés en plusieurs types en fonction de leurs origines et de leurs aspects morphologiques : (i) les
adénocarcinomes acineux, (ii) les adénocarcinomes canalaires, les carcinomes urothéliaux et

squameux , les carcinomes a cellules basales, les tumeurs neuroendocrines, (iii) et les tumeurs
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Site de la tumeur primitive (T) Caractéristiques

Moins de 5% de cellules cancéreuses

T1 = Stade dontla découverte est Tla il o e

uniguement histologique (non visible a

o .
it e el T1b Plus de 5% de cellules cancéreuses sur

les préléevements

Canceroccupant moins de 50% d'un

T2a desdeux lobes prostatiques

T2 = Cancer palpable au toucherrectal| 15, |Canceroccupantplusde 50% d'un des
deux lobes prostatiques

T2c Lesdeux lobes sont atteints

Extension du canceraux tissus
T3 périphériques (franchissementde la
capsule prostatique)
Extension aux organes adjacents
(vessie, rectum, paroipelvienne)

T4

Ganglions régionaux (N)

NO Absence de métastases ganglionnaires

Atteinte(s) ganglionnaire(s)

N1 L .
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Métastases a distance (M)

MO0 Absence de métastases adistance
M1la Ganglions non régionaux
M1 = présence de métastases M1b Os
Milc Autre(s) site(s)

Tableau 1 : Classification TNM des cancers de la prostate définie par ’'OMS
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mésenchymateuses. La mise en place de la classification des tumeurs prostatiques a été réalisée en
2004 par 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé). Les adénocarcinomes acineux représentent la
grande majorité des tumeurs malignes de la prostate chez I'adulte. Ces tumeurs se développent au
dépend des acini ou des petits canaux prostatiques et présentent un spectre large depuis les
carcinomes indifférenciés de mauvais pronostic jusqu’aux formes tres différenciées, lentement
évolutives, et dont le diagnostic peut étre tres délicat. La majorité des études concernant le grade, le

stade et la prise en charge thérapeutique concerne ces tumeurs (Vendenbos & Chevallier, 2004).

1. La classification TNM

La classification TNM est un systeme international, proposé par le chirurgien francais Pierre
Denoix, entre 1943 et 1952, de facon a classer les cancers selon leur extension anatomique. TNM est
le sigle symbolisant la propagation de la maladie cancéreuse sur le site de la tumeur primitive (T),
dans les ganglions lymphatiques voisins (N, node) et a distance pour d’éventuelles métastases (M),
chaque lettre va ensuite étre affectée d’un coefficient. Cette classification prend en compte
uniquement les données cliniques et a été mise en place afin de permettre un langage commun
facilitant les échanges d’informations entre les médecins et les chercheurs au niveau international. Il

permet également de codifier les indications de traitement (tableau 1).

2. La classification synthétique, dite d’Amico

Ce systeme de classification, développé en 1998 par D’Amico, a été mis en place afin d’évaluer
le risque de récidive survenant aprés un traitement localisé du cancer de la prostate. Les patients
sont ainsi classés suivant trois niveaux de risque de progression et de récidive du cancer : un risque
faible, un risque intermédiaire et un risque élevé. Ce risque integre des données cliniques simples
(classification TNM), des facteurs biologiques (taux de PSA) ainsi que la classification histologique
(score de Gleason). Cette classification permet d’avoir un maximum d’information sur le cancer de la

prostate et constitue un outil d’aide a la décision pour le traitement.

3. La classification histologique : le systéeme de Gleason

Le systeme de Gleason dont la premiére publication remonte a 1974 est le systeme de
classification actuellement le plus utilisé en raison de sa simplicité, de sa reproductibilité satisfaisante
et surtout de sa valeur pronostique démontrée (Gleason & Mellinger, 1974). Cette classification

procéde en deux étapes : (i) I'établissement du grade de chaque composante, (ii) I'établissement du
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Tableau 2: Caractéristiques histopathologiques permettant de déterminer le grade des tumeurs

prostatiques

L’établissement du score de Gleason nécessite une analyse histologique afin d’attribuer un score a
chaque composant. Il repose sur des anomalies de différenciation glandulaire et sur les rapports
entre les structures épithéliales tumorales et le stroma tumoral.

(D’aprés (Vendenbos & Chevallier, 2004)
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score établi par addition des deux contingents volumétriquement les plus représentés. Un méme
adénocarcinome peut associer des aspects architecturaux et une différenciation variables selon les
territoires examinés. L'état de différenciation est trés important dans le diagnostique puisque I'on
sait que les tumeurs peu différenciées vont étre les plus agressives car moins hormono-dépendantes
et ayant une tendance a métastaser plus importante que les tumeurs plus différenciées. Ce

polymorphisme tumoral va étre pris en compte par la classification de Gleason.

v Détermination du grade de la tumeur

La classification de Gleason est basée sur les anomalies de différenciation glandulaire et sur les
rapports entre les structures épithéliales tumorales et le stroma tumoral. Cing grades sont ainsi
distingués lors de l'analyse anatomo-pathologique et témoignent de I'agressivité de la tumeur
(tableau 2). Les grades 1 et 2 représentent des Iésions rares et principalement localisées au niveau
de la zone transitionnelle, trés rarement au niveau de la zone périphérique. Le grade 3 correspond a
la forme la plus fréquente des cancers glandulaires de la zone périphérique observée lors de biopsies.

Enfin, la faible différenciation des tumeurs de grade 5 fait qu’elles sont souvent les plus agressives.

v' Etablissement du score de Gleason

Plusieurs grades peuvent étre rencontrés au sein du méme tissu tumoral prostatique, le score est
alors établi en réalisant I'addition des grades des deux contingents les plus représentés, et le premier
chiffre représente le grade du contingent le plus représenté : ainsi le score de Gleason (4+3) est plus
péjoratif que le score (3+4). La valeur pronostique de cette classification est trés importante avec une
corrélation établie entre le score de Gleason et la mortalité par cancer. En effet, un score de Gleason
inférieur ou égal a 6 est représentatif d’'un cancer bien différencié et de meilleur pronostic. Un score
de Gleason de 7 est caractéristique d’une tumeur moyennement différenciée, alors qu’un score égal
ou supérieur a 8 représente un cancer tres peu différencié et aura un moins bon pronostic. D’autres
relations ont été mises en évidence entre le score de Gleason et le volume tumoral, I’extension extra-
prostatique et la fréquence des métastases pour les tumeurs présentant un contingent de haut grade

(Vendenbos & Chevallier, 2004).

e. Le diagnostic

Le cancer de la prostate est un cancer asymptomatique jusqu'a des stades avancés, ce qui

complique la prise en charge du patient. Ces derniers vont donc consulter uniquement lors de
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I"apparition de troubles tels que la rétention d’urine, 'hématurie (présence de sang dans les urines),
une impuissance ou encore des douleurs dues au disfonctionnement d’autres organes lors de cancers
trés avancés et métastatiques. Des mesures de prévention existent notamment un dépistage dés
I’age de 50 ans fortement recommandé. Il s’agit d’'un toucher rectal, a effectuer tous les ans,
permettant de déceler les modifications de volume, de forme et de consistance de la prostate au
niveau de la zone périphérique a partir de laquelle le cancer se développe. Le cas échéant, suivra une
analyse du taux de PSA. De nos jours seules les analyses histologiques et cytologiques d’échantillons
de la glande prostatique permettent d’établir avec certitude la présence ou non d’'un cancer de la
prostate. La décision de procéder a une biopsie est prise entre le praticien et le patient apres
analyses de parametres tels que I'age, I'évaluation des taux de PSA et le contexte familial. Une
biopsie sera fortement recommandée chez un homme ayant un taux de PSA sérique supérieur ou
égal a 4.0ng/ml. En effet, les hommes ayant un taux de PSA inférieur auront plus souvent une

maladie a un stade localisé lors du diagnostic que des métastases.

f. Les traitements

La décision du choix du traitement, prise en concertation avec le patient, se fait au cas par cas
aprés analyse de I'age du patient, de son état général, de I'étendue de la maladie et de la co-
morbidité. Le traitement ne sera pas le méme s’il s’agit d’'un cancer localisé (stade suivant celui de
PIN), d’un cancer localement avancé, forme la plus agressive d’un cancer de la prostate localisé ou

d’une cancer métastasé (Dunn & Kazer, 2011).

1. Traitements dans le cas d’un cancer de la prostate localisé

v’ Suivi attentif

L’évolution du cancer de la prostate peut étre tres longue sans avoir d’effets sur la santé du
patient puisqu’il s’agit d’un cancer indolent. La surveillance est alors une alternative appropriée a
I'intervention thérapeutique, avec un suivi du taux de PSA périodique, des biopsies répétitives, ainsi
gu’un suivi de I'état du patient. Si le cancer progresse et/ou devient plus agressif, une thérapie sera

mise en place (Dunn & Kazer, 2011).
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Figure 10 : Accélérateur de particules utilisé pour la radiothérapie externe
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v" La chirurgie : prostatectomie radicale

Elle consiste en une ablation totale de la prostate et si cela ne compromet pas la résection du
cancer, les nerfs et les faisceaux neurovasculaires sont préservés afin de limiter les complications.
Malgré cela elle comporte des risques (chirurgicaux et spécifiques) desquels sont informés les
patients, ainsi que des suites opératoires telles que des dysfonctionnements érectiles et des

incontinences urinaires.

v' Laradiothérapie

Le but de la radiothérapie par faisceaux externes (XRT : eXternal beam Radiation Therapy) est de
délivrer une dose curative au sein de la prostate sans endommager les tissus alentours tels que la
vessie, le rectum et l'intestin. La radiothérapie peut également étre préconisée en complément
d’une prostatectomie radicale dans le cas olu tout le cancer n’a pu étre enlevé pour cause de
complications chirurgicales. Les effets indésirables faisant suite sont le plus souvent des
dysfonctionnements érectiles et des incontinences urinaires, ainsi que des effets propres aux rayons
tels que des diarrhées et des dysuries (figure 10). Une autre modalité de la radiothérapie est la
brachythérapie (ou curiethérapie), radiothérapie interne. Elle consiste en I'administration d’une
source radioactive (grain) directement au sein du tissu prostatique par le biais d'une seringue sous

guidage a ultrasons transrectal (figure 11) (Dunn & Kazer, 2011).

v La cryothérapie

Il s’agit d’une intervention chirurgicale destinée a geler la glande prostatique. C'est un traitement
de choix pour les patients atteints d’un cancer localisé a haut risque si la prostatectomie est contre-
indiquée. La sonde est introduite sous guidage a ultrasons au sein de la prostate qui est alors gelée a
des températures de -100°C a -200°C pendant 10 minutes environ (Mouraviev & Polascik, 2006). Les
complications sont du méme type que pour les traitements précédents, a savoir, un
dysfonctionnement érectile, des incontinences urinaires, des rétentions urinaires ou encore des

douleurs rectales (figure 12) (Dunn & Kazer, 2011).

2. Traitements dans le cas d’un cancer de la prostate avancé

Dans le cas de cancers avancés non localisés uniquement au sein de la prostate, les approches
ciblées physiques telles que décrites ne sont pas adaptées. Il y a nécessité d’approches systémiques
et chimiques qui vont permettre de cibler a la fois les cellules tumorales prostatiques et les

métastases.
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Figure 11 : Traitement d’un cancer de la prostate par brachythérapie (ou curiethérapie)

Il s’agit d’une modalité de radiothérapie, par voies internes. Des grains radioactifs sont administrés

directement au sein du tissu prostatique a I'aide d’une seringue sous guidage par une sonde a
ultrasons transrectale.
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Figure 12 : Traitement d’un cancer de la prostate par cryothérapie

Des sondes cryogéniques sont introduites directement au sein de la prostate sous guidage par une
sonde a ultrasons transrectale dans le but de geler la prostate.
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v" L’hormonothérapie

L’'hormonothérapie est un traitement anti-hormonal qui a pour but d’éliminer I'action des
androgenes au niveau de la source tumorale, puisque la prostate est un organe androgéno-
dépendant. Le premier type d’action a lieu au niveau hypothalamique par I'utilisation d’agonistes du
récepteur de I'hormone LHRH (LHRH : Luteinizing Hormon-Releasing Hormone) responsable de la
synthése des androgénes. Cette inhibition peut étre realisée en combinaison avec un traitement par
des anti-androgenes non stéroidiens, antagonistes du recepteur des androgenes et visant a bloquer
son activation. Cette castration chimique conduit a une régression des cellules épithéliales
tumorales. L'efficacité du traitement est cependant de courte durée, 2 a 3 ans en moyenne, puisque
certains clones cellulaires vont devenir résistants a la déplétion en androgenes et reprendre leur
prolifération (Crawford, 1992; Loblaw et al., 2007; Taplin et al., 1995). Dans un certain nombre de
cas, cette reprise de croissance s’accompagne sur le plan clinique d’'une augmentation des taux de
PSA, traduisant le maintien de I'activité du récepteur des androgenes malgre I'utilisation des anti-
androgeénes. Ce traitement s’accompagne d’effets indésirables qui altérent souvent la qualité de vie
(fatigue, poussées de fiévre) et de conséquences a long terme, plus graves, telles 'anémie ou

I'ostéoporose (Dunn & Kazer, 2011; Loblaw et al., 2007).

La réactivation du récepteur des androgenes constatée lors de la phase d’échappement
thérapeutique peut étre expliquée par la présence de mutations de AR retrouvée dans des biopsies
de tumeurs prostatique, mais également par I'altération des taux de facteurs de croissance ou de

leur récepteur au sein de la tumeur (Djakiew, 2000; Russell et al., 1998).

Mutations du récepteur des androgénes
Trente-neuf mutations du gene de AR ont été mises en évidence dans des échantillons de

tumeurs prostatiques (Gottlieb et al., 1998). Ces mutations peuvent se situer sur différents domaines
du géne, mais il a été rapporté que celles présentes au niveau du domaine de liaison aux stéroides
(exons 4-8) avaient une importance clinique, du fait de I'activation constitutive engendrée. De plus,
cette mutation confere au récepteur la possibilité d’étre activé par des métabolites stéroidiens autre
que la DHT, tels que la progestérone et les androgenes surrénaliens (Culig et al., 1993; Hakimi et al.,
1996; Taplin et al., 1995). La stimulation de la croissance des cellules tumorales ayant un récepteur
muté, a généralement lieu aprés une prostatectomie radicale, ou un traitement par des anti-
androgeénes, tels que le flutamide qui acquiére un effet agoniste (Kemppainen & Wilson, 1996). Les
taux de mutation de AR dans des cancers androgéno-indépendants sont cependant trés variables, de

0% a 50% (Evans et al., 1996; Taplin et al., 1995).
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Figure 13: Mode d’action des facteurs de croissance dans les cellules prostatiques saines et
tumorales

Dans les cellules prostatiques saines et pendant les premiers stades de la carcinogenese prostatique,
les facteurs de croissance synthétisés par les cellules stromales permettent la prolifération des
cellules épithéliales par un mode d’action paracrine (fleche rose). Les cellules prostatiques tumorales
de stade avancé, d’origine épithéliale, acquierent la capacité de production de leurs propres facteurs
de croissance, comme I'EGF, afin d’assurer leur survie par un mode d’action autocrine (fleche bleue),
en complément des stimuli des facteurs de croissance produit par les cellules stromales.

FC = Facteur de Croissance
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Les cytokines
La cytokine IL-6, dont le rble sera détaillé dans le chapitre suivant, est impliquée dans de

nombreux processus cellulaires et posséde un réle de stimulation de la tumorigenese dans plusieurs
types de cancer et notamment dans le cancer de la prostate. Aprés fixation sur son récepteur, elle
permet I'activation de voies de signalisation impliquées dans la croissance des cellules tumorales
(Smith et al., 2001). Des études mettent en évidence un lien entre les taux circulants d’IL-6 et
I"acquisition d’une androgéno-indépendance des cellules tumorales de prostate par I'activation de la
transcription dépendante de AR, en absence du ligand (Chen et al., 2000; Hobisch et al., 1998). Des
patients ayant un cancer résistant a la castration ont des taux plasmatiques important d’IL-6 (Adler et
al., 1999; Twillie et al., 1995). D’autres cytokines tels que I'lL-4 ou I'IlL-10 ont aussi la capacité
d’activer AR (Lee et al., 2003).

Voies de signalisation des facteurs de croissance
La progression du cancer de la prostate est souvent associée a une altération de la signalisation

des facteurs de croissance, notamment par le passage d’'un mode d’action paracrine dans des cellules
normales a une stimulation autocrine de la croissance des cellules épithéliales au cours de la
progression tumorale (figure 13). Les tumeurs prostatiques ont ainsi la capacité d’auto-synthétiser
des facteurs de croissance et de stimuler elles-mémes leur prolifération a travers |'action du
récepteur des androgenes (Culig et al., 1996). Les facteurs de croissance ont également le potentiel
d’activer le récepteur des androgénes indépendamment de la fixation du ligand. C’est le cas, entre
autres, de I'lGF-1, le KGF et 'EGF dans les cancers de la prostate (Culig et al., 1994). De plus il existe
une corrélation entre le niveau d’expression d’EGFR et I'acquisition d’une résistance a la castration
des tumeurs prostatiques (Bartlett et al., 2005; Di Lorenzo et al., 2002). Ces données constituent une
piste intéressante dans la compréhension de la mise en place d’une croissance tumorale aprés une
thérapie par déplétion en androgenes et dans [|'établissement de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

v La chimiothérapie

La chimiothérapie constitue une autre approche chimique des traitements des cancers de la
prostate résistants a la castration et métastatiques. Ce type de thérapie est en revanche non curatif.
Le produit pharmacologique le plus utilisé est le Docetaxel. Les effets secondaires de ce type de
traitement sont le plus souvent une baisse de la qualité de vie, mais également des
myélosuppressions (perte des globules blancs), des déréglements gastro-intestinaux, ou encore des

neuropathies périphériques (Dunn & Kazer, 2011; Tannock et al., 2004).
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Chapitre 2: Implication des voies de
signalisations des facteurs de croissance dans le

cancer de la prostate

1) Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissances sont des molécules peptidiques multifonctionnelles qui, dans divers
systemes biologiques, controlent la prolifération et la différenciation cellulaire. Pour assurer leurs
activités et médier leurs messages, ces peptides régulateurs se lient a leurs récepteurs membranaires
respectifs induisant ainsi une cascade de signalisation intracellulaire. Le signal fonctionnel déclenché
lors de la liaison du peptide circule dans le microenvironnement, spécifique du facteur émetteur, soit
entre des cellules identiques ou de méme type (autocrinie), soit entre des types cellulaires différents
(paracrinie). L'existence de signaux paracrines entre le stroma et les cellules épithéliales prostatiques
a été démontrée pour la premiére fois en 1970 par une impossibilité de croissance des cellules
épithéliales en absence de mésenchyme. Ces relations paracrines se mettent en place tét dans le
développement, des 'embryogenese de la prostate, ol elles sont nécessaires a son développement
et a son controle fonctionnel au stade adulte (Cussenot, 1997). Actuellement, de nombreux facteurs
de croissance ont été identifiés et caractérisés pour leur role dans la glande prostatique normale ou
tumorale. Ces derniers ont des réles spécifiques, sont pour certains indispensables a ’lhoméostasie
prostatique et ne sont pas tous impliqués au méme niveau et avec la méme importance dans la
pathologie de la prostate. Les facteurs de croissance les plus étudiés et ayant un réle important dans
la physiologie et la physiopathologie de la prostate sont le bFGF, le TGFB, I'lGF, I'IL-6, le VEGF et
I"'EGF.
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2) Principaux facteurs de croissance impliqués dans la

physiologie et la pathologie de la prostate

a. Fibroblast growth factors

Le bFGF (basic Fibroblaste Growth Factor ou FGF-2), est synthétisé par une grande variété de
types cellulaires dans I'organisme tels que les cellules épithéliales, les cellules stromales (Sherwood
et al., 1992), les cellules endothéliales ou les macrophages (Baird et al., 1985). Il est impliqué dans le
développement et la différenciation tissulaire (Chamberlain & McAvoy, 1987; Slack et al., 1987) et
participe aussi a I'angiogenése et a la modulation de la fonction neuronale (Schubert et al., 1987). Au
niveau de la prostate humaine adulte saine, le bFGF est exprimé a la fois au niveau du stroma
prostatique et des cellules épithéliales, bien que seules les cellules stromales expriment le récepteur
(Sherwood et al., 1992; Story, 1995). Cette synthese et la réponse des cellules stromales au bFGF
suggerent qu’il exerce un réle important dans le maintien de I’homéostasie du mésenchyme
prostatique (Story et al., 1989). Un déreglement de I'expression de bFGF est associé au cancer de la
prostate. Les cellules cancéreuses humaines acquierent une expression autocrine de bFGF (Cronauer
et al., 1997), ce qui favorise la prolifération cellulaire et conduit a I'élévation des taux sériques de
bFGF chez les patients (Nakamoto et al., 1992). Le bFGF augmente aussi la mobilité cellulaire et
I'invasion, favorisant ainsi la capacité a métastaser (Pienta et al., 1991). Cet effet est exercé par la
régulation positive du renouvellement de la matrice extracellulaire, par la modulation d’expression
de protéases et la synthese de collagéne, de fibronectine ou encore de protéoglycanes

(Gospodarowicz et al., 1987).

b. Transforming growth factor-beta family

La famille du TGFB (Transforming Growth Factor B) est constituée de trois protéines : TGF-p1,
TGF-B2 et TGF-B3, tres similaires d’un point de vue structural. Les TGF-Bs sont exprimés au cours du
développement et dans la prostate adulte (Merz et al., 1994; Roberts et al., 1990). Contrairement a

TGF-B1 qui a une expression ubiquiste, TGF-B2 et TGF-B3 ont une expression plus restreinte
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Figure 14: Mécanisme d’activation des voies de signalisation dépendantes des TGFBs

Aprés fixation du ligand TGFB sur le récepteur de type Il (TBR-II), le recepteur de type | (TBR-1) est
recruté et va activer le facteur de transcription SMAD2 par phosphorylation. Le complexe
SMAD2/SMAD4 va ensuite transloquer dans le noyau, recruter d’autres facteurs de transcription et
activer la transcription des genes cibles. Certains de ces genes ont un effet oncogénique puisqu’ils
permettent la croissance cellulaire et I'angiogenése, d’autres ont un effet suppresseur de tumeur en
induisant un arrét de la croissance et I'apoptose.
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(Merz et al., 1994). Il existe deux types de récepteurs, transmembranaires et a activité tyrosine
kinase, qui lient ces peptides, TBR-I et TBR-II. Lors de la transduction du signal, TGF-B1 se lie tout
d’abord au récepteur TBR-Il ce qui conduit au recrutement et a I'activation du récepteur TBR-l et a
I'initiation de la cascade de signalisation faisant intervenir les facteurs de transcription SMAD2 et
SMAD4 (figure 14). Les TGFBs sont impliqués dans de multiples fonctions biologiques, telles que
I’'angiogenése (Steiner et al., 1995), la stimulation et/ou I'inhibition de la synthése des composants
de la matrice extracellulaire (collagene, fibronectine, protéoglycanes, intégrines) (Roberts et al.,
1990). Ainsi, ils contribuent a la croissance cellulaire en tant qu’inhibiteurs et activateurs, selon le

type cellulaire considéré ou le stade de différenciation d’'un méme type cellulaire.

Dans le cas d’une prostate saine, les TGFBs jouent un role dans le développement deés le stade
feetal ou ils exercent des effets antiprolifératifs afin de réguler la croissance cellulaire (Schuurmans et
al., 1988; Story et al., 1996). De plus, leur expression ainsi que celle de leurs récepteurs sont régulées
négativement par les androgenes (Landstrom et al., 1996). Lors de la tumorigenése et en fonction du
stade de progression, les TGFBs excercent des réles antagonistes. Néanmoins, des corrélations entre
I"augmentation des taux d’ARNm et de protéines de TGF-B1 et la progression des cancers de la
prostate ont été mises en évidence dans les cellules épithéliales (Roberts & Sporn, 1985; Truong et
al., 1993). En effet, les concentrations sériques en TGF-B1 de patients aux stades métastatiques sont
significativement plus élevées que celles de patients atteints de cancers localisés (Kakehi et al.,
1996). Outre un role dans la croissance cellulaire, ces corrélations peuvent également refleter la
capacité des TGFBs a induire la transition épithélio-mésenchymateuse et ainsi participer a

I"augmentation des capacités invasives et métastatiques des cellules tumorales (Sehgal et al., 1996).

c. Insulin-like growth factor family

La famille des IGFs (Insulin-like Growth Factor) comprend les IGF-1, IGF-2 et la relaxine. Ces
facteurs de croissance sont ainsi nommés car ils ont un haut degré de similitudes a la fois structurales
et fonctionnelles avec l'insuline et la pro-insuline (Cussenot, 1997; Russell et al., 1998). |l existe deux
types de récepteurs, membranaires et a activité tyrosine kinase, qui peuvent lier ces peptides, le type
1 (IGFR-1) et le type 2 (IGFR-2). La disponibilité de IGF-1 et IGF-2 est régulée par six protéines ayant
une forte affinité spécifique de liaison, nommeées IGF-BP-1 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein
1), IGF-BP-2, ... et IGF-BP-6. Leur accumulation est également régulée, par clivage par des protéases,

ce qui controle leur disponibilité et I'activité des IGFs(Czech, 1989; Rosenfeld et al., 1990). Les IGFs
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Figure 15 : Role des IGF-BPs dans le contréle de la prolifération des cellules prostatiques saines et
tumorales

A : Dans la prostate normale, les IGFs sont sécrétés par les cellules stromales, et vont agir sur les
cellules épithéliales qui expriment leurs récepteurs respectifs. La capacité des IGFs a stimuler la
prolifération des cellules est controlée par la sécrétion des IGF-BP-2-3/4 produits en grande partie
par les cellules épithéliales.

B : Dans la prostate tumorale, I'expression des IGF-BPs est diminuée. De plus, les cellules épithéliales
tumorales sécretent du PSA et de la cathepsine D qui vont cliver ces IGF-BPs présents et interférer
dans leur liaison aux IGFs augmentant ainsi la capacité des IGFs a stimuler la prolifération des cellules
épithéliales.

(D’apreés (Russell et al., 1998)
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ont un réle dans la croissance et la prolifération des cellules épithéliales prostatiques grace a
I'activation en chaine d’une cascade de réactions faisant suite a I'activation du récepteur. Cette
cascade fait intervenir des molécules spécifiques impliquées dans la transduction de voies de
signalisation parmi lesquelles les protéines de la voie MAPK (MAP Kinase) et celles de la voie
PI3K/AKT, toutes deux impliquées dans la prolifération et la survie des cellules prostatiques (Lima et

al., 2009).

Dans le cas d’une prostate saine, les IGFs produits au niveau des cellules stromales uniquement
exercent leurs fonctions sur les cellules épithéliales qui expriment le recepteur. Ces derniéres vont en
retour sécréter des IGF-BPs afin de réguler la disponibilité des IGFs, et ce de maniere paracrine
(Boudon et al., 1996; Cohen et al., 1991). IGF-1 et IGF-2 exercent une action mitogéne sur les cellules
prostatiques, qu’elles soient saines ou tumorales, en stimulant la progression du cycle cellulaire et en
inhibant I'apoptose (Lima et al., 2009). Des corrélations entre les niveaux d’expression des IGFs, ainsi
gue ceux de leurs récepteurs, et les cancers de la prostate ont été mises en évidence lors d’analyses
d’échantillons de biopsies et dans des lignées cellulaires tumorales (Cussenot, 1997; Lima et al.,
2009; Russell et al., 1998). Kimura et ses collaborateurs ont mis en évidence que les lignées
cellulaires de prostate DU-145 et LNCaP avaient des capacités prolifératives augmentées en réponse
a un apport exogeéne en IGF-1 (Kimura et al., 1996). La régulation de la disponibilité et I'expression et
des fonctions des IGFs par les IGF-BPs est présente dans les lignées tumorales et I'expression des IGF-
BPs est associée au développement d’un cancer de la prostate (figure 15). Leur clivage, permettant
de réguler leur disponibilité, est sous le contréle indirect des androgenes. En effet, lors d’un apport
en androgenes il y a clivage de la protéine IGF-BP-3 par le PSA, ce qui conduit a une augmentation de

la prolifération des cellules en réponse aux IGFs (Kanety et al., 1993; Marcelli et al., 1995).

d. IL-6 et autres cytokines

1. IL-6 et cancer de la prostate

L'Interleukine 6 (IL-6) est une cytokine multifonctionnelle qui a un role important dans la
régulation de ’hématopoiese, I'inflammation, le métabolisme osseux et le développement neuronal
(Hirano & Kishimoto, 1992; Raber et al, 1997). Elle possede également un roéle dans
I'immunosuppression locale. Dans un contexte physiologique, par fixation sur son récepteur, I'lL-6
active des voies de signalisation comme la voie PI3K/AKT, la voie MAPK ou la voie Jak/STAT3.Ces

voies de signalisation sont impliquées dans le contréle des processus de prolifération,
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Transcription de génes de survie et de
prolifération cellulaire

Figure 16 : Voies de signalisation induites par la cytokine IL-6 aprés fixation sur son récepteur

L'IL-6 se lie au récepteur dimérique Gp130/Gp80 pour activer trois voies majeures de signalisation
impliquées dans la prolifération et la survie des cellules: la voie des MAPk (Ras-ERK), la voie
PI3K/AKT et la voie des STATSs.

(D"aprés (Heinrich et al., 2003; Kamimura et al., 2003; Nicholson & Anderson, 2002)

62



Introduction bibliographique

d’angiogenése et de différenciation (figure 16) (Culig & Bartsch, 2006; Heinrich et al., 2003;
Kamimura et al., 2003; Nicholson & Anderson, 2002). Une grande variété de tumeurs solides
produisent de I'lL-6 de maniére constitutive et les effets cellulaires biologiques ou pathologiques qui

en résultent pourraient étre cliniquement importants.

Des études chez des patients atteints de cancers de la prostate mettent en évidence une
augmentation des taux sériques d’IL-6 proportionnelle au grade de la tumeur (Twillie et al., 1995). De
plus, la concentration de cette cytokine est particulierement élevée dans les cancers résistants a la
castration (Drachenberg et al., 1999; Michalaki et al., 2004). D’autres études mettent en évidence
une corrélation entre les niveaux d’accumulation d’IL-6 et de son récepteur et I'aggressivité des
tumeurs prostatiques (Siegsmund et al., 1994). De ce fait, cette cytokine peut étre considérée
comme un facteur de mauvais pronostic. Des analyses in vitro, sur les lignées tumorales de prostate
LNCaP et PC-3, mettent en évidence que I'expression forcée d’IL-6 permet une prolifération accrue
des cellules tumorales de prostate associée a une inhibition de I'apoptose par I'activation des voies
MAPK (Ueda et al., 2002) et PI3K/AKT (Chung et al., 2000). Elle a également un réle dans I'activation
du récepteur des androgenes via la mobilisation des voies de signalisation citées pour aboutir a
I'activation de AR independamment de la fixation de son ligand. Des études in vitro montrent que
quelque soit le type cellulaire, en absence d’androgénes I'lL-6 est capable d’activer AR (Degeorges et
al., 1996; Nishimura et al., 2001; Okamoto et al., 1997). L'IL-6 est aussi un acteur dans la
différenciation neuroendocrinnienne des cellules épithéliales pour former les tumeurs

neuroendocrinnes (Cabrespine et al., 2007; Deeble et al., 2001).

2. Autres cytokines
L'IL-4, I'IL-10 et I'Hepatocyte Growth Factor (HGF) jouent également un rdole dans la

carcinogenese prostatique.

L'Hepatocyte Growth Factor (HGF) est un facteur pléiotropique exclusivement exprimé par les
cellules stromales (Seslar et al.,, 1993). Il stimule les phases de progression lors de cancers
métastatiques ou en échappement hormonal (Pisters et al., 1995) en favorisant la prolifération,

I'invasion et la croissance androgéno-indépendante des cellules tumorales.

L'IL-4 et I'lL-10, ont également un réle dans I'activation de la transcription dépendante du
récepteur des androgénes indépendamment du ligand (Lee et al., 2003). L’'IL-10 est aussi impliquée

dans des mécanismes d’invasion des cellules tumorales (Stearns et al., 1999).
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‘ Angiogenese|

Figure 17 : Mode d’action du VEGF dans la croissance des tumeurs prostatiques

La signalisation androgénique augmentée lors de la progression des cancers de la prostate, dans les
cellules stromales et épithéliales, va permettre une augmentation de I'expression et de la synthése
de VEGF. Cela conduit a une augmentation de I'angiogenese et permet la prolifération des cellules
endothéliales et leur dissémination dans la circulation sanguine.

(D’apres (Delongchamps et al., 2006)
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Les études du role de I'lL-6 dans la carcinogenése prostatique basées sur des corrélations a
partir d’échantillons de patients et sur des analyses mécanistiques, mettent clairement en évidence
son implication dans les cancers de la prostate. En revanche, les analyses menées sur les autres
cytokines citées font ressortir des contradictions quant a leurs roles dans la carcinogeneése

prostatique (Faupel-Badger et al., 2008; Wang et al., 2002).

e. Vascular endothelial growth factor family

La famille du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est composée de plusieurs isoformes
générées par épissage alternatif a partir d’'un géne unique et d’expression pléiotropique (Salven et
al., 1998). Cinq formes se distinguent : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E. Le VEGF a la
capacité de s’hétérodimériser avec les différentes formes existantes pour se fixer sur I'un de ses 3
récepteurs (VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3) et conduire le signal de transduction (Delongchamps et
al., 2006). Ces récepteurs a activité tyrosine kinase activent les voies de signalisation PI3K/AKT et
MAPK impliquées dans les processus de survie, de prolifération et de mobilité cellulaire (Wissmann &
Detmar, 2006). Les membres de la famille VEGF controlent diverses fonctions physiologiques, telles
que la prolifération, la migration et la différenciation des cellules endothéliales pour conduire a

I"'assemblage des néovaisseaux (Fong et al., 1995).

Des analyses cliniques mettent en évidence des corrélations entre I'angiogenése induite par le
VEGF et I'agressivité des cancers de la prostate (Wakui et al., 1992). De plus, I'expression de VEGF et
de son récepteur est significativement plus importante dans les tissus prostatiques tumoraux par
rapport aux tissus sains (Li et al., 2004b; Stefanou et al., 2004). A cela s’ajoute la mise en évidence,
dans des études in vivo et in vitro, d’une régulation positive de I'angiogenese par les androgenes. En
effet, la déplétion en androgenes conduit a une diminution du taux de transcription de VEGF et de la

prolifération des cellules endothéliales (figure 17) (English et al., 1985; Stewart et al., 2001).

Les corrélations observées entre le VEGF et I'agressivité des cancers de la prostate suggérent
qgue son dosage plasmatique pourrait étre utilisé comme outil de diagnostic. Des études montrent
une diminution des taux plasmatiques de VEGF suite a une prostatectomie radicale traduisant le
niveau de production de VEGF par la prostate (George et al., 2004). Le polymorphisme C/T du géne
VEGF peut également étre utilisé comme outil de diagnostic car le génotype homozygote « TT » est

retrouvé plus fréquemment chez les patients atteints d’un cancer de la prostate (Lin et al., 2003).
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f. Epidermal growth factor family

Au sein de la prostate, la famille des facteurs de croissance épidermique est largement
représentée par une expression pléiotropique. lls jouent un réle important au cours de
I'embryogenése prostatique, ainsi que dans la différenciation cellulaire et I'angiogenése (Russell et
al., 1998). Les deux membres importants de cette famille sont 'EGF (Epidermal Growth Factor) et le
TGF-a (Transforming Growth Factor a). Ces deux peptides sont structurellement et
fonctionnellement fortement apparentés et induisent leur signal de transduction par I'intermédiaire
du méme récepteur EGFR. Ces deux facteurs de croissance sont exprimés par les cellules
prostatiques stromales et activent leur récepteur présent sur les cellules épithéliales de maniere
paracrine (Cohen et al.,, 1994). Dans le fluide de prostates humaines saines I'EGF est fortement
accumulé (Gregory et al., 1986) ce qui suggére un rble de régulateur important dans la croissance des
cellules prostatiques (McKeehan et al., 1984). En effet, la croissance des cellules épithéliales en

culture nécessite un apport exogene d’EGF (Peehl et al., 1989).

Des études in vivo mettent en évidence que les androgenes ont un role régulateur sur
I’expression de I'EGF et du TGFa. En effet, la castration de modeles murins entraine une diminution

de I'expression de ces facteurs de croissance (Hiramatsu et al., 1988; Nishi et al., 1996).

67



Introduction bibliographique

L1

CR1

L2

CR2

Milieu extracellulaire

Transmembranaire

Cytoplasme Juxtamembranaire

Tyrosine kinase

AAA

Queue cytoplasmique

Figure 18 : Structure schématique du récepteur de la famille ErbB

La partie extracellulaire du récepteur est composée de 4 sous-domaines, homologues 2 a 2 (L1, L2 et
CR1, CR2), suivie d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine juxtamembranaire. Au niveau de
la partie cytoplasmique, se trouve la partie C-terminale, ayant le domaine tyrosine kinase, ainsi que
la queue cytoplasmique ou se trouvent les résidus tyrosines, cibles majeures de phosphorylation.

(D’aprés (Hubert, 2006)
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3) La voie EGFR/EGF

a. Le récepteur EGFR

Le récepteur aux facteurs de croissance épidermique (EGFR: Epidermal Growth Factor
Receptor), appartient a la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase RTK (receptor tyrosine
kinase) ErbB. Cette famille est composée de quatre récepteurs membres structurellement
apparentés : EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (Neu, HER2), ErbB3 (HER3) et ErbB4 (HER4) (Normanno et
al.,, 2006). Plusieurs ligands de EGFR ont été identifiés, mais ceux qui se lient de maniere
préférentielle sont I'EGF et le TGFa. Suite a leur fixation il y aura activation du récepteur, suivie d’une
cascade de phosphorylation induisant la transduction de signaux intracellulaires et I’activation de
voies de signalisation importantes. Parmi les voies activées, nous pouvons citer la voie MAPK
(Ras/Raf/MEK/ERK), la voie PI3K/AKT et la voie JAK/STAT, qui conduisent toutes a la transcription de

geénes cibles impliqués dans la prolifération, la survie, la différenciation cellulaire et la migration.

1. Structure du récepteur

Le récepteur EGFR est une glycoprotéine membranaire de 170 kDa, composée de trois domaines
en chaine unique de 1186 acides aminés: un domaine de liaison extracellulaire, un domaine
transmembranaire hydrophobe et un domaine intracellulaire portant I'activité tyrosine kinase (figure
18) (Olayioye et al., 2000). Ce dernier domaine est hautement conservé malgré la présence de
quelques substitutions d’acides aminés au niveau du récepteur ErbB3, inhibant I'activité kinase. Le
domaine le moins conservé entre les quatre membres est le domaine extracellulaire, ce qui leur

confere une spécificité de liaison des ligands (Olayioye et al., 2000).

La région extracellulaire (ou ectodomaine) est composée de 621 acides aminés et se structure
en quatre sous-domaines (I a IV), répétés deux a deux et ce succédant en alternance. Les domaines |
et Il (encore appelés L1 et L2) sont structurellement semblables et sont analogues a un domaine du
récepteur a I'lGF1. lls sont impliqués dans la liaison du ligand. Les domaines Il et IV (CR1 et CR2:
cystein-rich) contiennent quant a eux des régions riches en résidus cystéines (Carpenter & Cohen,
1990; Hubert, 2006). Au niveau du domaine Il se trouve le « bras de dimérisation », permettant

I’'homo ou I’'hétérodimérisation du récepteur apres fixation du ligand.
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Figure 19 : Diagramme de Venn de la répartition des ligands des récepteurs de la famille ErbB

Parmi les quatre membres de la famille des récepteurs ErbB, seul ErbB2 n’a pas de ligand identifié. En
revanche, les trois autres ont un ligand commun, NRG-23, NRG-1 est commun a ErbB3 et ErbB4 et
les récepteurs EGFR et ErbB4 ont également 3 ligands en commun. Chaque récepteur dispose aussi
de ses ligands spécifiques.

AR : amphiréguline, EGF : epidermal growth factor, EPG : épigene, BTC : B-celluline, EPR : épiréguline,
HB-EGF : héparine binding growth factor, NRG : neuréguline

(D’apres (Wilson et al., 2009)
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En absence de ligand, il y a une auto-inhibition de la dimérisation du récepteur par interaction du
bras de dimérisation avec le domaine IV. Ce dernier domaine composée de 23 acides aminés et
hydrophobe est relié a la partie transmembranaire du récepteur et permet uniquement I’ancrage du
récepteur a la membrane plasmique. Cette partie transmembranaire est suivie par le domaine
intracytoplasmique qui permet 'activité du récepteur. Il est composé de trois sous-domaines : le
domaine juxtamembranaire, le domaine central et la partie carboxy-terminale. Le réle du domaine
juxtamembranaire n’est pas clairement défini mais il permettrait un rétrocontrole de I'activité du
récepteur par la phosphorylation d’un résidu thréonine par la protéine kinase C. La partie centrale
permet |'activité tyrosine kinase du récepteur. Elle contient entre autre la région de fixation de I'ATP
ainsi que des résidus thréonines et sérines susceptibles d’étre phosphorylés. En absence de fixation
du ligand, la boucle d’activation adopte une conformation inaccessible pour le substrat et I’ATP. La
fixation du ligand permet une modification conformationnelle, qui dévoile la poche de fixation de
I’ATP, et permet la dimérisation intracytoplasmique nécessaire pour l'activité catalytique. Le
domaine carboxy-terminal, sans activité catalytique, contient 6 sites d’auto-phosphorylation dont
guatre sont essentiels a I'activation du récepteur notamment dans la transduction du signal EGF. Il
s’agit des résidus thréonines 1068, 1086, 1148 et 1173. La phosphorylation de ces résidus permet
non seulement I'activation du récepteur, mais constitue également des sites d’accueil pour la fixation
de protéines adaptatrices possédant un domaine SH2 (Src Homology 2) qui ont un réle majeur dans

la transduction des signaux intracellulaires (Carpenter & Cohen, 1990; Hubert, 2006).

2. Ligands et activation du récepteur

Les récepteurs ErbB sont activés pas fixation de ligands qui sont des facteurs de croissance de la
famille EGF, soit produits pas la méme cellule que celle exprimant le récepteur (sécrétion autocrine),
soit par les cellules alentours (sécrétion paracrine) (Olayioye et al., 2000). Ces ligands sont
caractérisés par la présence de trois ponts disulfures, ce qui leur confére une spécificité de liaison
ainsi que des motifs structuraux tels que des sites de glycosylation, de liaison a I’héparine ou des
domaines apparentés aux immunoglobulines. Il existe 11 ligands des récepteurs ErbB : la B-celluline,
I’épiréguline et I’héparine binding growth factor se lient préférentiellement au récepteur ErbB-4, les
neurégulines (NRGs 1 a 4) peuvent se fixer uniquement a ErbB3 et ErbB4. Enfin le récepteur EGFR
(ErbB1) va pouvoir lier I'amphiréguline, I'épigéne, la B-celluline, I'épiréguline, I'héparine, le TGFa et
I’'EGF qui nous intéressera plus précisément par la suite (Holbro et al., 2003). Le récepteur ErbB2 n’a,
quant a lui, pas de ligand identifié (figure 19). Tous ces ligands sont des petites protéines solubles

d’environ 55 acides aminés, synthétisées sous forme de pro-ligands ancrés a la membrane ayant une
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Figure 20 : Représentation schématique des sites d’interaction des protéines adaptatrices sur les
tyrosines phosphorylées du récepteur EGFR

La fixation du ligand sur son récepteur, entraine son activation par trans-phosphorylation des résidus
tyrosines dans la partie carboxy-terminale. Il y a alors stabilisation du récepteur, création de sites
permettant la fixation de protéines adaptatrices et initiation de la transduction des voies
intracellulaires.

(D’apres (Wilson et al., 2009)
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faible affinité pour le récepteur. Leur libération dans le milieu extracellulaire a lieu suite a un clivage
protéolytique par des métalloprotéinases membranaires en réponse a divers stimuli. Cette activation
indirecte semble jouer un réle important dans le pouvoir oncogénique de ces récepteurs. De plus, la
nature du ligand va déterminer le dimére qui sera formé. Par exemple la fixation de I'EGF ou du TGFa

va favoriser la formation d’homodimére EGFR ou I’hétérodimérisation EGFR/ErbB2 (Hubert, 2006).

La fixation du ligand sur le domaine extracellulaire va entrainer un réarrangement structural
libérant ainsi le bras de dimérisation. Le monomeére inactif va ainsi se dimériser via une interaction
récepteur-récepteur par le biais du domaine Il ce qui permet I'activation du domaine intracellulaire
tyrosine kinase également par dimérisation. L'étude de la structure cristalographique de EGFR
montre que sa forme inactive est caractérisée par une interaction intramoléculaire entre les
domaines Il et IV (Cho & Leahy, 2002). Suit une autophosphorylation des résidus tyrosines dans la
partie carboxy-terminale qui permet une stabilisation du récepteur dans sa conformation active et la
création de sites d’accueil. Les protéines adaptatrices a domaines SH2 sont Shc, Crk, Grb2, Gab1l

(figure 20) mais également des kinases comme Src ou PI3K (par la sous unité régulatrice p85).

3. Transduction du signal médiée par EGFR

Une fois le récepteur activé il y aura mise en place du signal de transduction permettant in fine
la modulation de fonctions cellulaires telles que la prolifération cellulaire, la différenciation, la
mobilité et la survie cellulaire. La transduction du signal médiée par EGFR est complexe et fait
intervenir dans la majorité des cas des protéines adaptatrices et/ou effectrices a domaine SH2. Ces
domaines SH2 permettent des interactions protéine/protéine et les molécules possédant ces
domaines se fixent uniquement lorsque la protéine « cible » est phosphorylée (récepteur activé). Ces
protéines ne possedent pas d’activité enzymatique mais transmettent le signal recu au niveau du
récepteur en agissant comme plateforme pour le recrutement et I'assemblage d’autres protéines
permettant ainsi une cascade de phosphorylation qui aboutit a I'activation de la transcription de

geénes cibles impliqués dans un processus cellulaire donné (Schlessinger, 1994).

v Lavoie des protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK)

Une des protéines adaptatrices connue pour interagir avec la partie cytoplasmique du récepteur
EGFR est la protéine Grb2 (Growth factor receptor-bound protein). Elle se lie spécifiquement au
niveau de la tyrosine 1068 de EGFR lorsque celle-ci est phosphorylée. Cette fixation entraine un
changement de la conformation du récepteur, lui permettant la liaison aves les séquences riches en

prolines en partie carboxy-terminale de la protéine d’échange GDP/GTP Sos. Ce recrutement a la
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membrane permet I'activation de Sos, elle-méme entrainant I'activation de la protéine Ras. Ras va
ainsi recruter a la membrane la protéine Raf par liaison de son domaine amino-terminal permettant
ainsi son activation. Raf est une protéine kinase cytoplasmique qui, transloquée a la membrane, va
phosphoryler MEK (MAPK/ERK kinase). Un des effecteurs aval de I'activation de cette voie est la
kinase de régulation du signal extracellulaire ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase), activée
par phosphorylation. ERK1/2 active des régulateurs transcriptionnels impliqués dans la croissance et
la prolifération cellulaire. D’autres effecteurs aval de la cascade MAPK activés lors de la signalisation
EGFR sont la protéine kinase activatrice du stress (SAPK), la kinase c-Jun (JNK) et le facteur de
transcription c-fos qui interviennent dans la prolifération et la régulation du cycle cellulaire (figure

21A).

v Lavoie PKC/NFxB

La protéine effectrice phospholipase C gamma (PLCy) est également une protéine activée par
phosphorylation lors de sa liaison au récepteur a I'EGF. Cette activation augmente I’hydrolyse
enzymatique de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en IP3 (Inositol 1,4,5-triphosphate) et
DAG (diacylglycerol). DAG est impliqué dans I'activation de la voie de la protéine kinase C (PKC), un
des régulateurs de la protéine NFkB (Nuclear Factor kappa B) intervenant dans la survie cellulaire. La
liaison de PLCy active aussi des cascades de signaux de transduction impliqués dans la
différenciation, la croissance, la mobilité et I'’endocytose. Le déréglement de ces fonctions cellulaires

est associé aux cancers du sein et de la prostate (figure 21B).

v Lavoie PI3K/AKT

L'activation du récepteur EGFR, suite a la stimulation par I'EGF, permet également le
recrutement de la protéine adaptatrice Gab1l (Grb2 associated binding protein 1) qui appartient a la
famille de la protéine Grb2. Gab1 sera ainsi phosphorylée sur des tyrosines spécifiques ce qui lui
permet de recruter la protéine kinase PI3K par interaction avec sa sous-unité régulatrice p85
(Mattoon et al., 2004). Cette signalisation PI3K serait activée suite a I’hétérodimérisation de EGFR
avec ErbB3 (Soltoff et al., 1994). La sous unité p85 possede un domaine SH2 qui ne permet
cependant pas la fixation directe au domaine cytoplasmique de EGFR (Soltoff et al., 1994), mais
éventuellement a ErbB3 en I'absence de Gab1 (Mattoon et al., 2004). Les PI3Ks sont des médiateurs
importants dans la transduction du signal médié par EGFR. Ces kinases vont convertir le PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5- triphosphate) qui va
servir de second messager et permettre ainsi le recrutement des kinases PDK1 (PI3K- dependent
serine/thréonine kinases 1) et AKT (ou protein kinase B: PKB) du cytoplasme a la membrane

plasmique (Hanada et al., 2004). AKT est une protéine ayant un rdle clé dans les voies de
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Transcription de genes de survie et de
prolifération

Figure 21 : Voies de transduction médiées par EGFR

L'activation de EGFR suite a la fixation de son ligand entraine sa phosphorylation et la fixation de
protéines adaptatrices qui permettent I'activation des voies de signalisation en aval. Parmi les voies
activées on trouve la voie des MAPK, la voie PKC/NFkB, la voie PI3K/AKT et la voie des STATs
impliquées dans la prolifération et la survie des cellules.
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transduction activées par les facteurs de croissance. Elle contribue ainsi a des mécanismes cellulaires
tels que la croissance cellulaire et I'apoptose et récemment des auteurs lui ont attribué un réle dans
I'invasion et la mobilité cellulaire (Firtel & Chung, 2000). Une augmentation de son activité est donc
associée a des maladies humaines parmi lesquelles le cancer mais aussi le diabéte (Hanada et al.,
2004). Récemment, les travaux de Wang et ses collaborateurs ont montrés I'activation d’AKT par
interaction avec la protéine adaptatrice PLCyl. Le domaine SH3 de PLCyl aurait la capacité
d’interagir avec les motifs prolines d’AKT et ainsi permettre son recrutement a la membrane et son
activation. Ce mode d’activation serait impliqué dans I'augmentation de la mobilité cellulaire
stimulée par un signal EGF (Wang et al., 2006b). AKT controle la survie cellulaire grace a I’activation
en aval de la protéine mTOR impliquée dans la progression du cycle cellulaire (Dreyer et al., 2009) et
I'inhibition de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et de GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) (figure
210).

v' Lavoie des STATs

Le récepteur a 'EGF permet I'activation des protéines STATs (signal transducers and activators
of transcription) comme STAT1, STAT3 ou STATS5. Grace a leurs domaines SH2, les protéines STATs
peuvent se lier directement a EGFR préalablement stimulé ou interagir avec la protéine kinase
adaptatrice Src. L’activation des voies STATs permet des processus cellulaires variés tels que le
développement embryonnaire, la genése et la fonction des organes, les réponses immunitaires
innées et acquises, mais également la régulation de la différenciation cellulaire, la croissance et
I'apoptose (Mui, 1999). En effet, I'activation de la voie des STATs va entrainer la transcription de
génes cibles favorisant la survie cellulaire comme Bcl-x, ou Mcl-1 (Buettner et al., 2002), impliqués
dans la régulation du cycle cellulaire comme les cyclines D1/D2 (Martino et al., 2001; Sinibaldi et al.,

2000) ou encore VEGF (figure 21D) (Niu et al., 2002).

Des données mettent également en évidence que EGFR peut exercer directement des fonctions
nucléaires apres son activation et sa translocation dans le noyau, en plus de son contréle sur la
cascade de transduction classique. Cette forme nucléaire de EGFR est retrouvée dans les cellules
normales en prolifération ainsi que dans les cellules cancéreuses. Le rble physiologique de EGFR
nucléaire n’est pas clairement élucidé mais il semblerait qu’il agisse comme un enhancer de la
transcription génique. Il possede, entre autre, une capacité de liaison avec les protéines STAT3 et
E2F1 pour augmenter la transcription de génes du cycle cellulaire tel que la cycline D1 (Lo & Hung,

2006).

Cet apercu des voies de transduction induites lors de |'activation du récepteur a I'EGF par des

ligands spécifiques met en évidence que la majorité de ces voies est impliquée dans la régulation de
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Figure 22 : Mécanisme d’inhibition de I'activité de EGFR par internalisation

La liaison de EGF sur son récepteur entraine sa dimérisation et la phosphorylation des résidus

tyrosines. Cette activation peut étre rapidement inhibée par des phosphatases (PTPs). Un deuxieme

mécanisme fait intervenir la fixation de la protéine Cbl, une E3 Ubiquitine ligase qui va entrainer

I'internalisation du récepteur dans les endosomes puis sa dégradation lysosomale.

(D’aprés (Segatto et al., 2011)
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processus dérégulés dans I'oncogenése. Le contrble de I'activité de EGFR est donc primordial pour

assurer 'équilibre de la balance prolifération/apoptose.

4. Régulation de I'activité de EGFR

Suite a I'activation du récepteur a 'EGF, deux mécanismes qui conduisent a I'inhibition de son
expression et/ou de son activité peuvent étre mis en place : (i) un mécanisme de type ubiquitaire qui
entraine la déphosphorylation du récepteur et son endocytose, (ii) et un mécanisme ne conduisant
pas a un blocage immédiat du récepteur mais nécessitant |'expression de novo de protéines

inhibitrices et fortement régulées.

v Internalisation du récepteur

Les sites de fixation formés lors de la phosphorylation des résidus tyrosines de EGFR, vont étre la
cible de protéines entrainant I'inactivation et la dégradation du récepteur. D’une part, celui-ci va étre
pris en charge par des tyrosines phosphatases (PTPs : Protein Tyrosine Phosphatase) (Keilhack et al.,
1998; Xu et al., 2005), ce qui conduit a I'extinction de son activité et a son endocytose (Madshus &
Stang, 2009; Sorkin & Goh, 2009). D’autres part, la phosphorylation de la tyrosine 1045 va permettre
le recrutement de la protéine Cbl. Il s’agit d’une E3 ubiquitine-ligase qui, comme son nom l'indique,
va ubiquitinyler EGFR conduisant a son endocytose et sa dégradation par le protéasome (figure 22)

(Levkowitz et al., 1999).

v Larégulation négative rétroactive

Comme dans le cas de nombreuses signalisations, la régulation négative rétroactive est un
processus ayant un role clé dans la restriction de I'activité de EGFR (Citri & Yarden, 2006). Les
premieres études effectuées chez la drosophile (drosophila melanogaster) ont mis en évidence des
inhibiteurs rétroactifs inductibles (IFlIs : Inducible Feedback Inhibitors) exprimés de novo (Perrimon &
McMahon, 1999). Ces IFls sont également impliqués dans le contréle de la signalisation EGFR chez les
mammiféres, en diminuant I'activité et/ou I'expression de EGFR a la surface des cellules. Quatre IFls
ont été identifiés: LRIG1 (Leucine-Rich and ImmunoGlobulin-like domains protein 1) (Gur et al.,
2004) , SOCS4 et SOCS5 (Suppressor Of Cytokine Signalling 4 and 5) (Kario et al., 2005; Nicholson et
al., 2005), et RALT (Receptor-Associated Late Transducer, ou MIG6) (Fiorentino et al., 2000). Ces
inhibiteurs possédent tous un domaine de liaison a EGFR essentiel dans la suppression de la
signalisation du récepteur (figure 23). Ils peuvent également se lier aux autres membres de la famille
ErbB inhibant ainsi le réseau de signalisation en globalité. lls agissent tous de fagon similaire en

permettant I'ubiquitinylation (LRIG1, SOCS4 et SOCS5), et/ou I'endocytose puis la dégradation du

79



Introduction bibliographique

Liaison a EGFR

RALT 1 AE9

Domaine d’endocytose

Socsa 1 C\) 440

S —
S50CS
Liaison a EGFR b

SOCS5 1 Q 535
Liaison a EGFR EEDES
Liaison a EGFI? 4 Domaine cytoplasmique
R 060004 000000000 e [ -
L | I
Répétitionsriches en leucine Domaine « Ig-like »

Figure 23 : Structure des inhibiteurs rétroactifs inductibles contrélant I’activité de EGFR

RALT, SOCS4, SOCS5 et LRIG1 sont des inhibiteurs de I'activité EGFR. RALT posséde un domaine de
liaison a EGFR (domaine EBR) nécessaire et suffisant pour I'inactivation du domaine catalytique du
récepteur. SOCS4 et SOCSS5 se lient a EGFR par leur domaine SH2 et recrutent une E3 ligase par le
domaine « SOCS box ». LRG1 est une protéine transmembranaire, qui se lie a EGFR par son domaine
extracellulaire riche en leucine et son domaine « Ig-like » induisant ainsi sa dégradation.

(D’aprés (Segatto et al., 2011)
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récepteur (RALT) (figure 24 et 25) (Segatto et al., 2011).

Le signal EGFR doit étre régulé, c’est pourquoi I'activation transcriptionnelle des genes codant
les IFls est finement régulée. Des études dans la lignée cellulaire HelLa, montrent que (i) I'expression
de la protéine SOCSS5 est induite dans les 60 minutes qui suivent la stimulation par EGF (Kario et al.,
2005), (ii) celle de I'inhibiteur LRIG1 est détectée dans les 4 heures apres la stimulation EGF (Gur et
al., 2004), (iii) et que I'expression de RALT est induite par la majorité des ligands ErbB (tels que EGF,
TNFa et NRG1pB) et dans les 2 heures qui suivent la stimulation EGF (Fiorini et al., 2002). L’expression
des IFls est donc détectée dans une fenétre de temps courte, qui coincide entierement avec la phase
du cycle G1, phase pendant laquelle la prolifération cellulaire est sous la dépendance de EGF. La
régulation de I'expression de ces inhibiteurs est fine et dépend d’une dégradation par le protéasome

méme si les mécanismes sous-jacents sont mal connus (Segatto et al., 2011).

5. Le systéme récepteur/ligands dans le développement

L'importance de I'expression des récepteurs ErbB et de leurs ligands a été mise en évidence a
partir de I’analyse de souris génétiquement modifiées. En effet, des mutations de genes codant pour
les récepteurs ErbB entrainent des défauts dans le développement de plusieurs organes avec a terme
une mort embryonnaire ou périnatale. D’'une maniéere générale, ces mutations conduisent a divers
traumatismes comme (i) des défauts de structures de I'épithélium de la peau, des poumons, du
pancréas, ou encore au niveau du systeme nerveux central (Miettinen et al., 1995), (ii) des arréts
dans la formation de la myéline et le développement des oligodendrocytes (Park et al., 2001), (iii) des
altérations des structures neurales et cardiaques (Lee et al., 1995), (V) et des altérations dans les
activités motrices et comportementales chez les souris (Golub et al., 2004). Les récepteurs ont
également un réle au niveau de I'organisme adulte et plus précisément dans le développement de la
glande mammaire qui subit une forte prolifération et différenciation postnatale (Olayioye et al.,
2000). Les récepteurs sont nécessaires pour la morphogenése des canaux mammaires lors du
développement des alvéoles lobulaires et la sécrétion du lait (Jones & Stern, 1999; Naylor &

Ormandy, 2002).

La voie EGF/EGFR est également importante dans le développement de la prostate puisque
I'inhibition d’expression de EGF, chez la souris, conduit a un développement anormal (Abbott et al.,
2003). L'expression de EGF est également détectée dans le systéeme nerveux et périphérique pour la
régulation des processus de prolifération, de migration et de différenciation (Xian & Zhou, 2004) et

dans la formation du tractus gastro-intestinal (Troyer et al., 2001).
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Figure 24 : Mécanismes d’inhibition de EGFR par LRIG1, SOCS4 et SOCS5

A: Un premier mécanisme d’inhibition de EGFR par LRIG1 est sa liaison au récepteur, par les
domaines riches en leucine et I'lg-like, indépendamment de la fixation du ligand. Cela entraine la
dégradation de EGFR par un mécanisme encore mal défini. Le second mécanisme d’inhibition
nécessite que le récepteur soit préalablement activé par fixation du ligand et la phosphorylation des
résidus tyrosine. LRIG1 peut alors se fixer au récepteur et lier la protéine Cbl, elle-méme fixée aux
tyrosines, ce qui entraine I'ubiquitinylation de EGFR et sa dégradation.

B : L'inhibition de EGFR par SOCS4 et SOCS5 se fait par liaison au récepteur par leurs domaines SH2
apreés activation ou non du récepteur. Il y aura alors recrutement d’une E3 ligase, ubiquitinylation et
dégradation du récepteur.

(D’apres (Segatto et al., 2011)
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Figure 25 : Mécanisme d’inhibition de EGFR par RALT

RALT lie le récepteur EGFR activé par le ligand par son domaine EBR, inactivant ainsi I’activité kinase.
Il y a alors recrutement de protéines d’endocytose par le domaine RED (AP-2 et ITSNs) entrainant la
dégradation du récepteur.

(D’apres (Segatto et al., 2011)
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Les analyses montrent qu’il y a une complémentarité dans les voies de signalisation conduisant a
une compensation partielle suite au manque ou a la mutation d’un ligand ErbB sous la condition que

les récepteurs ErbB soient exprimés (tableau 3) (Normanno et al., 2006).

6. EGFR et oncogenese

v Expression de EGFR dans les tumeurs

Le récepteur a I'EGF est d’expression ubiquitaire et se trouve a la surface de pratiquement
toutes les cellules aussi bien normales que tumorales. Au niveau des tissus sains EGFR est fortement
exprimé dans les épithélia. Il n’est donc pas surprenant que ce récepteur soit impliqué dans des
tumeurs majoritairement épithéliales dans diverses tumeurs solides (Srinivasan & Jewell, 2001). Il est
surexprimé dans des Iésions malignes de la barriére épithéliale dans les cancers du poumon, du sein,
de la vessie et de la prostate (tableau 4) (Franklin et al., 2002; Leav et al., 1998). Son rdle dans les
cancers de la prostate sera abordé dans la partie 4 de ce chapitre. L'importance de EGFR dans les
tumeurs est principalement due a une augmentation de son expression conduisant a une
augmentation de son activité (Rubin Grandis et al., 1996a; Rubin Grandis et al., 1996b; Wong et al.,
1992).

v" Augmentation de I'activité d’'EGFR
Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la dérégulation des fonctions de EGFR parmi
lesquelles: (i) la surexpression du récepteur, (ii) I'amplification génique, (iii) les mutations

activatrices et (iv) la diminution de sa dégradation.

La surexpression du récepteur par contréle de I'activité transcriptionnelle
L'augmentation de I'expression de EGFR, par le biais d’une augmentation de ['activité

transcriptionnelle, est un des mécanismes majeurs mis en place par les cellules cancéreuses afin
d’assurer leur survie et leur prolifération. Les mécanismes par lesquels I’activité transcriptionnelle est
augmentée sont mal identifiés, cependant des études montrent que le facteur de transcription E2F1
ainsi que la protéine B-caténine seraient impliqués. Ainsi, une inactivation de E2F1 dans des cellules
de mélanome entraine une diminution d’expression de EGFR ainsi qu’une diminution des capacités
invasives, de formation de tumeurs et de métastases de ces cellules. E2F1 serait donc un régulateur
positif de I'activité transcriptionnelle de EGFR et permettrait d’accroitre les capacités invasives et
prolifératives des cellules tumorales (Alla et al., 2009). La B-caténine est un acteur de la voie
canonique Wnt impliquée, entre autre, dans le contrdle de la prolifération des cellules. Elle est

dérégulée dans les cellules tumorales tout comme EGFR. L’activation de la B-caténine dans les
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Cible des mutations

Localisation des défauts de
développement

Epiderme, glande mammaire, poumon,

EGFR P . 5
pancréas, intestins, systéme nerveux central
. b Glande mammaire, coeur, systeme nerveux
Récepteurs ErbB ErbB2 central
ErbB3 Coeur, systeme nerveux central
Glande mammaire, coeur, systeme nerveux
ErbB4 g
central et périphérique
EGF Prostate, systémenerveux central et
périphérique
Ligands TGFa Epiderme, prostate, yeux
HB-EGF Systéme nerveux central
AR/EGF/TGFa. Tractus gastro-intestinal

Tableau 3 : Récapitulatif des mutations des récepteurs ErbB ou de leurs ligands et les conséquences
associées

Les récepteurs de la famille ErbB, ainsi que leurs ligands, sont important dans le maintien de
I’'homéostasie cellulaire et notamment dans le développement et la morphogenése de plusieurs
organes. Il est important de noter que les souris mutées pour des genes codant les récepteurs
développent des défauts au niveau de plusieurs organes conduisant a une mort embryonnaire ou
périnatale, alors que des mutations dans les génes codant pour les ligands n’entrainent pas de
phénotype létaux.

(D’aprés (Normanno et al., 2006)

Pourcentage de

Tumeurs surexpression de
EGFR
Téte etcou 80-100
Sein 14-91
Rein 50-90
Poumon 40-80
Colon 25-77
Ovaires 35-70
Prostate 39-47
Gliomes 40-63
Pancréas 30-50
Vessie 31-48

Tableau 4 : Fréquence de surexpression de EGFR dans les tumeurs humaines

(D’aprés (Grandis & Sok, 2004)
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cellules de prostate entraine une augmentation d’expression de EGFR. Inversement, son inhibition
conduit a la diminution de son expression. La B-caténine régule positivement Iactivité
transcriptionnelle de EGFR par fixation directe sur son promoteur ce qui entraine une forte activation
des voies de signalisation MAPK, PI3K/AKT et Jak/STAT3. Cela provoque une surexpression des
protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-xL et des protéines de régulation du cycle cellulaire, cycline
D1, A et E2 (Guturi et al., 2012). Cette étude montre que la B-caténine est un régulateur

transcriptionel de EGFR et des processus de prolifération et de survie dépendants de ce récepteur.

La surexpression par amplification génique
L‘amplification du géne EGFR est retrouvée dans différents types de tumeurs. Dans les

glioblastomes multiformes (GBM), stade avancé de gliomes, I'amplification de EGFR est fréquente
puisqu’elle est présente dans 37 a 58% des cas (Normanno et al., 2006). Par ailleurs, I'amplification
anormale du gene EGFR est fréquente dans les cellules de carcinomes (SCC: Squamous Cell
Carcinoma), de cancers de la téte et du cou, de I'cesophage et du poumon (Nagatsuka et al., 2001).
L'analyse du nombre de copies génique dans des échantillons de stades différents de SCC (dysplasies
épithéliales (ED), carcinome in situ (CIS), stades avancés), met en évidence que le géne est peu
amplifié dans les stades précoces (ED et CIS) et que le niveau d’amplification croft avec la malignité
de la tumeur. Ces résultats suggerent donc que I'amplification de EGFR peut étre associée a un
mauvais pronostic (Nagatsuka et al., 2001) et la recherche du nombre de copies de ce gene pourrait

servir d’outil de diagnostic.

Les mutations activatrices
Des délétions dans le géne EGFR ont été mises en évidence dans les glioblastomes (Kuan et al.,

2001). Dans plus de 50% des cas, elles affectent le variant EGFRvIIL. Il s’agit de délétions des exons 2 a
7 codant pour une partie du domaine extracellulaire du récepteur incluant le site de fixation du
ligand. L'EGFRVIII est donc actif de maniere constitutive (Kuan et al., 2001) et cette mutation est
indicatrice d’un pronostic de faible survie pour les patients (Shinojima et al., 2003). Il a également été
mis en évidence des mutations activatrices dans le domaine tyrosine kinase du récepteur entrainant
une augmentation de son activité en réponse a un apport EGF dans les cancers bronchiques non a
petites cellules (Lynch et al., 2004). Les patients atteints de cancer avec cette mutation du gene EGFR
ont un taux de réponse au traitement par des inhibiteurs de tyrosine kinase de EGFR (gefitinib,
erlotinib) augmenté. En revanche, cette mutation est quelque fois associée a une seconde mutation
(substitution d’acide aminé dans le domaine kinase) entrainant une résistance de EGFR au traitement

par la gefitinib (Kobayashi et al., 2005).
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Diminution de la dégradation de EGFR

La régulation de l'activité de EGFR se fait en grande partie par une dégradation aprés
ubiquitinylation du récepteur par la protéine Cbl. Dans certains cas et notamment dans le cas de
cancers, cette protéine n’est pas exprimée ou présente sous sa forme mutée v-Cbl (variant
oncogénique inactif de Cbl) ce qui bloque la dégradation du récepteur et conduit a son recyclage a la
membrane. De plus, nous avons vu que la tyrosine 1045 de EGFR est nécessaire pour sa
reconnaissance par Cbl. Une mutation affectant cette tyrosine serait donc susceptible d’inhiber la

dégradation de EGFR et ainsi conduire a une potentialisation de son activité.

b. EGF et mobilité cellulaire dans le processus d’invasion
tumorale

Un des mécanismes important dans la progression tumorale est la mise en place de capacités de
migration et d’invasion accrues par les cellules pour envahir la zone tumorale et produire des
métastases. L'EGF, en association avec EGFR, est un acteur clé dans I'acquisition de ces capacités

dans diverses tumeurs et les mécanismes par lesquelles il exerce son activité sont variés.

Les études sur I'implication de la voie EGF/EGFR dans l'invasion des cellules tumorales font suite
aux corrélations observées entre les niveaux d’accumulation de EGFR et de son ligand et les capacités
invasives des cellules cancéreuses. Brievement, le processus invasif se déroule en plusieurs étapes,
les cellules tumorales doivent acquérir les capacités (i) a reconnaitre la matrice extracellulaire, (ii) a
modifier cette matrice par dégradation protéolytique, cette étape fait intervenir des modifications
d’expressions de métalloprotéinases (MMPs) ayant la capacité de cliver les protéines composant la
matrice, (iii) a migrer a travers la matrice en cours de dégradation et (iv) a proliférer sur un site
adjacent en dehors des limites physiologiques (métastases) (Wells et al., 2002). Associées a une
surexpression de EGFR et EGF dans les tumeurs il y a également des modifications d’expression de
marqueurs d’adhésion (E-cadherine et N-cadherine) caractéristiques d’une transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) et une surexpression des MMPs dans un grand nombre de tissus cancéreux
en corrélation avec le processus invasif (Eriksen et al.,, 2004; Libra et al., 2009). Ces données
suggerent donc que la signalisation EGF/EGFR pourrait étre impliquée dans les modifications
d’expressions des acteurs de l'invasion et ainsi contribuer a l'invasion des cellules tumorales.
Plusieurs études ont mis en évidence I'implication de cette signalisation dans les cancers de la téte et

du cou, les glioblastomes, les cancers du sein et de la prostate. Dans les cellules tumorales de
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glioblastomes, la signalisation EGFR est impliquée dans I'augmentation d’expression de MMP1 suite a
I'activation de la voie de signalisation MAPK, ce qui provoque une augmentation de l'invasion
cellulaire des cellules de glioblastomes (Anand et al., 2011). Le méme type de résultat a été montré
dans des cellules tumorales de sein. Un traitement des cellules par EGF ou TGFa entraine une
activation de la signalisation EGFR qui se traduit par une activation de ERK1/2, provoquant
I"augmentation d’expression de MMP1 (Park et al., 2011). Enfin, une étude in vitro sur des cellules de
carcinomes de la téte et du cou met en évidence que I'activation du récepteur par EGF entraine une
augmentation de I'expression de la métalloprotéinase MMP9 via une activation des voies PI3K et
ERK1/2. Cette activation provoque également une EMT caractéristique d’une progression tumorale
vers un stade métastatique agressif. Ces modifications d’expression permettent, in fine, d’augmenter

les capacités migratoires et invasives des cellules de carcinome (Zuo et al., 2011).

4) Implication de la transduction initiée par le complexe

EGF/EGFR dans le cancer de la prostate

Comme il vient d’étre décrit dans d’autres tumeurs solides, la progression du cancer de la
prostate s’accompagne de modifications d’expression des facteurs de croissance et de leurs
récepteurs. C'est notamment le cas pour EGF et EGFR. Il peut s’agir de régulations positives ou
négatives des niveaux d’expression, mais également le passage d’un mode de régulation paracrine
vers un mode de régulation autocrine conduisant a l'augmentation d’activité des voies de

signalisation dépendantes de EGFR qui favorisent la croissance tumorale et I'invasion.

a. Dérégulation de EGF dans le cancer de la prostate et ses
conséquences

Dans une prostate saine, I'EGF est exprimé et sécrété par les cellules stromales et va agir au
niveau des cellules épithéliales qui expriment le récepteur EGFR, de maniere paracrine (Freeman et
al., 1998). La signalisation dépendante de EGFR est finement régulée par le contréle des niveaux
d’expression et d’activité de EGFR, comme il a été décrit dans la partie 3-b-4 de ce chapitre. Dans le

cas d’'un cancer de la prostate, I'expression et I'activité de EGF et de son récepteur sont fortement
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dérégulées. Des études montrent : (i) une augmentation de I’expression et de la sécrétion EGF par les
cellules tumorales, (ii) une augmentation de I'expression de EGFR dans les tumeurs et (iii) une
augmentation de la croissance des cellules tumorales lors d’'un apport EGF (Djakiew, 2000). La
régulation paracrine dans les cellules normales va étre remplacée par un mode de régulation
autocrine au niveau des cellules tumorales. Ce passage permet aux cellules épithéliales cancéreuses
d’avoir la capacité de synthése de EGF et d’autoactivation de la signalisation dépendante de EGFR
indépendamment du contexte environnemental et de toute régulation. On parle de boucle
d’autorégulation (ou autocrine) dépendante de EGF. Il est alors constaté une augmentation de
I’activation des voies PI3K/AKT et MAPK. Une étude clinique a montré que I'activité de ERK1/2 était
augmentée en fonction du score de Gleason, ainsi que dans les tumeurs résistantes a la castration
(Gioeli et al., 1999). Ce mode de régulation permet d’augmenter le potentiel de croissance des
cellules, d’assurer leur survie et ainsi de favoriser le développement tumoral (De Bellis et al., 1996;
De Miguel et al., 1999). Il se traduit également par la stimulation des capacités invasives des cellules
cancéreuses de prostate (Freeman et al., 1998) et il est généralement retrouvé lors de la progression

des cancers vers un stade métastatique (Glynne-Jones et al., 1996).

Dans le cas particulier de la prostate, la cascade de signalisation mise en place par I'activation de

EGFR peut interférer avec la cascade impliquant le récepteur des androgenes.

b. EGF et AR dans le cancer de la prostate

Plusieurs analyses mettent ainsi en évidence une régulation de la signalisation EGFR par le
récepteur des androgénes et inversement, un controle de I'activité du récepteur des androgenes par

EGF.

1. Régulation de la signalisation dépendante de EGFR par le récepteur des androgénes
Le gene codant EGFR fait partir des génes cibles régulés par le récepteur des androgenes dans le
tissu prostatique sain. En effet, des études in vivo ont montré que la castration d’animaux adultes
entraine une augmentation d’expression de la protéine EGFR au sein de la prostate (Traish & Wotiz,
1987), réponse spécifique aux androgenes car d’autres stéroides comme les cestrogénes ou la
progestérone n’ont aucun effet. Corrélativement, une supplémentation androgénique chez ces

mémes animaux conduit a une diminution d’expression de EGFR, associée a une diminution de la
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Transcription de genes de survie et de
prolifération

Figure 26 : Régulation de la signalisation EGFR par le récepteur des androgénes

A: En présence d’androgénes, le récepteur des androgenes active I'expression des MMPs qui
permettent le clivage de la forme membranaire d’EGF (HbEGF), I’activation de EGFR et des voies de
survie et de prolifération cellulaire.

B, C: En absence d’androgénes, le récepteur peut soit se lier directement aux résidues tyrosines
phosphorylés de EGFR et inhibiber sa dégradation, soit lier la protéine kinase adaptatrice Src, pour
activer les voies de signalisation dépendante du récepteur.
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prolifération et a une augmentation de I'apoptose des cellules épithéliales de prostate saines
(Hammarsten et al., 2007). Ces données suggérent que les androgenes régulent négativement
I’expression de EGFR prévenant ainsi une croissance excessive des cellules de prostate dans le tissu
sain. Dans le cas de cancer, il y a une augmentation de I'activité de EGFR par le récepteur des
androgenes, corrélée a une augmentation de la prolifération des cellules (Liu et al., 1993) .
Cependant, I'analyse de biopsies prostatiques montre que I'expression de EGFR augmente également
avec la mise en place d’une insensibilité aux androgenes (Shah et al., 2006). Cela suggere que cette
voie de signalisation peut participer a la mise en place de la carcinogenése prostatique tant dans les
phases de progression hormono-dépendantes que dans les phases d’échappement résistantes a la

castration.

Les travaux de Bonaccorsi et ses collaborateurs ont mis en évidence que le récepteur des
androgeénes au niveau du cytoplasme co-localise avec EGFR a la membrane (Bonaccorsi et al., 2004a;
Bonaccorsi et al., 2004b), ce qui permettrait d’expliquer la régulation de EGFR par AR. L’activation
ligand-dépendant de AR conduit a I'activation de métalloprotéinases. Ces enzymes clivent ensuite la
fraction EGF liée a la membrane (HbEGF) et libérent la forme soluble qui peut se lier a EGFR,
favorisant ainsi la prolifération et la croissance tumorale (figure 26A) (Sen et al., 2012). Ce
mécanisme d’activation dépendant de AR est a la fois présent dans les cellules saines et les cellules
tumorales de prostate. Dans le cas d’'une activation de AR, indépendante du ligand, deux mécanismes
sont décrits. Tout d’abord, AR peut se fixer au niveau des résidus tyrosines, ce qui masque le motif
d’interaction pour la liaison de la protéine Cbl sur EGFR, empéche sa régulation par dégradation
laissant ainsi le récepteur sous forme active (figure 26B) (Willmarth et al., 2009). Ensuite, comme il a
été décrit, la phosphorylation de EGFR permet la liaison de protéines adaptatrices. Ainsi, la liaison de
la protéine kinase Src va permettre le recrutement du récepteur des androgenes (Migliaccio et al.,
2005) (figure 26C). La fixation directe de AR sur EGFR ainsi que la formation du complexe
EGFR/Src/AR qui entraine l'activation des voies de signalisation dépendantes de EGFR afin de
favoriser les processus de croissance, de prolifération et d’invasion des cellules tumorales de

prostate.

2. Régulation du récepteur des androgenes et de sa transactivation par EGF

Comme il a été décrit dans le chapitre 1, la survie cellulaire dans les phases d’échappement
hormonal s’explique par le maintien de I'activité du récepteur des androgenes indépendamment de
la présence du ligand. Plusieurs études rapportent que EGF et la stimulation des voies de

signalisation associées augmentent les capacités transactivatrices de AR (figure 27)
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Génes ciblesde AR

JAPSA A Croissance

ASurvie

Figure 27 : Activation de la transcription dépendante de AR en absence d’androgénes

L'activation classique du récepteur des androgenes se fait suite a la fixation d’androgénes tels que la
DHT sur AR conduisant a l'activation de ces genes cibles. En absence d’androgenes, EGFR peut
activer AR par phosphorylation par AKT ou les acteurs de la voie MAPK et l'activation de la
transcription de ces genes cibles impliqués dans la survie et la croissance cellulaire.

(D’aprés (Feldman & Feldman, 2001)
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(Culig et al., 1994; Feldman & Feldman, 2001). La reprise de croissance des cancers de la prostate
peut également étre expliquée par une augmentation de I'expression de co-activateurs de AR.
Gregory et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation d’expression de TIF2 et GRIP1,
co-activateurs de AR, in vitro, suite a I'apport exogene de EGF. Cela entraine aussi I'activation de la
kinase MAPK, permettant la phosphorylation des co-activateurs et I'augmentation de I'activité de AR
dépendante des androgenes (Gregory et al., 2004). Les cellules tumorales de prostate adoptent des
mécanismes de prolifération alternatifs, indépendant des androgénes mais qui nécessitent toujours
I'activation de AR et qui sont plus sensibles a la présence des facteurs de croissance comme EGF

(Bennett et al., 2010; Culig et al., 1994).
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Chapitre 3: La protéine chaperonne

Nucléophosmine

1) Généralités

La nucléophosmine (NPM1), également appelée B23 ou numatrin, a en premier lieu été
identifiée comme une phosphoprotéine nucléolaire (Chang et al., 1988). Elle est caractérisée comme
une protéine chaperonne d’histones car elle appartient a un groupe de chaperonnes moléculaires
capables de lier les histones avec spécificité et sélectivité et ainsi participer au remodelage
chromatinien. Cette protéine est également impliquée dans divers processus cellulaires tels que la
stabilité du génome, la biogenése des ribosomes mais aussi la régulation du cycle cellulaire et la
prolifération. Comme c’est le cas pour beaucoup de protéines multifonctionnelles la dérégulation de

I’expression et de la régulation de NPM1 est impliquée dans les processus cancéreux.

2) La famille Nucléophosmine/Nucléoplasmine

a. Membres de la famille

La protéine NPM1 appartient a la superfamille des protéines Nucléophosmine/Nucléoplasmine
dont les membres sont retrouvés dans tout le regne animal. Cette famille est divisée en quatre
groupes qui sont NPM1, NPM2, NPM3 et une forme NPM-like spécifique des invertébrés (Frehlick et
al., 2007). Ces protéines sont codées par trois genes différents localisés, chez 'homme, sur les
chromosomes 5qg35.1 pour NPM1, 8p21.3 pour NPM2 et 10g24.31 pour NPM3 (Flicek et al., 2012).
NPM2 a été isolée a partir d’ceufs et d’ovocytes chez Xenopus laevis, dans lesquels elle représente la
protéine nucléaire la plus abondante (Mills et al.,, 1980). Il semblerait que cette accumulation
nucléaire soit restreinte aux ovocytes ou NPM2 permet de lier les protéines basiques spermatiques
(SNBP : Sperm Nuclear Binding Protein) tels que les protamines, puis de décondenser la chromatine
paternelle aprés fertilisation de I'ovocyte par le spermatozoide (Philpott & Leno, 1992). NPM2 a donc
un role important pour la fertilisation mais son invalidation génique, chez la souris, n’affecte ni la

viabilité de la descendance, ni la décondensation de la chromatine spermatique, ce qui suppose
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Figure 28: Représentation schématique de la structure des protéines de la famille NPM

Bien que fortement similaires, les protéines NPM différent par leur taille, la présence des domaines
HD/DBD et NulLS.

Al, A2 et A3 : domaines acides,
HD/DBD : domaine d’hétérodimérisation et domaine de liaison a ’ADN

NuLS : signal de localisation nucléolaire

(D’apreés (Lindstrom, 2011)
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gu’elle exerce ce rdle en synergie avec d’autres protéines. En revanche, les femelles NPM2 -/-
présentent une diminution de leur fertilité, du fait d’'une désorganisation du nucléole et une perte
des régions hétérochromatiques dans les ovocytes (Burns et al., 2003). En ce qui concerne la protéine
NPM3 peu d’informations sont disponibles. Toutefois, elle est capable de lier les histones et d’avoir
un effet régulateur sur la transcription sans posséder de réelles fonctions chaperonnes intrinséques
(Gadad et al., 2010; Motoi et al., 2008). Son expression est néanmoins importante puisqu’elle forme
un complexe avec NPM1 et participe ainsi a la régulation de sa fonction dans la biogenése des
ribosomes (Huang et al., 2005). Qui plus est, l'inhibition de son expression dans les ovocytes de
mammiféres empéche la décondensation de la chromatine du gameéte paternel (MclLay & Clarke,

2003). NPM3 semble donc partager des fonctions communes avec NPM1.

NPM1 est la protéine la plus étudiée au sein de la famille nucléophosmine/nucléoplasmine
compte tenu de sa forte expression et de ses altérations géniques dans les pathologies cancéreuses,

ce qui lui attribue un réle important (Grisendi et al., 2006).

b. Conservation au cours de I’évolution

Le géne NPM1 code pour 3 protéines de 294, 259 et 265 acides aminés suite a un épissage
alternatif. Les génes NPM2 et NPM3 sont également transcrits et traduits pour donner naissance a
des protéines de respectivement 214 et 178 acides aminés, alors que le géne codant pour la protéine
NPM-like se compose de seulement 3 exons a la fois chez les vertébrés et la drosophile. Bien que
produites par 3 genes différents, les protéines NPM1, NPM2 et NPM3 possédent des domaines
similaires et des domaines qui different. La protéine NPM2 differe de NPM1 par la perte du signal de
localisation nucléolaire (NuLS) qui lui permet d’étre majoritairement exprimée a haut niveau dans le
nucléole. Le gene NPM3 code quant a lui pour une protéine dépourvue d’'un segment interne
retrouvé dans la moitié carboxy-terminale de NPM1 et NPM2 (figure 28) (Lindstrom, 2011). Le géne
NPM1 localisé sur le chromosome génere 3 variants d’épissage alternatif a partir d’'une région

codante de 12 exons qui varie uniquement dans les 35 derniers acides aminés (Chang & Olson, 1990).

L'analyse de I’évolution des protéines NPM montre que les membres de cette famille ont suivi
un processus de sélection et de diversification structurelle. L'étude de |'arbre phylogénétique,
reconstitué a partir de 106 séquences NPM, montre que NPM1 a une origine monophylétique, alors
que les protéines NPM2 et NPM3 auraient une origine polyphylétique aprées une divergence entre les
mammiféres et les amphibiens (Eirin-Lopez et al., 2006). De plus, il semblerait que la différenciation

des protéines NPM1 et NPM3 ait eu lieu de maniére tardive par rapport a la différenciation de NPM2
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puis de NPM-like, ceci expliquant sans doute les similarités de fonctions observées entre NPM1 et
NPM3. Il a également été observé que le processus de différenciation donnant « naissance » aux trois
protéines NPM chez les vertébrés est absent chez les invertébrés sauf au niveau de la protéine NPM-

like.

L’évolution des différents membres de la famille de protéines NPM a également conservé des
similarités au niveau protéique, et plus particulierement au niveau des séquences en acides aminés,
en faveur du maintien d’une forte fréquence de résidus acides (glutamiques et aspartiques) dans les
domaines A1, A2 et A3. Il y a également une conservation de la structure tertiaire des protéines et de
I'organisation de leurs domaines (figure 28). Cela laisse supposer I'existence d’une sélection qui
favorise le maintien de fonctions spécifiques. De maniére bréve, les protéines NPM sont toutes
organisées de la maniére suivante : un domaine central et des signaux de localisation spécifiques.
Malgré quelques différences, on remarque que toutes les protéines ont un domaine de localisation
nucléaire (NLS), mais que seule la protéine NPM1 posséde un domaine d’export nucléaire (NES) et un
domaine de localisation nucléolaire (NuLS). Le domaine le plus conservé entre les trois protéines,
dans la partie amino-terminale, est impliqué dans la résistance aux protéases et contient un court
domaine acide Al responsable de |'oligomérisation des protéines NPM et de leurs activités
chaperonnes. La région en C-terminale contient les domaines A2 et A3, variables entre les différents

membres, impliqués dans l'interaction avec d’autres protéines (figure 28).

¢. Organisation structurelle et fonctionnelle de NPM1

1. Structure et domaines fonctionnels

Parmi les membres de la famille, la protéine NPM1 est la plus étudiée. Elle a tout d’abord été
identifiée pour ses capacités a réguler la maturation des ARN ribosomaux. Cette protéine est
exprimée de facon ubiquitaire a I'intérieur de la cellule, a la fois dans le nucléole, le noyau et le
cytoplasme et posséde la capacité de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Savkur &
Olson, 1998). L'isoforme NPM1.1, renommée par la suite NPM1, est la forme la plus abondante et
possede une localisation majoritairement nucléolaire. La protéine NPM1.2 est localisée dans le noyau

et le cytoplasme (Wang et al., 1993).

La protéine NPM1 est une protéine multidomaines comprenant dans sa région hydrophobe

amino-terminale un domaine d’oligomérisation tres conservé au cours de I’évolution. Il lui permet de
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| Hétérodimérisation ” Activité ribonucléase I
| Oligomérisation ” Liaison aux histones ” Liaison aux acides nucléiques I

NES NLS NLS NuLS

NES: Signal d’export nucléaire (94-102)
NLS: Signal de localisation nucléaire (152-157,190-197)
NulLS: Signal de localisation nucléolaire (288-290)

I Domaine central
l Domaine aromatique (unique a NPM1)
I Domaines acides (120-132, 160-188)

Figure 29 : Organisation structurelle et fonctionnelle des domaines constituants la protéine NPM1

Sur la protéine NPM1, la partie N-terminale est caractérisée par un domaine non polaire responsable
de [l'oligomérisation et I'hétérodimérisation qui contient le signal d’export nucléaire (NES)
fonctionnel. La portion centrale de la protéine contient 2 domaines acides (A) importants pour la
liaison aux histones, et un signal de localisation nucléaire bipartite (NLS); cette région confére
I'activité ribonuclease. L'extrémité C-terminale de la protéine possede une activité ribonucléase et
contient des régions basiques impliquées dans la liaison aux acides nucléiques. Enfin, il est suivi par
un domaine aromatique spécifique de I'isoforme 1 qui contient 2 résidus tryptophane (288 et 290)
nécessaires a la localisation nucléolaire de la protéine (NuLS).

( D’apres (Falini et al., 2007; Grisendi et al., 2006)
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se lier a d’autres protéines par des interactions apolaires, ce qui lui confére des propriétés
thermostables, indispensables pour son activité de chaperonne moléculaire. En effet, cette propriété
lui permet d’empécher le repliement et I'agrégation de ces protéines cibles a de fortes températures
(Hingorani et al., 2000). Ce domaine contient également un signal d’export nucléaire (NES), riche en
leucine, au niveau des acides aminés 42 et 49. Ces résidus vont étre la cible du récepteur d’export
nucléaire CRM1 (chromosome maintenance region 1) (Wang et al., 2005). Ce domaine N-terminal est
suivi de régions acides, dans la portion centrale de la protéine, requise pour une liaison aux histones
et un assemblage efficace des nucléosomes (Okuwaki et al., 2001a). Les fonctions biologiques de ces
régions acides sont peu connues, mais il semblerait qu’elles aient un role crucial dans la
neutralisation des charges positives des protéines basiques telles que les histones et les protéines
ribosomales du nucléole (Samad et al., 2007). De plus, ce domaine central est important dans
I'activité ribonucléasique de NPM1 en synergie avec les segments basiques du domaine carboxy-
terminal. Enfin, il contient la séquence de localisation nucléaire (NLS). Dans la partie C-terminale de
la protéine se trouve le domaine de liaison aux acides nucléiques, ainsi que deux résidus
tryptophanes en position 288 et 290 qui composent le signal de localisation nucléolaire (NuLS)

(figure 29) (Nishimura et al., 2002).

NPM1 est présente de maniére prédominante sous forme d’hexameres, mais elle peut
également exister sous forme monomérique (Umekawa et al., 1993). La diminution de la capacité de
NPM1 a lier 'ADN aprés oligomérisation met en évidence que la balance entre les formes
monomériques et hexamériques régule de maniére importante les fonctions de NPM1. Par exemple,
son hétérodimérisation avec le variant NPM1.2 inhibe la liaison de NPM1 sur les ARN, suggérant un
role inhibiteur de NPM1.2 sur certaines fonctions de NPM1 (Okuwaki et al., 2002; Zirwes et al.,
1997). De nombreux résidus sont également les cibles de modifications post-traductionnelles qui

régulent les fonctions de la protéine.

2. Modifications post-traductionnelles de NPM1
Parmi ces modifications, peuvent étre citées les phosphorylations, I'ubiquitinylation et la

sumoylation.

Il existe plusieurs sites de phosphorylation sur la protéine NPM1 : les thréonines (T) 95, 199,
219, 234 et 237 et les sérines (S) 4, 70, 125 et 254. Ces différents sites sont la cible de kinases
dépendantes des cyclines (Cdk : Cyclin dependant kinase) ou non (Gjerset, 2006; Okuda et al., 2000;
Tokuyama et al., 2001). Le complexe cyclineE/cdk2 phosphoryle la T199 au cours de la phase G1 du
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Figure 30 : Sites de phosphorylation et d’acétylation de NPM1

(D’aprés (Okuwaki, 2008)

Résidus Protéines effectrices Conséquences sur l'activité de NPM1
Sérine 4 Plk1 Participation a la duplication des centrosomes
Sérine 125 CK2 Détachement du substrat, Stabilité de NPM1

Thréonine 199

Cycline E/Cdk 2

Dissociation de NPM1 aux centrosomes

Thréonines 234-237

Cycline B/cdc 2

Ré-adressage de NPM1versles centrosomes

Lysines 212, 232, 250, 257, 232

p300

Remodelage de lachromatine parliaison aux
histones acétylés etinitiation de la transcription

Tableau 5 : Effet des modifications post-traductionnelles sur I'activité de NPM1

La phosphorylation ou I'acétylation de plusieurs résidus de NPM1 sont importants pour la régulation

de ses diverses activités. Plk1, Polo-like kinase 1; CK2, Caseine Kinase 2; CDK2, Cyclin Dependant
Kinase 2; cdc2, cell division control 2.

(D’aprés (Okuwaki, 2008)
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cycle cellulaire, régulant ainsi la duplication des centrosomes (Okuwaki, 2008). La phosphorylation,
par cdc2 des T199, 219, 234 et 237 régule la capacité de liaison de NPM1 sur I’ARN (Okuwaki et al.,
2002). Enfin, la phosphorylation de la thréonine 95 régule la localisation de NPM1 et son réle dans la
duplication des centrosomes (Wang et al., 2005). La sérine 4 est phosphorylée par la protéine kinase
PIk1 (Polo-like kinase 1) et est impliquée dans le processus mitotique (Zhang et al., 2004). La sérine
125 est, quant a elle, la cible de CK2 (Caséine Kinase 2) pendant l'interphase et permet a NPM1 de
maintenir la structure nucléolaire (Louvet et al.,, 2006; Wang et al., 2010). Enfin, les kinases
responsables de la phosphorylation des sérines 70 et 254, ainsi que les conséquences de cette
phosphorylation, ne sont pas clairement identifiées (Nousiainen et al., 2006). La kinase Nek2A qui
s’associe directement avec NPM1 pour permettre sa localisation au niveau du fuseau mitotique est

un candidat potentiel (Yao et al., 2004).

Outre la phosphorylation, NPM1 peut également subir d’autres modifications post-
traductionnelles comme l'ubiquitinylation (Sato et al., 2004), la sumoylation (Tago et al., 2005) et
I'acétylation (Swaminathan et al., 2005). Deux types de poly-ubiquitinylation de NPM1 sont décrits
dans la littérature. Elle peut étre la cible du complexe BRCA1-BARD1 (Breast Cancer 1-associated ring
domain 1) (Sato et al., 2004) et des suppresseurs de tumeurs p14ARF/p19Arf (Iltahana et al., 2003).
Ces interactions entrainent une accessibilité de NPM1 aux E3-ligases qui assurent la poly-
ubiquitinylation, conduisant NPM1 a la dégradation par le protéasome. Ces chaines poly-
ubiquitinylées peuvent étre retirées par la protéine USP36 pour permettre a NPM1 d‘exercer ses
fonctions (Endo et al., 2009). Contrairement a la conjugaison d’ubiquitine qui affecte la stabilité de
NPM1, sa sumoylation sur les résidus lysines (K) 230/263 régule sa localisation cellulaire. Elle est
dépendante de I'expression de ARF qui favorise I'interaction de NPM1 avec la protéine SUMO-1
(Small Ubiquitin-related MOdifier-1). En effet, la substitution de ces résidus entraine la délocalisation
de NPM1 hors du nucléole et conduit a une duplication précoce des centrosomes et a la création
d’instabilités chromosomiques (Liu et al., 2007b). Le résidu K230 tout comme les résidus lysines 212,
215, 229, 257, 267 et 292 est la cible d’acétylation. Celle-ci est assurée par la protéine p300 dans la
partie C-terminale de NPM1. Elle conduit a une augmentation de son affinité pour les cores
d’histones et stimule son activité chaperonne (Swaminathan et al., 2005). La déacétylation se fait par
la protéine SIRT1, une protéine HDAC (Histone DeACetylace), qui retire les groupements acétyles de

NPM1 (figure 30) (Shandilya et al., 2009).

Les différents profils de modifications post-traductionnelles de NPM1 sont associés a ses
multiples fonctions comme la biogeneése des ribosomes, la prolifération, la progression du cycle

cellulaire ou encore la régulation de la compaction de la chromatine.
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Figure 31 : Effet de I'inactivation génique de npm1 sur le développement embryonnaire

A: Embryons de 10.5 jours montant une déficience de I'organogenése du cerveau antérieur.
L'invalidation de npm1 provoque I'absence du pro-encéphale (fleche rouge), ainsi qu’une division
entre le métencéphale et le mésencéphale retrouvé en position antérieur (fleche verte).

B : Embryons de 12.5 jours pour lesquels I'invalidation de npm1 altére la formation du foie feetal,
(fleche rouge), ainsi que des yeux (fleche noire)

(D’aprés (Grisendi et al., 2005)

Figure 32 : Structure du nucléole

A. Organisation du nucléole observée en microscopie électronique a transmission

B. Représentation schématique de la photo de microscopie. Sur cette coupe fine, on distingue
plusieurs centres fibrillaires (CF, jaune) entourés d’un composant fibrillaire dense (CFD, vert). Ces
structures sont enchassées dans le composant granulaire (CG, rose). Le contact entre nucléole et
enveloppe nucléaire formant une invagination est visible sur la partie inférieure de I'image (blanc). La
chromatine condensée est figurée en gris moucheté.

(D’aprés (Hernandez-Verdun & Louvet, 2004)
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3) Les fonctions physiologiques de NPM1

a. Role de NPM1 dans le développement embryonnaire

Les premieres analyses in vivo chez la souris ont consisté en l'invalidation du géne npm1, par
remplacement des exons 1 a 7 de la séquence codante par la séquence de la protéine GFP (Green
Fluorescent Protein) dans des cellules souches embryonnaires (Grisendi et al., 2005). Ces analyses
ont permis de mettre en évidence que NPM1 est indispensable au développement embryonnaire. En
effet, les embryons invalidés (npm1 -/-) sont létaux entre les jours embryonnaires 11.5 et 12.5. Les
embryons hétérozygotes ont eux un développement foetal complet, sont viables a la naissance mais
meurent au bout de quelques jours. L’analyse morphologique des embryons npm1 -/- révéle la
présence d’organes vitaux normaux, comme le coeur et le tube neural permettant la formation du
systeme nerveux, les arcs branchiaux et les bourgeons de membres. Ces embryons ont, malgré tout,
une taille visiblement plus petite que les embryons sauvages ou hétérozygotes, ainsi qu’une
structure de placenta plus petite. Il semble que la létalité des embryons npm1 -/- résulte d’une
déficience de l'organogenése du cerveau antérieur (figure 31) et des déficiences dans
I"approvisionnement sanguin du sac vitellin, permettant la nutrition de I’embryon. Le nombre d’ilots
sanguins, sieges du début de I'hématopoiése, est diminué et la quantité de précurseurs de
I’'hématopoiese présents dans ces flots est fortement réduite, de méme que leurs capacités a se

différencier en divers lignages cellulaires (Grisendi et al., 2005).

NPM1 exerce donc un role dans I'embryogenése et plus particulierement dans le

développement du cerveau antérieur et la mise en place de ’hématopoiese.

b. Roéle de NPM1 dans la biogenése des ribosomes

La protéine NPM1 est majoritairement localisée au niveau du nucléole ou elle est impliquée
dans le clivage des acides ribonucléiques ribosomaux (ARNr) et donc dans I'assemblage des

ribosomes, fonction trés importante et conservée entre les espéces.

Le nucléole est un organite dépourvu de membrane, composé d’'un ou plusieurs centres
fibrillaires, bordés par un composant fibrillaire dense, puis entourés d’'un composant granulaire

constituant I'essentiel du nucléole (figure 32). La transcription des ARN ribosomaux a lieu au niveau
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Figure 33 : Etapes de maturation du pré-ARN 47S en ARNr 18S, 5.8S et 28S

Le pré-ARN 47S subit une série de clivages séquentiels qui éliminent successivement les régions ETS
et ITS. NPM1 intervient plus particulierement dans la maturation de la forme 32S.

(D’aprés (Ayrault et al., 2006)
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des centres fibrillaires, les premiéres étapes de maturation de ces ARN et I'assemblage
protéines/ARN se fait au niveau du composant fibrillaire dense alors que I'assemblage des sous-
unités ribosomales a lieu au niveau du composant granulaire (Warner, 1990). Les ribosomes sont
formés a partir de trois ARNr matures : 18S, 5.8S et 28S, qui vont constituer les deux sous-unités du
ribosome en association avec des protéines ribosomiques: (i) la petite sous-unité de 40S est
composée de I’ARNr 18S et de 33 protéines ribosomiques, (ii) la grande sous-unité de 60S réunit les
ARNr 28S, 5.8S et 5S associés a 49 protéines ribosomiques. Les ARNr 28S, 5.8S et 18S sont formés a
partir du pré-ARNr 47S synthétisé au sein du nucléole, par I’ARN polymérase de type |, sous la forme
d’un précurseur de 13.9kb (Bowman et al., 1981). L’ARNr 5S est quant a lui synthétisé directement
par I’ARN polymérase de type lll. La maturation de I’ARNr 47S résulte d’une série de clivage par des
endonucléases et/ou une activité exonucléolytique afin d’éliminer les régions transcrites externes
(ETS : External Transcribed Spacer), ainsi que les régions transcrites internes (ITS 1 et 2 : Internal
Transcribed Spacer) (figure 33). Au cours de la maturation, il y a formation d’ARNr « transitoires »
(415, 36S, 32S et 12S). NPM1 est requise pour la maturation des ARNr qui vont former la sous-unité
60S, a partir de ’ARNr 32S. Elle va couper préférentiellement au niveau de I'ITS2 de '’ARNr 125, apres
les nucléotides présents dans une séquence spécifique (pGpCpU) et ainsi générer les ARNr 28S et
5.8S. En revanche, NPM1 n’exerce aucune activité endonucléase dans les autres régions (ETS, ITS1)
(Savkur & Olson, 1998). NPM1 exerce aussi un role dans la régulation de la transcription du pré-ARNr
47S en augmentant sa syntheése par la formation d’un complexe chromatinien avec la protéine c-myc,
au niveau des génes ribosomaux (Grandori et al., 2005; Murano et al., 2008). L’activité endonucléase
de NPM1 est permise par sa navette nucléocytoplasmique et par la présence d’'un domaine de liaison
aux acides nucléiques. En effet, le blocage de sa translocation et/ou une mutation dans son domaine
de liaison entraine une inhibition de la maturation des ARNr et de I'export des sous-unités
ribosomales (Maggi et al.,, 2008). L'invalidation génique de npml chez la souris entraine une
inhibition de la synthese des ribosomes dans les fibroblastes embryonnaires dérivés de ces animaux
(Grisendi et al., 2005). Cette activité endonuléasique de NPM1 est régulée par la formation d’'un
complexe avec l'isoforme NPM3, montrée pour avoir un réle inhibiteur de la biogénese des

ribosomes (Huang et al., 2005).

La biogenése des ribosomes est importante pour permettre la traduction de transcrits de genes
et notamment des genes impliqués dans la croissance, le cycle cellulaire et la prolifération.
L'implication de NPM1 dans différentes étapes de cette biogenese peut expliquer le réle qu’elle

exerce sur la croissance cellulaire et la prolifération.
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Figure 34 : Schéma des différentes phases constituant le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est composé de quatre phases se succédant dans un ordre précis. Les phases G1, S
et G2 qui constituent I'interphase puis la phase M qui représente la mitose.

Cellulefille_cecy P° NPM1 par CycE/Cdk2
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Figure 35 : Role de NPM1 dans la duplication des centrosomes

L'interaction de NPM1 aux centrosomes est dissociée apres sa phosphorylation par le complexe
CyclineE/Cdk 2, permettant ainsi la duplication des centrioles. Avant que la membrane nucléaire ne
soit reformée, NPM1 re-localise au niveau des centrosomes, chaque cellule fille ayant un centrosome
verrouillé par sa liaison avec NPM1.

(D’apres (Okuda et al., 2000).
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c. Roéle de NPM1 dans le cycle cellulaire

NPM1 exerce un role important dans le déroulement correct du cycle cellulaire, en favorisant
notamment la duplication des centrosomes. Cette duplication doit étre coordonnée a la réplication
de I'ADN afin de permettre I'établissement correct du fuseau mitotique et le bon alignement des

chromosomes au niveau du fuseau.

Le cycle cellulaire des mammiféres comprend quatre phases : G1, S, G2 et M, dont la succession
s’effectue dans un ordre immuable. Durant la phase de synthése (S) et la phase de mitose (M) les
cellules exécutent les deux évenements fondamentaux du cycle que sont la réplication de I’ADN et le
partage égal des chromosomes entre les deux cellules filles. Pendant les deux autres phases, G1 et
G2 (G: gap), les cellules effectuent leur croissance, intégrent des signaux mitogenes ou anti-
mitogeénes (G1) et se préparent a la mitose (G2). Les phases G1, S et G2 constituent I'interphase
durant laquelle le noyau de la cellule est entouré d’'une membrane, alors que la mitose est
caractérisée par la disparition de I'enveloppe nucléaire et la condensation des chromosomes, alors

visibles au microscope (figure 34).

Pendant la phase G1, une fraction des protéines NPM1 est fixée aux centrosomes, assurant un
verrouillage de leurs deux centrioles. Avant I'entrée en phase S, le complexe cyclineE/cdk2
phosphoryle NPM1 sur le résidu thréonine 199, ce qui entraine sa dissociation des centrioles et
permet leur duplication de fagon coordonnée avec la réplication de ’ADN. Au terme de la duplication
et avant I'entrée en phase M, NPM1 est déphosphorylée, ce qui provoque sa réassociation avec les
centrosomes et ainsi la mise en place du fuseau mitotique, pour un partage correct des
chromosomes entre les deux cellules filles (figure 35) (Okuda et al., 2000). Des études suggerent que
la phosphorylation des résidus thréonines 234 et 237 par le complexe cyclineB/cdkl permettrait la
réassociation de NPM1 avec les centrosomes. La formation du fuseau mitotique et la mitose sont
également permises grace a l'intervention de la kinase Plk1 qui phosphoryle NPM1 sur la sérine 4
(zhang et al., 2004). Il en est de méme pour la phosphorylation de la thréonine 95, au niveau du
motif NES qui joue un réle dans I'attachement de NPM1 aux centrosomes et dans leur duplication
(Wang et al., 2005). L’invalidation génique de npm1 chez les souris entraine des arréts du cycle
cellulaire ainsi qu’une duplication aberrante de I’ADN. De plus, I"haploinsuffisance de npm1 entraine
une amplification des centrosomes démontrant nettement I'importance de son expression et de son

dosage dans le maintien du nombre de centrosomes et la stabilité génomique (Grisendi et al., 2005).
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Roles associés

Protéines d'interactions avec NPM1

Réplication de I'ADN, transcription et réparation

MYC, APE1/Ref-1, NFkB, AR, MIZ1, AP2a, HEXIM1, YY1,
CBF-A, IRF1, MNDA, GCN5, C/EBPa, Tpt1, DOTIL, Les
histones

Controle du cycle cellulaire

p53, ARF, MDM2, pRB, p21, GADD45A

EBP1, SENP3 et SENP5, RPL5, RPS9, RPL23, Nucléoline,

Biogenese desribosomes p120, NPM3, USP36, Nucléostemine, PES1, TTF1,
FRGY2a/YB1, NSUN2
Apoptose Bax, PARP-1etPARP-2, PIP3, GAGE

Stabilité et épissage des ARNm

hnRNPU, hnRNPA1, NSP 5a3a

Modifications, synthése et dégradation des protéines

PKR, BRCA1-BARD1, AKT, Fbow7y, HU1

Fuseau mitotique, cytosquelette et centromeres

CRM1, RPGR et RPGRIP1, Eg5, Plk2, CTCF

Tableau 6 : Récapitulatif des différentes protéines qui interagissent avec NPM1

L'interaction de NPM1 avec divers protéines, parmi lesquelles des facteurs de transcription, lui
permet d’exercer ses fonctions de régulation de la transcription génique.

(D’apreés (Lindstrom, 2011)
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Par son association avec la protéine du rétinoblastome (Rb) et son interaction avec I'ADN

polymérase a (Takemura et al., 1999), NPM1 exerce un controle sur la réplication de I’ADN.

d. Roéle de NPM1 dans I’organisation de la chromatine et la
transcription génique

Outre son role dans la progression du cycle cellulaire et la prolifération, NPM1 possede
également une activité chaperonne d’histone. Elle participe a I'assemblage des nucléosomes et a la
relaxation de la chromatine ce qui favorise a terme la transcription génique. Dans un premier temps,
NPML1 se lie préférentiellement aux histones H3 et H4 par sa région amino terminale. Dans un second
temps, elle participe a I'assemblage des nucléosomes apreés fixation des diméres H2A et H2B, grace a
son domaine acide A2 (Okuwaki et al., 2001a; Okuwaki et al., 2001b). L’acétylation conjointe de
NPM1 par la protéine p300 et du core d’histones entraine une modification de I'affinité de NPM1
pour I'histone H3, et conduit a la relaxation de la chromatine et a la stimulation de la transcription
génique (Swaminathan et al., 2005). Cette action n’est pas globale mais s’exerce sur des régions bien
définies ou se trouvent des genes contrdlant la survie et la prolifération cellulaire (Shandilya et al.,
2009). Ces modifications post-transcriptionnelles de NPM1 par acétylation sont également

controlées par un équilibre d’expression entre p300 et la déacétylase SIRT1.

NPM1 peut également réguler la transcription génique en interagissant directement avec des
facteurs de transcription (tableau 6). Tout d’abord, NPM1 régule la transcription génique médiée par
I’ARN polymérase Il par la liaison et I'inhibition de I'activité de HEXIM1, régulateur positif de cette
polymérase et inhibiteur du facteur d’élongation P-TEFB (Gurumurthy et al., 2008). Ensuite,
I'interaction de NPM1 avec le facteur de transcription c-myc facilite également la transcription
génique par I’ARN polymérase Il, et permet ainsi I'activation de genes impliqués dans la prolifération,
la différenciation et I'apoptose (Li et al., 2008). Enfin, en fonction des facteurs de transcription avec
lesquels elle va interagir, NPM1 va étre soit assimilée a un co-activateur, soit a un co-répresseur. Par
exemple, lors de la différenciation cellulaire induite par I'acide rétinoide, NPM1 forme un complexe
avec le facteur de transcription AP2a (Activating Protein transcription factor 2) et va agir comme un
co-répresseur par le recrutement d’histones déacétylases (HDACs) empéchant ainsi la transcription
(Liu et al., 2007a). A I'inverse NPM1 augmente la transcription génique lors de son interaction avec
des facteurs de transcription tels que IRF1 (Kondo et al., 1997), p53 (Colombo et al., 2002), NFkB

(Dhar et al., 2004), AR (Leotoing et al., 2008) ou encore YY1 en interférant avec sa fonction de
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répresseur transcriptionnel (Inouye & Seto, 1994).

NPM1 est également impliquée dans la régulation de la transcription dépendante de I’ARN
polymérase | (Murano et al., 2008). Elle favorise le recrutement de I’ARN polymérase | sur I’ARNr 47S
et augmente la transcription de TAF1A, partenaire du complexe d’initiation de la transcription. NPM1
permet donc la transcription de genes impliqués eux-mémes dans la transcription de I’ARNr par
I’ARN polymérase | (Bergstralh et al.,, 2007; Murano et al.,, 2008). De plus, NPM1 favorise la
localisation nucléolaire du facteur de terminaison de la transcription TTF1 (Terminaison Transcription
Factor 1) impliqué dans la synthése de la majorité des ARNr par I’ARN polymérase | (Lessard et al.,

2010).

4) NPM1 et cancer

Au vu de sa multiplicité de modifications post-traductionnelles et ses interactions avec divers
facteurs de transcription et partenaires protéiques, NPM1 est impliquée dans des processus
cellulaires variés. L’altération de son expression dans de nombreuses tumeurs solides d’origines
histologiques différentes et dans les tumeurs hématopoiétiques suggere que cette protéine joue un
role important dans la tumorigenése. Ce role reste encore controversé car NPM1 apparait a la fois

comme un suppresseur de tumeur et un oncogéne.

a. Controverse entre suppresseur de tumeur et proto-oncogéne

1. NPM1 est-elle un suppresseur de tumeur ?

Plusieurs études in vivo et in vitro, montrent que NPM1 est impliquée dans la stabilité
génomique et que par son interaction avec la protéine du cycle cellulaire ARF et la protéine p53, elle
peut entrainer un arrét de la croissance et permettre la mort cellulaire. ARF est une protéine
nucléolaire, de la famille des Ink4, inhibiteurs des complexes cycline/Cdk, impliquée dans le contrdle
de la progression du cycle cellulaire et dans la programmation de I'apoptose en réponse a des stimuli
oncogéniques. L'inhibition du cycle cellulaire par ARF repose sur sa capacité a inhiber la protéine

HDM2 (Human Double Minute 2, MDM2 chez la souris) qui, en ciblant p53 par ubiquitinylation,
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Figure 36 : Role de l'interaction NPM1-ARF dans le controle de la croissance cellulaire et la
prolifération

Dans un contexte normal, NPM1 s’associe avec ARF dans le nucléole et régule son activité (A). Suite a
une stimulation oncogénique, il y a augmentation de I'expression de ARF et de NPM1, ce qui permet
le contrble de la croissance cellulaire. ARF peut conduir a I'activation de P53, par l'inhibition de
MDM2 et permettre ainsi I'arrét de la croissance (B). La croissance cellulaire peut également étre
inhibée de maniére indépendante de P53 (C, E). L'accumulation de NPM1 va entrainer une
stabilisation et donc une accumulation de ARF qui en retour va exercer un effet inhibiteur sur NPM1.
Il y aura alors blocage de la navette de NPM1 entre le noyau et le cytoplasme et inhibition de la
synthése des ARNr (D).

(D’apres (Grisendi et al., 2006)
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entraine sa dégradation par le protéasome (Weber et al., 1999). Par son interaction avec ARF, NPM1
lui permet une localisation nucléolaire, empéche sa dégradation et permet I'activation de p53
(Colombo et al., 2005; Kuo et al., 2004). De plus, NPM1 peut interagir directement avec HDM2, ce qui
conduit a la stabilisation de p53 (Kurki et al., 2004). Ces deux modes de stabilisation du facteur de
transcription p53 entrafinent une augmentation de la transcription de ses genes cibles impliqués dans
I'arrét du cycle cellulaire et/ou dans I'activation de la mort cellulaire programmée (figure 36).
D’autres données suggérent un role de suppresseur de tumeur pour NPM1. Comme il a déja été
mentionné, elle est impliquée dans la régulation de la ploidie des chromosomes en contrélant
notamment la duplication des centrosomes. La capacité de navette de NPM1 entre le cytoplasme et
le nucléole est également importante pour le maintien de la stabilité génomique, et plus
particulierement dans I'assemblage du fuseau mitotique. En effet, suite a la liaison de NPM1 au
complexe RAN-CRM1, par son domaine NES, permettant son transport, il y a un enrichissement de
NPM1 au niveau des centrosomes, qui agit comme un verrou afin d’éviter des duplications
surnuméraires des centrosomes pouvant a terme conduire a des polyploidies ou des aneuploidies
(Shinmura et al., 2005; Wang et al., 2005). Son invalidation génique ou I’haploinsuffisance (npm1+/-)
chez la souris entraine une létalité embryonnaire a 12.5 jour de gestation accompagnée d’une
aneuploidie (Grisendi et al., 2005). De maniére intéressante, dans les fibroblastes embryonnaires de
souris (MEFs) inhibés pour I'expression de NPM1, le taux de prolifération est augmenté, et ce de
maniére plus importante lorsque les cellules sont également déficientes pour p53 (npm1-/-, p53-/-)

(Colombo et al., 2005).

NPM1 a également été identifiée comme un régulateur de I'apoptose mitochondriale par son
interaction avec la protéine pro-apoptotique BAX (Bcl-2-Associated X protein) ce qui facilite sa
translocation a la mitochondrie. Cela permet son activation et une induction de I'apoptose
mitochondriale par la création de pores membranaires et la diffusion de cytochrome c (Kerr et al.,

2007; Thompson et al., 2008).

NPM1 est impliquée dans le controle de la réparation de 'ADN. En effet, une exposition des
cellules aux rayons ionisants entraine une augmentation de la transcription de NPM1 associée a une
stimulation des processus de réparations de I’ADN (Wu et al., 2002). En accord avec ces données, il a
également été montré qu’une perte d’expression de NPM1 dans les fibroblastes embryonnaires de
souris, provoque une accumulation de la protéine phosphorylée y-H2AX, marqueur des cassures
double brin de I’ADN, cible des kinases de réparation ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR
(Ataxia Telangiectasia Related) (Colombo et al., 2005). NPM1 agit donc comme un suppresseur de

tumeur en prévenant les événements de dommage a I’ADN et les instabilités génomiques pouvant
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faire suite a des erreurs de réparations.

2. NPM1 est-elle un proto-oncogéne ?

Inversement, il semblerait également qu’il y ait une corrélation entre I'augmentation
d’expression de NPM1 dans les cellules tumorales et I'augmentation de la croissance et de la
prolifération cellulaire, ainsi que I'inhibition de I'apoptose. Ces corrélations peuvent étre expliquées
par son role dans la stimulation de I'activité de ’ADN polymérase a (Takemura et al., 1999) et par le
fait qu’elle soit une cible transcriptionnelle du proto-oncogéne myc (Boon et al., 2001; Zeller et al.,
2001). Corrélativement, I'expression de NPM1 diminue dans les cellules quiescentes et/ou subissant
I'apoptose (Dergunova et al., 2002; You et al., 1999). NPM1 a la capacité d’inhiber les voies pro-
apoptotiques normalement induites en réponse a divers stimuli physiques ou solubles (Ye, 2005).
Dans les cellules fibroblastiques NIH-3T3, la forte accumulation de NPM1 entraine une résistance a
I"apoptose induite par les rayons ultraviolets. Elle maintient également la prolifération en stimulant
la réparation des Iésions a 'ADN et en augmentant I'expression de la protéine PCNA, essentielle au
fonctionnement de la machinerie de réparation (Wu et al., 2002). Enfin, NPM1 est capable de se fixer
et d’inhiber I'activité du suppresseur de tumeur IRF-1 (Interferon Regulatory Factor-1) impliqué dans
I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose induite lors de dommages a I’ADN ou en réponse a l'interféron
v (Kondo et al., 1997, Romeo et al., 2002). La perte de fonction de IRF-1, associée a une
surexpression de NPM1 a notamment été observée dans des cas de syndromes myélodysplasiques et
de leucémies (Kondo et al., 1997). En plus du contréle de IRF-1, la surexpression de NPM1 permet
aux cellules d’échapper a la surveillance anti-tumorale controlée par une autre protéine inductible
par l'interféron y : PKR (Protein Kinase RNA-activated). Lors de son induction, PKR se lie aux ARN pour
bloquer la synthese protéique par phosphorylation et inactivation du facteur d’initiation de la
traduction EIF2a (Eukaryotic translation Initiation Factor 2a) (Barber, 2001). Dans les cellules
hématopoiétiques, le blocage de I'activité de PKR par NPM1 contribue au maintien de I'activité de la

synthése protéique et favorise ainsi la survie cellulaire (Pang et al., 2003).

Le potentiel oncogénique de NPM1 est également révélé dans les contextes d’hypoxie. Lors de
la mise en place de I'hypoxie au cours de la progression tumorale, il y a une augmentation de
I'accumulation de NPM1, dont le gene est la cible transcriptionnelle du facteur d’hypoxie HIF-1a
(Hypoxia-Inductible Factor 1a). Cela conduit a une réduction de la phosphorylation activatrice de p53
sur la sérine 15. p53 ne peut plus activer la transcription de ses genes cibles, ce qui entraine une
résistance a l'apoptose (Li et al, 2004a). La surexpression de NPM1 conduit également a la

séquestration de ARF dans le nucléole et en cascade a I'ubiquitinylation et a la dégradation de p53
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Altérations Produit muté Malignités associées

Tumeurs d'origines histologiques

. L. . Augmentation de I'expressionde |différentes(carcinomesde I'estomac,
Expression protéique Surexpression NPM1 du colon. des ovaires et de Ia

prostate)

t(5;17)(935;q12) NPM1-RARa Leucémies promyélocytaires aiglies

£(2;5)(p23;935) NPM1-ALK Lymphomes anaplasiques agrandes
cellules

. . Syndromes myélodysplasiques et
Translocations t(3;5)(925;935) NPM1-MLF1

Leucémies myéloides aiglies
génomiques

Leucémies myéloides aiglies a

Mutationsde I'exon 12| NPMc(mutantcytoplasmique) e

Syndromes myélodysplasiques et
Délétion (-5g35,-5) Carcinomes du poumon non a petites
cellules

Tableau 7 : Principales altérations de NPM1 dans les cancers humains

NPM1 est impliquée dans les pathologies humaines et les cancers solides suite a des déréglements
de son expression et des modifications génétiques.

(D’aprés (Grisendi et al., 2006)
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(Korgaonkar et al., 2005).

Une surexpression de NPM1 peut induire une duplication aberante des centrosomes et une

aneuploidie comme fréquemment retrouvé dans les cancers (Grisendi et al., 2006).

b. Principales altérations génétiques de NPM1 dans les
physiopathologies et les cancers

Les altérations de NPM1 observées peuvent résulter d’'une augmentation de son expression ou
encore des modifications de son gene telles que des délétions, des translocations ou des mutations,

retrouvées le plus souvent dans les tumeurs hématopoiétiques (tableau 7).

1. Altérations de NPM1 dans les tumeurs hématopoiétiques

Le chromosome 5, et plus spécifiquement le locus 5935, qui porte le gene codant pour NPM1
est le siege de délétions dans le cas de syndromes myélodysplasiques (MSD) de novo et de leucémies
(Bennet, 2002). La délétion de la région 5935 est également retrouvée dans certaines tumeurs

solides comme dans le cancer du poumon non a petites cellules (Mendes-da-Silva et al., 2000)

Outre les délétions, les translocations génomiques impliquant le chromosome 5 et entrainant
souvent une perte de l'allele fonctionnel du gene, sont régulierement associées aux maladies
hématopoiétiques comme les lymphomes et les leucémies (Berger et al., 2006). La région génique
codant pour la partie amino- terminale de NPM1 est alors associée a différents génes partenaires. La
translocation la plus retrouvée, dans 75% des lymphomes anaplasiques a grandes cellules (ALCL :
Anaplastic Large Cell Lymphoma), et par conséquent la plus étudiée, est la t(2;5)(p23;935) qui
entraine la fusion du géne NPM1 avec le géne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) (Falini & Mason,
2002). Elle consiste en I'association des quatre premiers exons de NPM1, contenant le domaine
d’oligomérisation, avec les exons codant le domaine catalytique du récepteur membranaire a activité
tyrosine kinase ALK (Morris et al., 1994). La protéine de fusion NPM1-ALK conserve la capacité
d’hétérodimérisation par le domaine d’oligomérisation avec les protéines NPM1 endogénes. Ces
protéines, qui possedent toujours leur signal de localisation nucléaire ainsi que les signaux d’export,
vont permettre a NPM1-ALK de faire la navette entre le noyau, le cytoplasme et le nucléole (Cordell
et al., 1999). NPM1 confere, en plus, une activité constitutive a ALK, normalement inactif dans les

cellules lymphoides, ce qui entraine un réle oncogénique de ALK (Morris et al., 1994). Bien
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que plus rare, une autre translocation possible de NPM1 est la t(5;17)(g35 ;q12) qui provoque la
fusion de NPM1 avec le récepteur aux acides rétinoides (RARa), suite a la fusion de I'extrémité 5’ du
transcrit de NPM1 avec la région 3’ de RARa (Redner et al., 1996). Cette translocation est retrouvée
majoritairement dans les leucémies promyélocytaires aiglies (APL). Cette fusion perturbe la
transcription dépendante de I'acide rétinoide et altere la différenciation myéloide au stade
promyélocyte. Elle peut également perturber d’autres fonctions biologiques, indépendantes de la
fonction transcriptionnelle de RARa, I'homo et I’'hétéro-oligomérisation de NPM1 entrafnant son
changement de localisation et pouvant modifier les fonctions de RARa sauvage et endogene (Redner
et al.,, 1996). Une derniere translocation connue dans les syndromes myélodysplasiques est la
t(3;5)(925 ;q35) conséquence de la fusion de la région codant pour les 171 premiers acides de
NPM1, dans sa partie 5, avec le géne MLF1 (Myelodysplasia-Myeloid Leukemia Factor 1). MLF1,
normalement localisé au niveau du cytoplasme, se retrouve, lors de la fusion NPM1-MLF1, localisé
dans le noyau et plus fortement dans le nucléole dans les cellules de leucémies myéloides. Cette
localisation anormale interfére avec l'activité de MLF1 et altére sa capacité a controler

I’érythropoiése et le cycle cellulaire (Winteringham et al., 2004; Yoneda-Kato et al., 1996).

Dans le cas de cellules normales, NPM1 peut faire la navette entre les différents compartiments
cellulaires afin d’y exercer ses fonctions. Dans des cas de leucémies myéloides aiglies, NPM1 est
délocalisé dans le cytoplasme (NPMc+) suite a une mutation dans I’exon 12 entrainant un décalage
du cadre de lecture dans sa partie carboxy-terminale (Falini et al., 2007). Ces mutations sont
présentes dans environ 35% des leucémies a caryotype normal (Falini et al., 2008). Dans les dix
dernieres années, plus de 40 mutations qui affectent principalement la partie carboxy-terminale de
NPM1 ont été répertoriées. La mutation la mieux caractérisée est la mutation de type A, présente
dans 75% a 80% des cas de leucémies qui entraine la formation d’un motif NES et consécutivement la
perte du motif NuLS. Cette mutation entraine donc la délocalisation de NPM1 dans le cytoplasme, la
perte de ses interactions avec ses différents partenaires, ainsi que la délocalisation de ARF du
nucléole ce qui conduit a sa perte d’activité (den Besten et al., 2005). Cette mutation provoque aussi
la délocalisation des protéines NPM1 sauvages endogénes dans le cytoplasme par effet trans-

dominant positif (den Besten et al., 2005).

2. Altérations de NPM1 dans les tumeurs solides
Contrairement aux hémopathies malignes, les translocations de NPM1 ainsi que les mutations
au niveau de I'exon 12 sont absentes dans les tumeurs solides (Jeong et al., 2007). NPM1 est souvent

fortement exprimée dans des tumeurs humaines d’origines histologiques différentes, tels que les
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cancers gastriques (Tanaka et al., 1992), du colon (Nozawa et al., 1996), de I'ovaire (Shields et al.,
1997) ou encore de la prostate (Leotoing et al., 2008; Subong et al., 1999). Les causes de cette
surexpression sont encore mal connues mais il est supposé que I'oncogéne c-Myc pourrait étre
impliqué. En effet, c-Myc est capable de se fixer sur la région promotrice de NPM1 afin d’activer la
transcription du géne (Zeller et al., 2001) et les deux protéines sont conjointement fortement
exprimées dans les tumeurs osseuses (Kikuta et al., 2009). La forte accumulation de NPM1 dans les
tissus cancéreux par rapport aux tissus sains peut étre associée a des altérations de son profil de
modifications post-traductionnelles. En effet, il y a une augmentation de la forme phosphorylée de
NPM1 dans les mélanomes (Bernard et al., 2003b) et de la forme acétylée dans les cancers oraux
(Shandilya et al., 2009) et les cancers de la thyroide (Pianta et al., 2011). Dans ce dernier cas, cette
acétylation conduit a une forte relocalisation de NPM1 dans le nucléoplasme (Pianta et al., 2011).
Ces altérations sont retrouvées dans les phases tardives de la carcinogeneése et plus particulierement
dans les phases d’échappements thérapeutiques (Bergstralh et al., 2007). Elles peuvent également
engendrer des modifications d’interactions de NPM1 avec ses différents partenaires protéiques
(Korgaonkar et al., 2005) tels que FOXM1 (FOrkhead boX M1) (Bhat et al., 2011) et AKT. Sa liaison
avec AKT protége NPM1 du clivage protéolytique (Lee et al., 2008). D’autres auteurs supposent que
cette interaction puisse former une unité oncogénique impliquée dans la tumorigenese (Kim et al.,

2011).
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Epithélium sain Carcinome insitu

Figure 37 : Niveaux d’expression de NPM1 dans des échantillons de biopsies humaines

Analyse immunohistochimique des niveaux d’expression de la protéine NPM1 dans des biopsies de
prostate. Comparaison entre I'épithélium adjacent sain (gauche) et le tissu tumoral (droite).

(D’apreés (Leotoing et al., 2008)
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Figure 38 : Activité transcriptionnelle de AR en fonction des niveaux d’expression de NPM1

Analyse de I'activité luciférase sous contréle du promoteur du PSA, gene cible de AR, régulé par les
androgenes dans des cellules LNCaP contréles (siGFP) ou inhibées pour I'expression de NPM1
(siNPM) en réponse a la dihydrotestostérone (DHT).

(D’apreés (Leotoing et al., 2008)
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Le cancer de la prostate est une pathologie de ’'homme &gé pouvant avoir des conséquences
néfastes sur la qualité de vie mais surtout sur la survie des hommes atteints. La carcinogenése
prostatique est un processus multi-étapes qui se caractérise par la formation de néoplasies
intraépithéliales, puis par le passage a un stade de carcinome invasif ou de cancer localement
avancé, avant d’atteindre le stade le plus agressif : le stade métastatique. Comme il a été décrit dans
I'introduction bibliographique de ce manuscrit, la progression du cancer de la prostate s’"accompagne
d’altérations génétiques, comme des mutations ponctuelles ou des translocations chromosomiques,
conduisant a la perte d’expression de régulateurs importants dans le maintien de la glande
prostatique. Associée a la perte de ces régulateurs, la progression cancéreuse est également
dépendante de la mise en place d’'une dérégulation des voies de signalisation répondant aux facteurs
de croissance tels que IGF-1, IL-6 ou EGF. En effet, la prolifération et la survie des tumeurs peuvent
étre assurées suite a l'acquisition d’'une autonomie des cellules vis-a-vis de leur environnement.
Cette autonomie est due a une augmentation de l'activité des récepteurs de ces facteurs de
croissance dont la synthése est directement assurée par les cellules épithéliales. Ainsi, 'activation
des voies de signalisation en aval du récepteur sera augmentée. Ces modifications d’expression des
facteurs de croissances sont concomitantes avec des modifications d’accumulations de plusieurs
protéines pour lesquelles nous ne savons pas si elles ont un rdle causal ou incident dans la

carcinogeneése prostatique.

Avant mon arrivée au laboratoire, il a été montré au sein de I'’équipe que la protéine NPM1 est
surexprimée dans les tissus tumoraux d’échantillons de biopsies de patients atteints de cancer de la
prostate, en comparaison avec le tissu adjacent sain (figure 37). NPM1 est une protéine nucléolaire
multifonctionnelle qui a un réle important dans la croissance et la prolifération par la régulation de
processus variés tels que la biogenése des ribosomes, la duplication des centrosomes ou la
transcription génique (Lindstrom, 2011; Okuda et al., 2000; Okuwaki, 2008). Cette protéine est donc
un régulateur clé d’activités cellulaires souvent altérées dans plusieurs tumeurs. De plus sa co-
localisation et son interaction avec AR dans les cellules épithéliales de cancer de la prostate localisés,
et son activité co-activatrice de la transduction dépendante de AR, montrent que NPM1 est un acteur
important dans la physiologie prostatique et que sa dérégulation joue un rdole dans la carcinogenése
(figure 38) (Leotoing et al., 2008). De méme, elle peut influencer I'état prolifératif de cellules de
canal déférent de souris (VDEC), dans lesquelles NPM1 est plus fortement exprimée dans les cellules
en prolifération en comparaison avec les cellules dans un état de différenciation (figure 39). Ces
données suggerent une corrélation entre les niveaux d’accumulation de NPM1 et la progression des
cancers de la prostate. Cependant, la question essentielle est celle-ci : Est-ce-que NPM1 est un acteur

de la progression tumorale ou est-ce-que sa surexpression est une conséquence du
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Figure 39 : Niveaux d’expression de NPM1 dans les cellules de canal déférent de souris (VDEC)

Analyse des taux protéiques et d’ARNm de NPM1 dans les cellules VDEC en prolifération (Prol.) et en
différenciation (Diff.), par Western Blot et Northern Blot, respectivement. Les taux de NPM1 sont
plus élevés dans les cellules en prolifération par rapport aux cellules en différenciation.

(D’apres Léotoing L., Maquaire S. et al., en révision)
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développement tumoral ? De plus, les mécanismes sous-jacents par lesquels NPM1 exerce ses

fonctions restent flous.

Les objectifs de ce travail de thése étaient donc: 1) de déterminer si le niveau d’accumulation
de NPM1 a un impact sur le comportement des cellules cancéreuses de prostate ; 2) En ce cas,

d’identifier les mécanismes par lesquels elle exerce ces effets ?

Modéle d’étude :

Comme peu d’informations sont disponibles sur le role de NPM1 dans la progression des cancers
de la protate, et dans le but de répondre a la question posée, nous avons choisi une approche in vitro
plus simple a mettre en ceuvre qu’une approche in vivo. La grande majorité des modeles cellulaires
utilisés pour étudier les processus cancéreux sont dérivés de tumeurs. Nous avons choisi d’utiliser
deux lignées de cellules tumorales de prostate : (i) la lignée cellulaire LNCaP (Lymph Node carcinoma
of the prostate), cellules issues d’un ganglion métastatique ayant un récepteur des androgenes,
intéressante pour leur prolifération accrue et leur forte expression de NPM1 (ii) et la lignée PC-3,
dérivée d’'une métastase osseuse ayant également une forte expression de NPM1, mais une
abscence de récepteur des androgenes. La stratégie privilégiée et réalisée au laboratoire a été de
diminuer le niveau d’accumulation de la protéine NPM1 par la transfection de particules lentivirales

shARN dirigés spécifiguement contre NPM1.
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La nucléophosmine, un acteur protéique qui permet d’accroitre les
capacités migratoires et invasives des cellules cancéreuses de
prostate par I’activation de la voie de signalisation ERK1/2

1) Présentation succinte du contexte de recherche

La phase de progression du cancer de la prostate est majoritairement associée a des altérations
de I'expression génique et de la signalisation cellulaire. Ces altérations font suite a la mise en place
de boucles autocrines de régulation consécutives a la surexpression de facteurs de croissance (EGF,
IGF-I) et de cytokines (IL-6, oncostatine). La chaperonne d’histone NPM1 est une protéine du
remodelage chromatinien qui participe au contréle de I'expression génique dans la prostate et qui
est surexprimée dans les cellules tumorales. Nos travaux ont cherché a déterminer le réle de NPM1
dans la progression tumorale en analysant son impact sur la mise en place d’une boucle autocrine de
régulation dépendante de EGF et sur les capacités invasives des cellules. L'inhibition ciblée de NPM1
entraine une diminution de la réplication des cellules et de la transcription du marqueur de
prolifération PCNA. Ces données in vitro sont en accord avec nos résultats in vivo qui montrent une
incapacité des cellules invalidées pour NPM1 a développer des tumeurs aprés greffe sur souris nude
contrairement aux cellules témoins. Le contréle de la prolifération cellulaire résulte d’'un impact sur
la signalisation EGF puisque la diminution de NPM1 altére a la fois la transcription du gene codant ce
facteur de croissance, l'activité de son promoteur ainsi que la phosphorylation des effecteurs
intracellulaires EGFR et ERK1/2. Cette action n’est néanmoins pas directe sur EGF mais passe par le
controle des effecteurs de la voie EGF/EGFR, en amont de MEK puisque son activation constitutive
restaure la prolifération et 'activité du promoteur.

Lors de la progression tumorale, I'augmentation du taux de prolifération des cellules de prostate
et la mise en place de la boucle autocrine de régulation dépendante de EGF participe a I'acquisition
des capacités migratoires et invasives par les cellules. Ces processus sont indispensables pour
I’établissement de métastases et sont corrélés a une agressivité des cancers (Coman, 1953). Ainsi, la
diminution d’expression de NPM1 dans les cellules LNCaP conduit a une diminution de leurs

capacités migratoires et invasives.

Ces données indiquent que NPM1 pourrait conférer un avantage prolifératif et invasif aux
cellules tumorales de prostate. Il est alors pertinent d’envisager d’inhiber spécifiqguement NPM1 pour

limiter la croissance cellulaire et la migration pendant la phase de progression et/ou d’invasion aprés
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la mise en place de la boucle autocrine de régulation par 'EGF. Cette voie est actuellement ciblée
pour définir de nouveaux traitements chimiothérapeutiques lors des phases d’échappement
hormonal. ’association d’un antagoniste du récepteur de I'EGF (trastuzumab®) a un inhibiteur de
tyrosine kinases (gefitinib®) a donné des résultats encourageants méme si ces traitements restent
encore palliatifs. Dans ce contexte et sur la base de nos travaux, nous proposons comme perspective
que l'inhibition de NPM1, protéine qui active la voie de signalisation ERK1/2 et qui agit parallélement
sur la disponibilité de contrdleurs du cycle cellulaire et de I'apoptose (e.g. p53), puisse potentialiser

I’action de ces agents thérapeutiques.
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Running Title: NPM1 regulates PCa invasion via MAPK pathway

Abstract

Prostate cancer development is associated with alterations in the expression of key genes that
control cellular homeostasis thus leading to abnormal proliferative and/or invasive features of cancer
cells. The chaperone nucleophosmin (NPM1) is over-expressed in the epithelial compartment of
tumoural prostate glands compared to adjacent healthy tissue and may represent one of the key
actors that lead to epithelial dysregulation. Here we show that NPM1 favors cell migration, cell
invasion and colony forming of prostate tumor cells. Furthermore, in vivo knock-down of NPM1 leads
to a decrease in the growth of LNCaP-derived tumors grafted in nude mice. Such oncogenic-like
properties are exerted via a positive regulation of NPM1 on the ERK1/2 kinase phosphorylation in
response to EGF stimuli, stimuli which are emphasized in prostate tumours following the setting of
an autonomous production of the growth factor. NPM1 could be a target to switch off specifically
ERK1/2 pathway activation in order to decrease or inhibit proliferation and to potentiate actual

targeted therapies based on EGFR specific inhibition.
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Introduction

Prostate cancer development is associated with alterations in the expression of key genes that

control cellular homeostasis thus leading to abnormal proliferative and/or invasive features of cancer
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cells. Given its heterogeneity, it is difficult to clearly delineate the genetic defects responsible for the
progression of the disease. In addition to the androgen receptor, which gene is amplified in both
hormone-dependent prostate cancer (HDPC) and in 20 to 30% of cancers hormone refractory
prostate cancers (HRPC), previous work correlated tumour progression to the expression level of the
chaperone Nucleophosmin (NPM1) (1). Our previous studies show that NPM1 is expressed at a high
level in prostate carcinoma compared to normal adjacent tissue (2), suggesting that it could act as a
enhancer of prostate cancer progression. NPM1 is a major multifunctional nucleolar phospho-protein
expressed at high level in the granular region of the nucleolus with capacities of shuttling between
the nucleolus and the cytoplasm (3). Initially identified as a major regulator of the ribosome
biogenesis (4), it was more recently demonstrated to bind to histones, to mediate nucleosome
formation and to relax chromatin (5) thereby controlling gene expression. Furthermore, NPM1 was
shown to interact with and to inhibit the tumour suppressor proteins P53 and Rb (6), and
consequently to potentiate cell growth and proliferation. All these data emphasize a proto-oncogenic
function of NPM1 although some authors described a tumour suppressive function for NPM1 as it
acts as a regulator of centrosome duplication and thus may lead to cell apoptosis (7). All this studies
revealed that NPM1 acts as both tumour suppressor and proto-oncogene during tumourigenesis (8).
Although NPM1 detailed functions are starting to be clarified, the role of NPM1 in solid tumours
remains to be determined.

Here we addressed the question whether NPM1 could potentiate proliferation, migration and
invasion capacities of prostate cancer cells and deciphered the mechanism by which it exerts such a

control on tumour cell behaviour.

Results

NPML1 regulates clonogenic and proliferative capacities of prostate tumour cells

NPM1’s control on cell proliferation was analysed in the human prostate carcinoma cell line LNCaP.
As these metastatic cells have a high proliferation rate and express NPM1 at high level, analyses were
conducted by using LNCaP cells stably expressing control (shScr) or NPM1 specific shRNA (shNPM1)
in order to knock-down NPM1 expression. As shown in figure 1a, shNPM1 cells have more than a
50% decrease of NPM1 mRNA level and a 30% decrease of NPM1 protein expression. Although
knock-down of NPM1 does not affect cells' morphology, it greatly decreases their ability to form
colonies after seeding at low confluence (figure 1b). This decrease of clonogenic capacities is

accompanied by a parallel decrease of proliferative capacities. In fact, we show that down-regulation






of NPM1 resulted in a 30% decrease of BrdU incorporation (figure 1c) associated with a 60%
decrease of PCNA mRNA level, a key marker of cell proliferation (figure 1d). Interestingly, NPM1
blockade with the specific inhibitor NSC348884 does not alter cell survival as evaluated by the
measure of the remaining apoptotic fraction in the cell culture, thus indicating that this decrease of
the proliferation rate is not associated to an increase of apoptosis (supplementary figure 1). These
results suggest that NPML1 is involved in the increase of proliferation and clonogenic capacities of

prostate tumour cells.

NPM1’s impact on proliferation is associated with the control of migration, invasion, three-

dimensional growth capacities of prostate cancer cells and tumour growth

Our finding that NPM1 have an effect on controlling clonogenic capacities of prostate cancer cells,
suggests that, beside the proliferative rate, it could regulate mechanisms supporting cell migration or
invasion. Wound healing assays show that knock-down (figure 2a) or specific inhibition of NPM1
using the NSC348884 compound (supplementary figure 2) lead to a decrease of LNCaP cells migration
to the denuded zone 72 hours after the wound. Similarly, Boyden chamber invasion assay put in
evidence a decrease of cell ability to invade a membrane when NPM1 is at low level (figure 2b).
Interestingly, NPM1's effects on migration and on invasion processes are similar in PC-3 cancer cells
that lack the androgen receptor (supplementary figure 3). The decrease of migration and invasion
capacities is accompanied by a decrease of three-dimensional growth of shNPM1 LNCaP cells in soft
agar (figure 2c). In vivo analyses in nude mice revealed that LNCaP shNPM1-derived tumours were
smaller and have slower rate of formation than LNCaP shScr-derived tumours. Accordingly, this
decrease of tumour size is accompanied with an important decrease of tumour weight (figure 2d, 2e,
2f). Taken together, these data clearly demonstrate that NPM1 is involved in tumour growth by

controlling migration and invasion of prostate cancer cells.
NPML1 is involved in the control of EGF expression and the setting of the EGF self-regulation loop

In order to better understand mechanisms by which NPM1 can regulate these processes, we
performed a qPCR Array analysis (RT? Profiler™, Qiagen) and determined the nature of genes whose
transcription levels are modulated by NPM1 knock-down. The Epidermal Growth Factor (EGF) mRNA
showed the most significant decreased accumulation in the low NPM1 condition (data not shown).
Complementary RT-gPCR assays showed that the knock-down of NPM1 leads to a 40% decrease of
EGF mRNA accumulation (figure 3a). This modulation of EGF expression by NPM1 does not result
from a global effect on genes expression as mRNA levels of housekeeping genes are not affected by
such a NPM1 knock-down. This effect of NPM1 is likely to be exerted at transcription level as the EGF

gene’s promoter activity is concomitantly decreased when NPM1 is down-regulated (figure 3b).






These results thus suggest that NPM1 controls directly or indirectly EGF expression. As the EGF is
known to specifically activate the EGF receptor (EGFR), we investigated whether the activation of the
EGF/EGFR complex as well as of the downstream transduction effectors are modulated according to
NPM1 expression level in LNCaP cells. Analyses of phosphorylation status revealed that activation of
EGF receptor (pEGFR) is altered and that ERK1/2 activation (pERK1/2) is almost abolished in a context
where NPM1 expression is inhibited whereas the PI3K/AKT signalling pathway is not altered (figure
3c). These impacts of NPM1 in EGF expression and ERK1/2 pathway suggest that NPM1 might be

involved in the setting of the EGF self-regulation loop.

NPML1 potentiates ERK1/2 pathway activity for the control of proliferation and migration capacities

of prostate cancer cells

The above data demonstrate that NPM1 is involved in the control of EGF expression at transcription
level. It was therefore interesting to investigate if exogenous intake of EGF could restore the
activation of EGF/EGFR pathway effectors and the cells phenotypes previously observed. Control
(shScr) or NPM1 knock-down (shNPM1) LNCaP cells were then seeded in a 6-well plate in RPMI
10%FBS and incubated for 36 hours. After 12 hours of serum starvation in order to switch off the
signalling pathways, cells were treated with EGF at 100nM in RPMI 2%FBS for 5 minutes. Western
blot analyses show that exogenous EGF supplementation leads to activation of EGF receptor and of
PI3K/AKT signalling pathway in both shScr and ShNPM1 cells, but that down-regulation of NPM1
specifically impedes the activation of ERK1/2 (figure 4a). In agreement with this results, proliferation
and migration assays show that exogenous EGF does not rescue migration nor invasion capacities of
LNCaP cells knocked-down for NPM1 (figure 4b,c). These results clearly demonstrate that NPM1 is
required for activation of the effectors of the ERK1/2 pathway and that potentiation of this
transduction pathway is involved in the control of proliferation and migration capacities of prostate

cancer cells.

NPM1 acts upstream of MEKK1 and downstream of EGFR to activate ERK1/2 pathway, for the

control of EGF self-regulation loop in prostate cancer cells

To identify on which effector(s) of the EGFR-induced signalling pathway NPM1 could act and whether
this action is direct or not on the EGF’s gene promoter, we performed transfection assays with a
constitutively active form of MEKK1 (caMEKK1), which phosphorylates and thereby activates ERK1/2
constitutively. We demonstrated that caMEKK1 induced ERK1/2 phosphorylation in LNCaP cells
knocked-down or not for NPM1, suggesting that this constitutive activation rescues EGFR signalling
pathway and that NPM1 functions downstream of the EGFR but upstream of MEKK1 to regulate

ERK1/2 (figure 5a). Moreover, caMEKK1 construct also rescues EGF promoter activity (figure 5b).






These results demonstrated that NPM1 does not impact directly the EGF promoter activity in

prostate cancer cells but that it stimulates EGF expression by acting via the ERK1/2 pathway.

Discussion

NPM1 is a multifunctional nucleolar phospho-protein that plays an essential role in cell growth and
proliferation by regulating cell cycle progression, ribosome biogenesis and centrosome duplication
(7, 9, 10). Through its multiples functions NPM1 acts as a key regulator for many cellular activities,
mechanisms deregulated in a wide variety of cancer. Therefore, NPM1 is frequently over-expressed
in solid tumour of diverse histological origins, such as gastric cancer (11, 12), colon (12), kidney (13)
or ovaries tumours (14), and correlation between NPM1 expression level and tumour progression
were established. Nevertheless several studies revealed that NPM1 acts as both tumour suppressor
and proto-oncogene during tumourigenesis (8). On the one hand, NPM1 is a potential tumour
suppressor by maintaining chromosome stability and regulating ARF activity (15). On the other hand,
NPM1 functions as a tumour promoter through inhibition of several tumour suppressors including
P53 and Rb or interaction with the proto-oncogene c-Myc to enhance its transforming activity (16).
Our previously finding show that the molecular chaperone NPM1 is over-expressed in prostate
carcinoma tissue, compared to control adjacent tissue (2). To investigate its role in prostate cancer,
we used down-regulation assays in LNCaP prostate cancer cell lines whose tumour characteristics
such as migration, proliferation and invasion capacities are well established. We show that NPM1 is a
positive regulator of clonogenic and proliferation capacities of prostate cancer cells and that this is
associated with the control of migration and invasion. These decreased properties of tumour cells
which are knock-downed or inhibited for NPM1 have to be correlated with the inhibition of tumour
growth in nude mice xenograft assay. Similarly, an over-accumulation of NPM1 in LNCaP cells
increases the number and the size the clones (data not shown). These results demonstrate that
NPM1 expression level is involved in prostate cancer progression characteristics. In accordance with
these findings, a recent study show that the elevated expression of NPM1 correlated with distant
metastasis and poor survival of patients with colon cancer. It also provided evidence that the
expression level of NPM1 correlates with migration and invasiveness of colon cancer cells (17). One
of the mechanisms targeted in prostate cancer treatment, is androgenic signalling by using anti-
androgens. Although, NPM1 enhances the action of AR in prostate cancer cells (2), its effects on
proliferation, migration and invasion capacities seems to be androgen receptor independent. In fact,
phenotypic defects observed in LNCaP cells decreased for NPM1 are similar in PC-3 cells, which are

characteristic of a metastatic state and have the particularity to be null for the androgen receptor.






Beside androgen receptor transactivation, tumour progression is associated to altered gene
expression and activation of signalling pathway consecutive to the setting of growth factors self-
regulation loop. Such a self-regulation loop is a characteristic of advanced localized cancer and of
therapy resistant cancer. The increased sensitivity to EGF and the sustained activation of EGF/EGF
receptor complex and of downstream signalling pathways are clearly associated to prostate tumour
progression. Other evidence that EGF signalling through the EGFR is important in prostate cancer
cells proliferation is that (i) human prostate cell lines produce EGF (18), (ii) express EGFR in vitro (19)
and in vivo (20), and addition of EGF to culture of prostate cancer cells stimulates growth (21). It has
been shown that EGF expression may be higher in prostate cancer than benign prostate (22), and
that the establishment of an EGF-dependent autocrine loop involving the ERK1/2 transducers
contributes to the autonomous growth of human prostate cancer (23). Moreover, in the TRAMP
mouse model, ERK1/2 activation is linked to prostatic epithelial proliferation and initiation of
prostate cancer progression (24). Other important issue of this pathway in tumour development is
that the phosphorylation by ERK1/2 of proteins such as myosin, calpain, focal adhesion kinase and
paxillin promotes cancer cell migration (25). Also, ERK1/2 can promote the degradation of
extracellular matrix proteins and consequent tumour invasion (26). Accordingly, these data led us to
investigate if NPM1 protein could interfere with EGF signalling and our results highlight that it’s
involved in EGF expression and more especially in EGF transcription regulation. Moreover, the more
detailed analysis of promoter activity revealed that NPM1 is a positive regulator of EGF promoter
activity. In fact, in cells down-regulated for NPM1, EGF mRNA level and EGF promoter activity are
decreased. Interestingly, this decrease is associated with an alteration of EGF receptor pathway
activation i.e. an abrogation of ERK1/2 phosphorylation. This data suggested that NPM1 is involved in
the setting of the self-regulation loop EGF dependent. Interestingly, supplementation assay
demonstrated that even if NPM1 partially controls EGF expression, the major impact of NPM1 seems
to occur on ERK1/2 pathway activation downstream of EGFR. This regulation of ERK1/2 activation
could be involved in proliferation, migration and invasion phenotypes observed in prostate cancer
cells. Our results show that exogenous intake of EGF rescues partially EGFR activation but not ERK1/2
phosphorylation. Moreover, despite EGF intake, proliferation and migration capacities of cells
inhibited to NPM1 expression are not restored. In accordance with our data, several studies reported
that EGF acts as an enhancer of cells invasion and migration by activation of signal transduction via
mitogen activated protein kinases (MAPKs), especially ERK1/2 pathways (27-29). We also
demonstrated that NPM1 does not impact directly EGF promoter, as transfection with a constitutive
activated MEKK1 leading to constitutive activation of ERK1/2 pathway rescues ERK1/2
phosphorylation and above all, EGF promoter activity in cells down-regulated for NPM1. Moreover,

EGF can activate ERK1/2 and also PI3K/AKT pathways. The latter is not affected by NPM1 expression






level and is always responsive to EGF stimulation. Altogether, these data suggested that the
involvement of NPM1 in the setting of EGF self-regulation loop, and in the stimulation of EGF
promoter activity, takes place following specific activation of the EGF dependent pathway ERK1/2.
We can suppose that this regulation may be occur through k-RAS specific interaction and its level
stabilization on the plasma membrane leading to the increase of the MAPK pathway and especially to

ERK1/2 activation (30).

Altogether, this data demonstrated that NPM1 is a positive regulator of cell invasion, proliferation
and migration by controlling the EGF-dependent self-regulation loop and that it promotes ERK1/2
activation, involved in proliferation of prostate cancer cells. Some tyrosine kinase inhibitors (e.g.
gefintinib) that target the EGF receptor have already been tested in clinical trials against HRPC, but it
lacks some valuable effects when used in monotherapy (31) consecutively to a therapeutic escape.
EGFR kinase inhibition induces HER kinase receptors to engage in alternative dimerization that can
ultimately influence therapeutic selection and responsiveness (32) by maintaining an active MAPK
signaling. Decreasing NPM1 expression represents a mean to specifically turn off the ERK1/2-
dependent proliferation downstream of EGFR without altering the PI3K/AKT survival pathway. A
combinatorial use of tyrosine kinases and NPM1 inhibitors may then have relevance in the clinical

evolution of PCa.

Materials and methods

Cell culture and stable transfection

LNCaP cells were cultured in phenol red Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium
(Gibco, Saint-Aubin, France) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). For
depletion of NPM1 we performed stable transfection using B23 shRNA lentiviral particles
recommended for the inhibition of B23 expression in human cells. Lentiviral particles are a pool of
concentrated transduction-ready viral particles containing three target-specific constructs that
encode 19-25 nucleotides shRNA (sc-29771-V, Santa Cruz, Heidelberg, Germany). Puromycine at 1ug
ml-1 was added to select stably transduced cells after infection and monoclonal selection was

performed using limited dilution.

Wound healing migration assay
LNCaP cells control (shScr) and inhibited for NPM1 expression (shNPM1) were seeded in a 24-well

plate and grown to confluence for 24 hours. The monolayer culture was then scrape-wounded with a






sterile micropipette tip in order to create a gap of constant width. After removing the cellular debris
with Phosphate Buffered Saline 1X (PBS) (Gibco, Saint-Aubin, France) cells were grown in RPMI 1640
10%FBS and medium was replaced 12hrs after wound and then every 24 hours. LNCaP cells that
migrated to the wounded region were observed by inverted microscopy and photographed at 24, 48
and 72 hours following scraping (100x magnification). Histograms show wound areas following

quantification with Image J software.

Boyden Chamber invasion assay

The polycarbonate filter (8um pore) of insert was pre-coated with matrigel at the bottom of the 12-
well plate. 3x10° LNCaP shScr and shNPM1 cells were seeded in serum free RPMI 1640 in inserts at
confluence. Complete medium (10%FBS) was applied to the lower chamber as chemoattractant. Cells
were incubated for 24 to 48 hours at 37°C. At the end of the incubation, the cells in the upper surface
of the membrane were carefully removed with a cotton swab and the cells that invaded the lower of
the membrane were fixed with methanol and stained with 5% Giemsa solution. The invaded cells

were observed under microscope and photographed (100x or 200x maghnification).

Soft agar colony formation assays

A 2ml of lower layer of 0.6% low melting agarose (agarose Sea plaque FMS product low melting,
50101, LONZA, Ozyme, Montigny-le-bretonneux, France) in RPMI 1640, 10%FBS was placed into each
well of 6-well plate. After agar solidified, 500ul of 0.3% agarose in RPMI1640, 10%FBS containing
5x10° LNCaP shScr or shNPM1 cells was added to each well. The cells were fed in every 3-4 days with
RPMI 1640, 10%FBS. The plates were incubated at 37°C, in 5% CO, incubator for 2 weeks. Colonies

were visualized under inverted microscope and photographed (100x magnification).

Clonogenic assay

1x10* LNCaP shScr and shNPM1 cells were seeded, in a 6-well plate at low confluence in RMPI
10%FBS. The medium was changed in every 3-4 days. After 2 weeks, medium was removed, cells
washed with PBS1X, fixed with methanol and stained with 5% Giemsa solution. The colonies were

visualized and photographed under inverted microscope (100x magnification).

Cell proliferation assay






Cell proliferation was performed with Cell proliferation ELISA BrdU colorimetric kit (Roche, Meylan,
France) according to the manufacturer’s instructions. Briefly 5x10° LNCaP shScr or shNPM1 cells,
treated or not with different concentrations of EGF (E9644, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France),
were seeded in a 96-well plate in a final volume of 200ul per well and incubate 24hrs. Then BrdU
labelling solution was added at final concentration of 10uM during 2.5 hours. After fixation, anti

BrdU-POD solution was added during 1 hour, and DO was measured at 655nm.

Western Blotting

Cells previously seeded were harvested using Buffer C supplemented with Nonidet-40, phosphatase
inhibitors (NaF, Na3;VO,) and the protease inhibitor IP25X (cOmplete Roche, Meylan, France). Total
proteins (40 pg) were boiled in Laemmli sample buffer and subjected to SDS—PAGE. Proteins were
then transferred to nitrocellulose membranes (Hybond ECL, Amersham Biosciences, Life sciences,
Velizy-Villacoublay, France) followed by blocking in Tris-buffered saline 1x, 10% powdered milk, and
incubated with indicated antibodies in the same buffer overnight at 4°C. Membranes were washed 3
times with Tris-buffered saline 1x, 0.05% Tween 20, and then incubated 1 hour with appropriate
secondary antibodies peroxidase-conjugated IgG (P.A.R.L.S, Compiegne, France). Detection was
performed using the ECL system (PerkinElmer Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France). Three
independent experiments were used for analysis with Quantity One (Bio-Rad). The antibodies using
were anti-actin (A2066, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), anti-NPM1 (sc-6013-R, Santa Cruz,
Heidelberg, France), anti-EGFR (NB100596, Novus), anti-phospho-EGFR Tyr 1068 (2236S, Cell
Signaling, Ozyme, Montigny-le-bretonneux, France), anti-ERK1/2 (M5670, Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France), anti-phospho-ERK1/2 p42/44 (9101S, Cell Signaling, Ozyme, Montigny-le-
bretonneux, France), anti-AKT (9272, Cell signaling, Ozyme, Montigny-le-bretonneux, France) and

anti-phospho-AKT Ser 473 (2118-1 Epitomics).

Promoter construct, transfection and luciferase assays

The human EGF promoter fragment (-392/+123) was generated using the following primers: 5'-
GATCAAGCTTGGGCTGAAGGTGAACTATCTTTAC-3’ (Forward) and 5'-
GATCCTCGAGGACAGAGCAAGGCAAAGGCTTAGA-3’ (Reverse) and cloned into the Hindll/Xhol
restriction sites in pGL3-basic vector (Promega, Charbonnieres, France). The constitutively active
MEKK1 (caMEKK1) expression plasmid was a kind gift from Dr. Dirck Bohmann (University of
Rochester Medical Center, Rochester, USA). The pGL3-hEGF and/or caMEKK1 plasmids were

transfected in LNCaP shScr and shNPM1 cells in OPTI-MEM using Metafectene transfectant according






to the manufacturer’s instructions (Biontex, Martinsried-Planegg, Germany). Twenty-four hours after
transfection, cells were lysed into Reporter lysis buffer 1X (Promega, Charbonnieres, France) and the

luciferase activity was measured with the assay system Genofax A (Yelen, Ensue la Redonne, France).

Preparation of RNA and real-time quantitative PCR

Total cellular RNA were extracted using TRIzol reagent and reverse transcribed with Random Primers
(C1181, Promega, Charbonnieres, France). mRNA levels were quantitated using real-time RT-PCR
technology (MasterCycler2, Eppendorf, Le Pecq, France) with Mesagreen QPCR Mastermix plus for
SYBR (Promega, Charbonnieres, France). For human EGF, primers were from Qiagen (Qiagen,
Courtaboeuf, France). For NPM1 the primers were 5'-ATGGAAGATTCGATGGACATGG-3’ (Forward)
and 5’-CGAGAAGAGACTTCCTCCACTGC -3’ (Reverse), PCNA: 5-TGCCTTCTGGTGAATTTGCACGT-3’
(Forward) and 5’- ACCGTTGAAGAGAGTGGAGTGGC-3’ (Reverse), Actin: 5’-
CGCGAGAAGATGACCCAGATC-3’ (Forward) and 5’'TCACCGGAGTCCATCACGA-3’ (Reverse) (Eurogentec,

Angers, France).

In vivo Nude mouse tumour Xenograft model

LNCaP cells shScr and shNPM1 were grown to confluence, and then cells were resuspended in
matrigel (BD matrigel Basement membrane matrix phenol red free, BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) to a concentration of 3x10° cells. Cell suspension (300ul) was injected subcutaneously in 6
weeks old nude mice (Swiss NU/NU, Charles River, L’Arbresle, France). Tumour sizes were measured

for 3 to 4 weeks and when mice were sacrificed, tumours were dissected and weighed.
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Supplementary Materials and methods

Cell culture and transient transfection

PC-3 cells were cultured in phenol red Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco,
Saint-Aubin, France) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and
gentamycin (50ug ml™). For depletion of NPM1, transient transfections were performed using 2
SiRNA duplexes : 5-CCACAGAAAAAAGUAAAACTT-3’ and 5-UGAUGAAAAUGAGCACCAGTT-3’. GFP
siRNA duplex (5’-ACTACCAGCAGAACACCCCTT-3’) was used as a control (MWG, operon). 3.5x10° cells
per well were plated in 6-well plates and transfected at the same time by electroporation

(Nucleofector® Il, Lonza) and maintained for 48hrs to 72hrs in medium.

Wound healing migration assay

PC-3 cells were seeded in a 24-well plate and grew to confluence for 24 hours. The monolayer culture
was then scrape-wounded with a sterile micropipette tip in order to create a gap of constant width.
After removing the cellular debris with Phosphate Buffered Saline 1X (PBS) (Gibco, Saint-Aubin,
France), LNCaP cells were exposed continually to various concentrates of NSC348884, an inhibitor of
NPM1 (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). Cells were then grown in RPMI 1640 10% FBS and
medium was replaced 12hrs after wound and then every 24hrs. Cells migrated to the wounded
region were observed by inverted microscope and photographed at 24hrs, 48hrs and 72hrs (100x

magnification). The wound area was measured by the program Image J.

Boyden Chamber invasion assay

The polycarbonate filter (8pum pores) of insert was pre-coated with matrigel as the bottom of the 12-
well plate. 3x10° PC-3 cells siGFP or siNPM1 were seeded in FBS free RPMI 1640 in insert in order to
be at confluence. RPMI 1640 medium containing 10% FBS was applied to the lower chamber as

chemoattractant. Cells were incubated for 24 to 48hrs at 37°C. At the end of the incubation, the cells






in the upper surface of the membrane were carefully removed with a cotton swab and the cells that
invaded the lower of the membrane were fixed with methanol and stained with 5% Giemsa solution.

The invaded cells were observed under microscope (100 or 200x magnification).

Flow cytometry analysis

LNCaP cells were seeded in RPMI 1640 10%FBS before 24 hours of serum starvation. Twenty four
hours later, cells were treated with NSC348884 at 1uM in RMPI 1640 10%FBS. LNCaP cells were
washed with PBS 1x and pelleted immediately, 12 hours and 24 hours after cell cycle released. For
flow cytometry, pellets were resuspended in an RNase A (500ug/ml) propidium iodide (50ug/ml)
solution. Cells suspensions were analysed using a Backman Coulter fluorescence-activated cell sorter.
The percentage of apoptotic cells was determined by evaluating sub G1 nuclei accumulation. At less

15000 events were measured for each sample.
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Figure 1: Regulation of LNCaP cells clonogenic capacities and proliferation rate by NPM1. (a) NPM1
knock-down does not alter LNCaP cells morphology. LNCaP cells were transfected with control shRNA
(shScr) or specific NPM1 shRNA (shNPM1). NPM1 mRNA and protein levels were analysed by RT-gPCR
and western blotting respectively. Morphology of cells was observed by inverted microscopy and
photographed. (b) NPM1’s knock-down inhibits LNCaP cells clonogenicity. Cells were seeded at low
confluence over one week, then fixed with methanol and stained with 5% Giemsa blue before micros-
copic observation. Pictures are representative of three independent experiments with consistent
results. (c, d) NPM1 control proliferation of prostate cancer cells. Five thousand cells were seeded per
well in a 96-wells plate and cultured for 48hrs. (c) Cells were then incubated with a BrdU labeling
solution for 2.5hrs and and BrdU incorporation was measured by densitometric analysis at 655 nm.
(d) Proliferation was also analysed by RT-gPCR assay by evaluating PCNA relative mRNA levels accu-
mulation normalized using B-actin mRNA level. All data are representative of at least three indepen-
dent triplicate experiments and BrdU incorporation as mean of triplicate experiments of 96 points
each.
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Figure 2: NPM1 knock-down impacts migration, invasion and growth of prostate cancer cells. (a)
NPM1 controls migration capacities of LNCaP cells. Cells were seeded at confluence in order to create
a wound 24hrs later. Wound recolonization was observed after 72h of culture by inverted microscopy
and photographed. Histograms show wound area quantification using Image J and pictures are repre-
sentative of three independent experiments with consistent results. (b) NPM1 knock-down inhibits
the invasive potential of prostate cancer cells. shScr and shNPM1 LNCaP cells were seeded at
confluence in RPMI 1640 without FBS on matrigel coated microporous membrane. 48hrs later, migra-
ted cells present on the opposite side of the membrane were fixed and stained with 5% Giemsa blue
and observed at microscope (200 x magnification). (c) NPM1 impacts three-dimensional growth of
prostate cancer cells. Control or NPM1 knock-downed cells were seeded at low confluence on
agarose/RPMI 1640 10% FBS for 2 weeks. Number and size of the emerging clones were then obser-
ved under inverted microscope and photographed. (d, e, f) NPM1 knock-down abrogates tumorigeni-
city of LNCaP cells when injected in nude mice. shScr (n=14) and shNPM1 (n=14) LNCaP cells were
subcutaneously grafted on nude mice and tumour size was measured for 5 weeks following engraft-
ment. Tumour weight was measured when mice were sacrified. The data shown in (a), (b) and (c) are
representative of at least three independent experiments.
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Figure 3: NPM1 knock-down decreases EGF expression. (a) NPM1 controls EGF expression. Relative
EGF mRNA levels were analyzed by RT-gPCR in LNCaP cells expressing control (shScr) or NPM1 specific
ShRNA (shNPM1). (b) NPM1 control EGF promoter activity. LNCaP shScr and shNPM1 cells were trans-
fected with the phEGF-luciferase reporter plasmid. EGF promoter activity was evaluated by measuring
the luciferase activity 24hrs later. Results of the assay were standardized using the CMV promoter as
control and expressed as fold-induction over control cells (shScr). (c) NPM1 controls activation of the
EGF/EGFR pathway downstream effectors. Proteins, extracted from LNCaP cells shScr and shNPM1
cultured in RPMI 1640 10%FBS, were electrophoresed by SDS-PAGE. Transfer membranes were immu-
noblotted with indicated antibodies. Histograms show the band quantification reported to the actin
level. The blot is representative of three independent experiments with consistent results. The data
shown in (a) and (b) are representative of at least three independent experiments.
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Figure 4: NPM1 knock-down in prostate cancer cells reduces proliferation and migration capacities
by inhibiting the EGF/EGFR pathway activity. (a) NPM1 downregulation inhibits EGF induced ERK1/2
pathway activity. LNCaP shScr and shNPM1 cells were treated with 100nM EGF and EGF/EGFR
pathway effectors phosphorylation was analysed using Western Blotting. Histograms show the band
quantification reported to the actin level. The blot is representative of three independent experi-
ments with consistent results. (b) Despite EGF treatment, migration capacities of LNCaP downregula-
ted for NPM1 were not restore. Wound closure, in LNCaP shScr and shNPM1, was analysed 72hrs after
continuous treatment with 100nM EGF. Cells were observed under inverted microscope and photo-
graphed. Histograms show wound area quantification using Image J. (c¢) EGF treatment does not
rescue proliferation of NPM1 knock-down LNCaP cells. BrdU incorporation assay was performed in
LNCaP shScr and shNPM1 24hrs after 100nM EGF treatment. Densitometry was measured at 655nm.
Data (b) and (c) are shown as mean of triplicate experiments.
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Figure 5: NPM1 does not act directly on EGF expression but upstream of the MEKK effector to
activate the MAPK pathway in prostate cancer cells. (a) ERK1/2 activation is rescued by caMEKK1.
LNCaP shScr and shNPM1 cells are transfected with a constitutively activated construct of MEKK1
(caMEKK1) and ERK1/2 phosphorylation level was analysed using western blotting. (b) ERK1/2
pathway activation restore EGF promoter activity in LNCaP cells downregulated for NPM1. LNCaP
shSCR and shNPM1 cells were transiently co-transfected with phEGF and caMEKK1. EGF promoter
activity was evaluated by measuring the luciferase activity 24hrs after. Results of the assay were
standardized against control reporter activity CMV-Luc and expressed as fold-induction over control
cells (shScr).
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Supplementary figure 1: NPM1 knock-down does not induce LNCaP cells apoptosis. LNCaP cells
were seeded and serum starved for 24 hours in order to block their cycle in the GO/G1 phase. Once
synchronized, cells were released by addition of serum then treated with NSC348884 1uM and collec-
ted immediately, 12 hours or 24 hours later for flow cytometry analysis and apoptose measurement.
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Supplementary figure 2: NPM1 inhibition by a specific inhibitor leads to a decrease of prostate
cancer cells migration capacities. LNCaP cells were seeded at confluence in order to create a wound
24hrs later and exposed continually to 1uM NSC348884. Migration capacities of cells were photo-
graphed after 72hrs of culture by inverted microscopy (100x magnification). Histograms show wound

areas following quantification with Image J software. Pictures are representative of three indepen-
dent experiments with consistent results.
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Supplementary figure 3: NPM1 knock-down impacts migration and invasion capacities of androgen
receptor null prostate cancer cells. (a) PC-3 cells were transiently transfected using control siRNA
(siGFP) or specific NPM1 siRNA (siNPM1). mRNA and protein levels of NPM1 were analysed respecti-
vely by RT-gPCR and Western Blotting. (b) NPM1 controls migration capacities of PC-3 cells. PC-3 siGFP
and siNPM1 cells were plated at confluence in order to create a wound 24hrs following seeding. Cells
were photographed 72hrs later by inverted microscopy (100x magnification). Histograms show
wound areas following quantification with Image J software. (c) NPM1 downregulation has an impact
on the invasive potential of PC-3 cells. siGFP and siNPM1 transfected PC-3 cells were seeded at
confluence in RPMI 1640, 0%FBS on matrigel in inserts. 48hrs later, cells that invaded the lower of the
membrane were fixed and stained with 5%Giemsa and observed at microscope (200 x magnification).
The data shown are representative of at least three independent triplicate experiments.
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Figure 40 : Analyse de la clonogénicité des cellules tumorales de prostate suite a la surexpression
de NPM1

Les cellules stablement transfectées ou non avec la construction Flag-NPM1 sont ensemencées a
faible confluence dans un milieu agarose/RPMI1640 10% SVF pendant 2 semaines. Le nombre et la
taille des colonies sont ensuite déterminés par une observation microscopique.
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3) Résultat complémentaire a l'article en cours de

soumission

Quel est 'impact d’une surexpression de NPM1 sur la clonogénicité des cellules tumorales de

prostate ?

Les données sur la clonogénicité des cellules LNCaP montrent que la diminution de
I"accumulation de la protéine entraine une diminution de la capacité des cellules a former des clones
en absence d’ancrage. Nous avons choisi de conduire le méme type d’analyse suite a la surexpression
de NPM1 dans ces mémes cellules. Pour cela nous avons transfecté les cellules avec une construction
Flag-NPM1, inductible par la doxycycline, permettant la surexpression de la protéine. Nos résultats
mettent en évidence que la surexpression de NPM1 entraine une augmentation du nombre et de la
taille des colonies formées en agar mou par rapport aux cellules contrdles qui n’expriment pas la
construction. NPM1 est donc impliquée dans I'acquisition des capacités de croissance des cellules

tumorales de prostate en absence d’ancrage (figure 40).
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Figure 41: Analyse des marqueurs de réparation dans les cellules LNCaP controles et inhibées pour
NPM1

Les cellules LNCaP shScr et shNPM1 ont été soumies ou non a une irradiation de 2 Gray, 24 heures
aprés ensemencement. Les protéines extraites 15 ou 30 minutes aprés irradiation ont été séparées
par électrophorese avant immunodétection des protéines de réparations pH2AX, pATM, Chk2 et
pChk2. L’actine est un témoin de charge.
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4) Résultats complémentaires

Le niveau d’accumulation de NPM1 a-t-il un impact sur le processus de réparation mis en place

suite a I'exposition des cellules aux radiations ionisantes ?

Comme il sera plus amplement développé dans le deuxieme paragraphe de la partie Discussion
et Perpectives, des données bibliographiques mettent en évidence que NPM1 a un réle dans la
reconnaisance des cassures doubles brins provoquées par les rayons et la mise en place du processus
de réparation. Afin de savoir si NPM1 exerce un role similaire dans les cas de cancers de la prostate,
nous avons analysé par Western Blot I'état d’activation des acteurs de la cascade de réparation. Nous
avons pour cela utilisé les cellules de la lignée LNCaP diminuées ou non pour I'expression de NPM1 et
irradiées a une dose de 0 ou 2 Gray. Les résultats obtenus montrent que la combinaison de
I'inhibition de NPM1 avec des irradiations de 2 Gray, entraine une diminution d’expression des
marqueurs de réparation ATM et Chk2 de maniére cinétique. En effet 15 minutes apres irradiation,
nous constatons une diminution de l'activation par phosphorylation de la kinase ATM suivie, 30
minutes apres irradiation, d’'une diminution de I'activation de ChK2 (figure 41). L’accumulation de
NPM1 dans les cellules cancéreuses de prostate semble donc donc avoir un effet bénéfique sur

I'activation des protéines de réparations.
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1) Role de la Nucléophosmine dans les processus

invasifs des cellules tumorales de prostate

La prolifération, la migration et linvasion sont des processus cellulaires biologiques
fondamentaux qui sont régulés par une multitude de signaux extracellulaires de nature chimique ou
mécanique. L’intégration de ces stimuli au niveau de différentes voies de signalisation
intracellulaires, permet d’adapter les capacités des cellules a exercer ces fonctions aux conditions du
milieu extérieur. Une régulation étroite de ces mécanismes est donc cruciale pour maintenir
I’'homéostasie cellulaire mais également la taille et la fonction spécifique de chaque organe ainsi que
le renouvellement cellulaire nécessaire aux cellules au cours du temps. Outre des événements
génétiques tels que les mutations ou les translocations chromosomiques, initiateurs de la
tumorigenese prostatique, des dérégulations des capacités de prolifération, de migration et

d’invasion des cellules sont retrouvées lors de la mise en place d’un processus tumoral.

La protéine nucléophosmine (NPM1) membre de Ila famille de protéines
nucléophosmine/nucléoplasmine, est un acteur important dans le contréle de I'équilibre
prolifération/apoptose (Grisendi et al., 2005; Korgaonkar et al., 2005). Initialement décrite pour son
role dans la biogenése des ribosomes et pour sa capacité a faire la navette entre le nucléole et le
cytoplasme (Savkur & Olson, 1998; Szebeni et al., 1995) NPM1 participe a de multiples processus
cellulaires comme la duplication des centrosomes, la progression du cycle cellulaire ou encore
I’organisation de la chromatine et la transcription génique. Par ses multiples fonctions, la protéine
NPM1 est donc un régulateur de nombreuses activités cellulaires qui sont souvent dérégulées dans
une grande variété de cancers. NPM1 est ainsi fréquemment surexprimée dans les tumeurs solides
d’origines histologiques variées, parmi lesquelles les cancers gastriques (Tanaka et al., 1992), du
colon (Nozawa et al., 1996), du poumon (Sari et al., 2011), de la thyroide (Pianta et al., 2011) ou
encore les tumeurs ovariennes (Brady et al., 2004). Les travaux antérieurs du laboratoire ont
également mis en évidence que la protéine NPM1 est surexprimée dans les tissus de carcinomes

prostatiques en comparaison avec le tissu adjacent sain (Leotoing et al., 2008).

Dans ce cadre de recherche, la question était de savoir si NPM1 était un acteur de la progression
tumorale ou si son accumulation d’expression était la conséquence du développement tumoral
prostatique. Ainsi, I'objectif de ces travaux de thése était: 1) de déterminer si le niveau

d’accumulation de NPM1 a un impact sur le comportement des cellules cancéreuses de prostate, 2)
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en ce cas, d’identifier les mécanismes par lesquels elle exerce ces effets dans les cellules tumorales

de prostate.

1°) Le niveau d’accumulation de NPM1 a-t-il un impact sur le comportement des cellules
cancéreuses de prostate ?

Dans un premier temps et afin de déterminer si I'accumulation d’expression de NPM1 a un
impact sur les capacités prolifératives des cellules tumorales de prostate, nous avons conduit des
analyses d’incorporation de BrdU et d’expression du marqueur de prolifération PCNA. Cette étude a
mis en évidence que l'inhibition d’expression de NPM1 entraine une diminution de la réplication et
de la prolifération des cellules tumorales de prostate. Cet effet pourrait, en partie, s’expliquer par un
ralentissement global du métabolisme suite a la diminution de la biosynthése des protéines dans les
cellules inhibées pour I'expression de NPM1. En effet, par son role de régulateur positif de la
biogenése des ribosomes, NPM1 régule indirectement la traduction de transcrits de genes impliqués
dans la prolifération des cellules tumorales de prostate. L'inhibition de I'accumulation de NPM1
s’accompagne également d’une diminution de la capacité des cellules a croitre en absence d’ancrage
comme le souligne nos résultats de clonogénicité in vitro et d’une trés faible prise de greffes associée
a une tres faible croissance tumorale in vivo. Inversement, la surexpression de NPM1 permet de
réverser ce phénotype et conduit a une augmentation du nombre et de la taille des colonies qui
croissent en trois dimensions. De maniéere intéressante, NPM1 influence également positivement les
capacités invasives et migratoires des cellules tumorales de prostate. Comme le montre nos études
en chambre de Boyden, I'inhibition de I'accumulation de NPM1 diminue les capacités des cellules a

dégrader une matrice et a migrer.

Notre équipe a préalablement mis en evidence que les niveaux d’expression de la protéine
NPM1 contrélent positivement les capacités de liaison de AR sur les éléments de réponse AREs et
I'activation de la transcription des genes cibles des androgénes (Leotoing et al., 2008). Le récepteur
des androgenes a un réle important dans la progression des cancers de la prostate. Il agit comme un
facteur de transcription pour permettre I'expression de genes favorisant la prolifération et la survie
tels que EGFR ou c-Myc (Bernard et al., 2003a; Torring et al., 2003). Cependant I'implication de NPM1
dans les processus prolifératifs, migratoires et invasifs semble étre indépendante de I'activité de AR.
En effet, les conséquences d’une inhibition de I'expression de NPM1 sont similaires dans la lignée
cellulaire androgéno-sensible LNCaP et dans la lignée PC-3 qui a la particularité de ne plus exprimer
le récepteur des androgenes. De plus, et en accord avec nos résultats, plusieurs autres auteurs
mettent en évidence que la forte accumulation de NPM1 dans des lignées cellulaires n’exprimant pas

AR, comme les cellules de cancers du colon (HTC116 et HT29), est corrélée a une augmentation des
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Figure 42 : Modele d’action de NPM1 dans les cellules tumorales prostatiques

(A) Suite a la fixation de EGF sur son récepteur, "activation spécifique de la voie ERK1/2 est contrélée
par NPM1. Ce dernier s’effectue en aval de EGFR et en amont de la kinase MEK. Par cette fonction,
NPM1 contréle I'activité transcriptionnelle de génes cibles impliqués dans les processus de
migration, d’invasion, et de prolifération permettant la croissance tumorale. (B) NPM1 semble
également réguler |'activité transcriptionnelle du géne EGF via son contréle de I'activation de la voie
ERK1/2. Ainsi, NPM1 aurait un éventuel réle dans la mise en place de la boucle autocrine de
régulation (C).
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capacités migratoires et invasives de ces cellules (Liu et al, 2012). L'ensemble de ces données
indiqguent que NPM1 est un des acteurs de la régulation positive des processus prolifératifs et invasifs

dans les cancers de la prostate.
2°) Par quel(s) mécanisme(s) NPM1 exerce t-elle cet effet ?

En plus du réle important joué par les stéroides, la progression tumorale de la prostate est
associée a des altérations dans la transduction des signaux mitogenes. Ces modifications conduisent
d’une part a la synthése et a la sécrétion des facteurs de croissance tel que EGF par les cellules
tumorales elles-mémes, et d’autre part, a I'augmentation de I'expression des récepteurs de ces
facteurs de croissance et/ou a I'augmentation des effecteurs primaires des voies de signalisation
gu’ils contrélent. Au final, cela aboutit a la mise en place de boucles autocrines de régulation qui
soutiennent la prolifération et la survie des cellules tumorales de prostate. Nos analyses en qPCR
montrent que la diminution du niveau de NPM1 entraine une diminution de I'accumulation des
messagers codant EGF. Cet effet est au moins en partie transcriptionnel comme en témoigne la
diminution de l'activité du promoteur du gene EGF dans les tests d’activité luciférase. NPM1 n’est
pas un facteur de transcription mais plusieurs données soulignent cependant son role dans les
processus transcriptionnels en tant que partenaire du remodelage chromatinien: (i) elle forme un
complexe avec p300 pour stimuler la transcription du gene TNFa (Shandilya et al., 2009), (ii) elle lie la
déméthylase d’histones LSD1 et le récepteur des androgenes et (iii) elle stimule la transcription
dépendante de AR comme le fait LSD1 sur les genes androgéno-régulés (Léotoing et al., données de
I’équipe non publiées). De plus, une diminution de son accumulation, entraine des modifications
globales des marques d’acétylations et de méthylations des lysines de I’histone H3 ce qui entraine
des modifications de la structure de la chromatine et diminue I'accessibilité des promoteurs. Nous
proposons donc que NPM1 stimule I'expression du géne EGF par un mécanisme similaire a celui
décrit pour le TNFa. Des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps
NPM1 nous permettraient de déterminer si le controle de I'activation transcriptionnelle du géne
codant EGF fait intervenir la fixation de NPM1 sur le promoteur EGF.

Il est bien établi que les niveaux d’expression élevés d’EGF sont corrélés avec les stades avancés
de la tumorigenése prostatique (Davies & Eaton, 1989; Scher et al., 1995). Ainsi, en stimulant
I’'expression d’EGF, NPM1 pourrait participer a |'amplification de la boucle d’autorégulation
dépendante de I'EGF caractéristique d’une progression tumorale vers des stades avancés et/ou
d’échappement. Outre la production autocrine d’EGF, le maintien de la prolifération des cellules
cancéreuses est soutenu par un niveau d’expression plus élevé du récepteur de EGF (EGFR) et

I’hyperactivation consécutive des voies de signalisation effectrices situées en aval. La voie MAPKs
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Transcription de génes de survie et de
prolifération

Figure 43 : Modéle de régulation des fonctions de K-Ras par NPM1

La fraction de NPM1 localisée dans le feuillet interne de la membrane plasmique se lie
spécifiguement a K-Ras permettant ainsi son recrutement a la membrane. K-Ras est alors stabilisé ce
qui entraine son accumulation sous sa forme active. Cette accumulation protéique permet
I’activation de la voie MAPK entrainant la transcription des genes cibles impliqués dans la survie et la
prolifération. L'activation du récepteur EGFR par fixation de son ligand permet d’augmenter I'état
d’activation initial de la voie MAPK.

(D’apres (Inder et al., 2010; Weber & Gioeli, 2004)
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(ERK1/2) est la voie majeure activée en réponse a I'EGF. A I'image de ce qui est observé en présence
de concentrations élevées du facteur de croissance, I'augmentation d’activité de la voie ERK1/2 est
corrélée a la prolifération de I'épithélium prostatique, a I'initiation et a la progression des cancers de
la prostate (Junttila et al., 2008). Notre étude des voies de signalisation met en évidence que la
diminution de I'accumulation de NPM1 entraine une diminution de I'activation de la voie de
signalisation ERK1/2. Cela pourrait bien sir refléter une moindre disponibilité du facteur de
croissance, mais un apport exogene d’EGF ne permet pas de restaurer I'activation de la voie ERK1/2
et les capacités prolifératives et migratoires des cellules lorsque NPM1 est inhibée. En revanche,
I'activation de la voie par une forme constitutivement active de MEKK1 restaure les capacités
proliférative de ces cellules. Nos résultats suggérent donc que I'effet de la surexpression de NPM1
sur la prolifération, la migration et I'invasion des cellules tumorales de prostate fait suite a une
activation intracellulaire de la voie ERK1/2, en aval du récepteur a 'EGF et en amont de la kinase
MEKK1. L'impact prolifératif et invasif de cette voie n’est pas spécifique a la prostate puisqu’il a
clairement été démontré dans d’autres types cellulaires tumoraux comme les glioblastomes, les
carcinomes de la téte et du cou et les adénocarcinomes du sein (Anand et al., 2011; Maheshwari et

al., 2001; Zuo et al., 2011) (figure 42).

Des acteurs importants de la voie MAPK sont les protéines Ras activées de maniére paracrine et
autocrine par les facteurs de croissance dans les cancers de la prostate (Weber & Gioeli, 2004). Leur
organisation spatiale au sein de clusters au niveau de la membrane plasmique permet une activation
de la signalisation MAPK et notamment I'activation des kinases ERK1/2. La nucléophosmine et la
nucléoline, autre phosphoprotéine nucléolaire impliquée dans la biogenése des ribosomes, ont été
montrées comme étant des régulateurs spécifiques de la protéine k-Ras. Par sa capacité a faire la
navette entre le noyau et le cytoplasme, NPM1 peut étre délocalisée du compartimemnt nucléaire et
exercer des fonctions dans le cytoplasme ou dans dans la région sous-membranaire. Ainsi, la fraction
de NPM1 localisée dans le feuillet interne de la membrane plasmique interagit spécifiquement avec
la protéine k-Ras active et induit une activation de la voie MAPK. Cette intéraction entre les deux
protéines est renforcée par I'activation de EGFR suite a la fixation de EGF. Ainsi, on peut supposer
que la régulation positive des processus migratoires et invasifs secondaire a |’activation de ERK1/2,
passe par le recrutement a la membrane de k-Ras par NPM1 dans un contexte tumoral ol NPM1 est
surexprimée et les niveaux de EGF augmentés (figure 43) (Inder et al., 2010; Inder et al., 2009;

Weber & Gioeli, 2004).

La voie ERK1/2 est également impliquée dans la dégradation des protéines constituant la

matrice extracellulaire des cellules afin de promouvoir I'invasion tumorale (Chakraborti et al., 2003).
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En effet, I'invasion et la migration des cellules lors des processus tumoraux impliquent une
interaction avec et une dégradation des protéines de la matrice des cellules grace a I'activation de
métalloprotéinases de matrices (MMPs) tels que MMP1, MMP2 ou MMP9. Il s’agit d’enzymes
protéolytiques impliquées dans I'invasion du milieu par les cellules tumorales dans un grande variété
de cancers (Egeblad & Werb, 2002). L’expression des MMPs est régulée par une balance d’expression
entre des activateurs et des inhibiteurs spécifiques comme les TIMPs (Tissue Inhibitor of Matrix
MetalloProteinase). Nos premieres données en gPCR array montrent une augmentation du taux
d’ARNm de TIMP-1 (x2) lorsque le niveau d’accumulation de NPM1 est diminué. Ces résultats
suggereraient une régulation positive de I'activation des MMPs par NPM1 pour assurer son réle dans
la migration et I'invasion des cellules tumorales de prostate. Dans les glioblastomes et les carcinomes
de la téte et du cou, I'activation de la voie ERK1/2 par EGF entraine une augmentation d’expression
des métalloprotéinases, en particulier de MMP1 et MMP9 (Anand et al., 2011; Zuo et al., 2011). Nous
proposons que l'activation de la voie ERK1/2 suite a la surexpression de NPM1, entraine une
activation des MMPs qui vont contribuer a la migration et I'invasion des cellules tumorales de
prostate. Il serait donc intéressant d’analyser le niveau d’activation de ces enzymes dans nos lignées
LNCaP en fonction des niveaux d’accumulation de NPM1 par des tests de zymographie. Ces données
pourraient étre complétées par I'étude de I'état de phosphorylation d’autres protéines cibles de
ERK1/2 telles que la myosine, la calpaine ou la paxilline, toutes connues pour favoriser la migration

des cellules cancéreuses de prostate (Huang et al., 2004).

Lors de la phase d’échappement hormonal et compte tenu que EGF et EGFR sont souvent
surexprimés dans les tumeurs prostatiques, cette voie de signalisation est actuellement ciblée pour
définir de nouveaux traitements. L'association d’un antagoniste de EGFR (trastuzumab®) a un
inhibiteur de tyrosine kinases (gefitinib®), déja montré pour inhiber la croissance tumorale
prostatique (Vicentini et al., 2003), a donné des résultats encourageants. Méme si ces traitements
restent encore palliatifs, ils permettent a court terme de ralentir la progression des cancers de la
prostate. Comme nous avons démontré que la surexpression de NPM1 conduit a une augmentation
de I'activité de la voie ERK1/2 par une régulation en aval de EGFR, nous pouvons suggérer que ce
type de traitement ne soit pas le plus approprié chez des patients ayant des forts taux
d’accumulation de NPM1. Dans ce contexte, 'utilisation de la protéine NPM1 comme biomarqueur
prédictif est interessante. La recherche de son niveau d’expression, en plus des autres marqueurs de
routine, permettrait d’adapter au mieux le traitement des patients. || semble également pertinent
dans ce cas d’associer l'inhibition spécifique de NPM1, pour limiter la croissance cellulaire et la
migration, a d’autres thérapeutiques ciblées, tels que déja décrits, afin de potentialiser leurs effets et

ainsi mieux controler la croissance de la maladie.
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Figure 44 : Analyse histologique de la prostate des souris Wild Type ou surexprimant NPM1

A : Modeéle de surexpression de la forme sauvage de la nucléophosmine humaine au niveau de la
prostate. Le géne est étiquetté par un épitope flag pour le repérage de son expresson et sous le
contrdle du promoteur probasine contenant les régions ARR2 qui permet une expression spécifique
dans I'épithélium prostatique.

B : Validation de I'expresion du transgéne codant pour la forme humaine de NPM1 dans le lobe
prostatique ventral par analyse de I'accumulation de la protéine par western blot avec un anticorps
anti-flag.

C : Coloration HE (hématoxyline/éosine) de coupes de prostate ventrale de souris surexprimant ou
non NPM1. Vérification de I'expression de la protéine NPM1 en immunohistologie a I'aide d’un
anticorps anti-Flag.

(Résultats du laboratoire, Rafik Boudra)
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Figure 45 : Caractérisation des souris transgéniques qui surexpriment NPM1

A : Analyse de I'expression du marqueur de prolifération ki67 en immunohistologie dans le lobe

ventral de la prostate des souris qui surexpriment NPM1.

B: Analyse des taux relatifs d’ARNm d’EGF murin par RT-gPCR dans les souris sauvages et
surexprimant NPM1.

(Résultats du laboratoire, Rafik Boudra)
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3°) NPM1 est-elle un initiateur ou un acteur de la tumorigenése prostatique ?

Les résultats obtenus in vitro mettent en évidence une régulation positive des capacités
prolifératives et invasives des cellules tumorales de prostate via une activation de la voie de
signalisation ERK1/2 par la protéine NPM1. Il semblerait également que NPM1 puisse participer a la
régulation de la boucle autocrine dépendante de EGF. Cependant NPM1 est-elle un initiateur de la
tumorigenese prostatique ou un acteur dans les phases de promotion et de progression ? Afin
d’analyser le role de la surexpression de NPM1 sur la physiologie prostatique, avant mon arrivée au
laboratoire, il a été développé un modele de souris par transgenese additive. Les souris expriment la
forme humaine de NPM1 sous contréle du promoteur probasine, contenant les séquenses de fixation
de AR, ARR2, afin d’assurer une expression spécifique au sein de la prostate (figure 44A). Les
analyses en histologie montrent un épaississement de I'épithélium prostatique et des cellules non
associées a la lame basale. Cependant celles-ci ne présentent pas de noyaux atypiques
caractéristiques de néoplasies intraépithéliales (figure 44B et C). La surexpression de NPM1
s’accompagne tout de fois d’une hausse du nombre de cellules positives pour le marqueur de
prolifération Ki67 chez ces animaux agés de 4 mois par rapport aux animaux contréles (figure 45A).
Cette augmentation de Ki67 s"accompagne également d’'une augmentation de PCNA démontrant un
role de NPM1 dans la prolifération des cellules tumorales de prostate. Concernant les données in
vitro, sur la diminution d’expression d’EGF suite a une inhibition de NPM1, le méme type d’analyse
chez les souris transgéniques qui surexpriment NPM1 montre une augmentation du taux de
transcription de I'EGF (figure 45B). Néanmoins, cette surexpression de NPM1 n’est pas suffisante
pour initier le développement tumoral de la prostate et NPM1, bien qu’elle soit associée a des

phénoménes prolifératifs et invasifs, ne se comporte pas comme un oncogéne.

Pour autant, la surexpression de NPM1 conduit a une diminution de I'accumulation de Nkx3.1,
marqueur d’'une différenciation terminale des cellules épithéliales et absent dans les premiéres
étapes du processus de différenciation (figure 46). Lors du développement tumoral de la prostate,
malgré des controverses, deux hypothéses sont envisagées: (i) une transformation directe des
cellules luminales normales suite a la perte de contréle de la croissance et des interactions
cellulaires, (ii) une dédifférenciation des cellules épithéliales luminales en cellules progénitrices suivie
d’une augmentation de la prolifération de ces dernieres (Maitland et al., 2011). NPM1 pourrait donc
participer au maintien des cellules dans un état progéniteur et prolifératif suite a une dé-
différenciation. Dans les cellules de canal déférent de souris (VDEC), notre équipe a mis en évidence
une forte accumulation de NPM1 dans les cellules en prolifération alors que son niveau d’expression

diminue fortement apreés leur différenciation. De plus, nos données en qPCR array sur les cellules
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Figure 46 : Analyse de I’état d’accumulation du marqueur de différenciation Nkx3.1 dans les souris
transgéniques

Analyse du taux transcriptionnel de la forme murine de NKX3.1 dans les souris controles en
comparaison avec les souris qui surexpriment NPM1.

(Résultats du laboratoire, Rafik Boudra)
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Figure 47 : Niveaux d’expression de marqueurs de différenciation suite a I'inhibition de NPM1

Analyse en gPCR array de I'expression des genes IL-6, intégrine a2 et EGF, impliqués dans le
processus de différenciation en fonction des niveaux d’accumulation de NPM1. Le seuil de
significativité d’expression entre les cellules controles et les cellules inhibées pour NPM1 est de 2.

(Résultats du laboratoire, Rafik Boudra)
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LNCaP mettent en évidence que la diminution d’accumulation de NPM1 entraine une augmentation
d’IL-6, impliquée dans la neurodifférenciation, et une diminution de I'INa2, marqueurs des cellules
progénitrices (figure 47). Ces modifications d’expression sont en faveur d’une différenciation des
cellules tumorales de prostate caractéristiques d’'un état moins agressif. Inversement, la
surexpression de NPM1 dans les souris transgéniques entraine une diminution d’expression de la
chromogranine A, spécifique des cellules neuroendocrines et de la probasine, caractéristique des
cellules épithéliales luminales. Ces modifications d’expression sont favorables pour la perte de I'état
différencié des cellules et I'acquisition des caractéristiques prolifératives de cellules progénitrices.
Afin de compléter cette analyse, il serait interessant d’étudier les niveaux d’expression de l'intégrine
a2 et de I'lL-6 dans les souris transgéniques. NPM1 pourrait étre un acteur de la différenciation des
cellules de prostate. Elle agirait comme un «reprogrammateur » de cette différenciation en
favorisant I’expression de marqueurs permettant le maintien des cellules tumorales de prostate dans
un état caractéristique de cellules progénitrices. De maniere interessante et en accord avec cette
hypotheése, une recherche de facteurs de pluripotence réalisée a partir de cellules cancéreuses
embryonnaires P19 a mené a I'isolement de la protéine NPM1. Elle ser ait un régulateur potentiel de
la capacité de prolifération des cellules souches embryonnaires et permettrait le maintien de
I’expression de facteurs de pluripotence comme Nanog, Oct4 et Sox2 (Abujarour et al., 2010). La
surexpression de ces facteurs, retrouvée dans plus de 10% des lésions prostatiques de types
néoplasies intraépithéliales de haut grade (HGPINs), chez I'homme (Ugolkov et al., 2011), pourrait
contribuer a la dédifférenciation des cellules néoplasiques positives pour NPM1 et ainsi promouvoir
le développement de tumeurs prostatiques plus agressives. Cette hypothése est renforcée par une
étude qui montre que l'inhibition d’expression de NPM1 dans des cellules ES de souris CGR8 entraine
une diminution du taux de prolifération de ces cellules et une réduction de 60% de leur capacité de

croissance (Wang et al., 2006a).
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Radiations ionisantes
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Figure 48 : Mécanisme d’arrét du cycle cellulaire suite a la présence de dommages a I’ADN apreés
irradiation.

Suite a I'exposition des cellules aux radiations ionisantes, la reconnaissance des cassures double brin
générées va permettre la mise en place du processus de réparation. L’activation par phosphorylation
des kinases Chk1 et Chk2, par ATM et ATR, entraine l'inactivation et la dégradation des protéines du
cycle Cdc25A et Cdc25C, activateurs des complexes cyclines/Cdk. Ces complexes inactivés, la
progression du cycle cellulaire est stoppée avec un arrét des cellules aux phases G1/S ou G2/M. Le
processus de réparation terminé, il y aura la reprise du cycle cellulaire.

(D’apres (Lan et al., 2004; Lukas et al., 2004)
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2) Role de la Nucléophosmine dans les mécanismes de
réparation des dommages a [I'ADN et cible
thérapeutique potentielle.

Le cancer de la prostate est un cancer de I'homme agé, le choix du traitement doit étre fait non
seulement en fonction de I'état de santé du patient mais également du stade auquel le cancer se
trouve. La radiothérapie externe est le traitement de référence des cancers de la prostate localisés a
risques faible et intermédiaire. Malheureusement, aprés un an en moyenne de rémission, une
récidive du cancer est souvent constatée par une augmentation du taux sanguin de PSA. Cette
récidive, a lI'intérieur méme du volume irradié, est principalement la conséquence d’une reprise de la
prolifération des cellules cancéreuses ayant résisté aux traitements grace a I'expression de protéines
impliquées dans la prolifération et la survie. Du fait de sa surexpression dans les cellules tumorales
de prostate et son implication dans les processus prolifératifs, migratoires et invasifs, la protéine

NPM1 pourrait étre un acteur de cette récidive.

Un des modes d’action de la radiothérapie est de provoquer un nombre important de cassures
pour saturer le systéme de réparation et entrainer la mort des cellules tumorales par mort mitotique
ou apoptose. Dans un contexte physiologique, apres irradiation, les kinases de réparation ATR et
ATM vont étre activées au niveau des cassures double brin. Cela conduit a 'activation des protéines
kinases Chkl et Chk2 qui, aprés avoir entrainé la dégradation des Cdc25 par le protéasome,
permettent I'accumulation de p53, une activation de p21 et un arrét du cycle cellulaire en phase
G1/S ou G2 (figure 48). Des auteurs ont constaté qu’aprés exposition des cellules aux radiations
ionisantes il y a une augmentation de la transcription de NPM1 associée a une amélioration des
processus de réparations de 'ADN (Wu et al., 2002). NPM1 agit ainsi comme un suppresseur de
tumeur en favorisant la reconnaissance des cassures et la mise en place de I'arrét du cycle cellulaire
pour permettre la réparation avant la reprise du cycle (Colombo et al., 2005). Comme initialement
décrit, les modifications post-traductionnelles de NPM1 ont une influence sur ses fonctions. Dans le
cas des dommages a I'ADN, la forme phosphorylée de NPM1 sur le résidu T199, faciliterait le
recrutement de y-H2AX au niveau des cassure doubles brin induites par les rayons et I'activation des
kinases ATM et ATR permettant la cascade de réparation (Koike et al., 2010). En effet I'inhibition de
la phosphorylation de NPM1 ou de son expression entraine une augmentation de I'apoptose induite
par les rayons (Chen et al., 2010). Dans le cas des cancers de la prostate, I'accumulation de la

protéine NPM1 est constatée a des stades auxquels un traitement par les rayons est envisageable.
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Une inhibition des niveaux d’expression de NPM1 associée aux rayons pourrait donc permettre
d’améliorer I'efficacité de la radiothérapie. L’objectif de cette partie du travail était de savoir: 1) si le
niveau d’accumulation de NPM1 peut avoir un impact sur le processus de réparation et par quels
mécanismes ; 2) si la forte expression de NPM1 dans les cancers de la prostate est associée a la
résistance aux rayons et si elle peut étre utilisée comme biomarqueurs prédictif de la réponse a la

radiothérapie

1°) Le niveau d’accumulation de NPM1 a-t-il un impact sur le processus de réparation et par quels

mécanismes ?

Des résultats tres préliminaires ont mis en évidence que la diminution de I'accumulation de
NPM1 entraine une diminution de I'activation des marqueurs de réparations (figure 41). L'effet des
rayons sur la survie cellulaire est classiquement analysé par des tests de survie clonogénique. Il s’agit
de la mesure de la capacité des cellules irradiées a former des colonies de plus de 100 cellules 10
jours aprés leur ensemencement a trés faibles densités. Afin de compléter les résultats déja obtenus
et d’étudier Iimpact d’'une accumulation de NPM1 sur l'efficacité de la radiothérapie il serait
interessant de comparer la variation de survie clonogénique aprés irradiation des cellules inhibées

pour NPM1 a celle des cellules témoins.

2°) Le niveau d’expression de NPM1 est-il associé a la résistance a la radiothérapie ? A-il une valeur

prédictive ?

D’apreés mes données préalables, les résultats obtenus au laboratoire et celles de la littérature, il
semblerait que NPM1 ne soit pas un initiateur de la tumorigenése mais un potentialisateur de la
progression des cancers de la prostate suite a des évenements génétiques initiateurs. Un retour vers
la pathologie humaine permettrait de déterminer si NPM1 est un biomarqueur prédictif et/ou
pronostic pertinent dans le cancer prostatique. La nécessité de connaitre le niveau d’expression total
de NPM1 et de sa forme phosphorylée sur la thréonine 199 chez des patients atteints de cancer de la
prostate et de les corréler a I'efficacité de la radiothérapie serait une perspective interessante. Dans
ce cadre une étude rétrospective a 5 ans sur un échantillonage de biopsies de prostate de patients
atteints de cancer de la prostate a été initiée, en collaboration avec le Professeur Laurent Guy et le
Professeur Jean-Louis Kemeny du CHU de Clermont-Ferrand. On dispose d’une cohorte de 100
patients agés de 67 a 80 ans dont on connait les scores de Gleason des tumeurs ainsi que le taux de
PSA initial, au cours du traitement et lors du suivi clinique. L'analyse histologique de ces tumeurs
pour NPM1 nous permettra d’établir des corrélations entre le score de Gleason, le délai de la récidive

et I'efficacité de la réponse a la radiothérapie.
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Figure 49 : Caractéristiques cellulaires mises en place au cours de la tumorigenése

Schéma intégratif des caractéristiques acquisent par les cellules pour leur permettre d’évoluer vers
un état néoplasique, tumorigene puis agressif.

(D’aprés (Hanahan & Weinberg, 2011)
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3) Conclusion générale

En 2011, Weinberg a proposé un schéma intégratif permettant d’expliquer comment une cellule
normale peut progressivement évoluer vers un état néoplasique, tumorigéne et finalement malin. Il a
mis en évidence qu’au cours de la tumorigenese les cellules vont acquérir diverses caractéristiques
permettant la croissance tumorale comme par exemple la résistance a la mort cellulaire, le maintien
de la signalisation de prolifération ou encore I'induction de I'angiogenése (figure 49) (Hanahan &
Weinberg, 2011). Les résultats obtenus dans ce travail de thése mettent en exergue que NPM1
participe a la mise en place et au maintien de certaines de ces capacités dans le cancer de la

prostate.

Tout d’abord, dans un tissu sain, les cellules controlent la production et la sécrétion de facteurs
impliqués dans la croissance et la prolifération assurant ainsi ’homéostasie du nombre de cellules et
le maintien de I'architecture et des fonctions tissulaires. Les cellules cancéreuses par dérégulation de
ces signaux vont assurer leur propre survie. Par son role dans I'activation de la voie ERK1/2 et le
controle de l'activité du promoteur EGF, la nucléophosmine est majoritairement impliquée dans la
mise en place de I'autosuffisance des cellules cancéreuses vis-a-vis des facteurs de croissance (figure
49A). De plus, les modifications des capacités invasives en fonction du niveau d’accumulation de
NPM1 impliquent, en partie, cette protéine dans le processus invasif et éventuellement métastatique

dans les cas de cancers de la prostate (figure 49B).

L’'ensemble de cette étude, associé aux données bibliographiques, révele un réle important de

NPM1 dans la croissance des tumeurs prostatiques.
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Les deux articles présentés en annexes font suite a des résultats obtenus pendant mon stage de

Master 2 au sein de I’équipe CREaT, Centre Jean Perrin, sous la direction du Pr Pierre Verrelle.

Articlel: STAT3 activation in human malignant glioma: S727 rather than Y705?

Emmanuel Chautard, Zangbéwendé Guy Ouédraogo, Gaélle Loubeau, Claudine Vermot-
Desroches, Andrei Tchirkov, Richard Veyrat-Masson, Toufic Khalil, Ines Raoelfils, Jean-Louis Kemeny,

Laurent Morel et Pierre Verrelle

En cours de soumission dans Neuro-oncology

Article2: Akt signaling pathway: a target for radiosensitizing human malignant
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Abstract

STAT3 is frequently activated in human malignant glioma, and its functions in many cellular
processes including apoptosis inhibition could be involved in resistance to anticancer
treatment. STAT3 is thereby a hub in glioma signaling and has significant potential as a
relevant therapeutic target. In this study we investigate the impact of STAT3-Y705 inhibition
on glioma cells using monoclonal antibodies directed against IL-6 itself or its receptor
subunits. We found that pSTAT-Y705 inhibition did not affect proliferation, apoptosis and
expression of STAT3 pathway target genes. We finally demonstrated that pSTAT3-S727
activation is a common feature of malignant gliomas in vitro and in vivo highlighting that this
phosphorylation residue could explain the tolerance to IL-6/gp130/STAT3 pathway inhibition
observed in glioma cells and thereby could be a relevant target in this disease.

Keywords : malignant glioma, STAT3 activation, Y705, S727
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Introduction

Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) is a transcription factor,
that has been reported to be involved in several components of tumor aggressiveness by
inhibiting apoptosis (upregulation of survivin,'’ BCL-XL?* and Mcl-1° expression) and
increasing proliferation,” angiogenesis (upregulation of VEGF® expression), invasion
(upregulation of MMP9® expression), or local immune suppression (decrease in T cells
activation®). STAT3 pathway activation has been described in many cancers including
malignant gliomas which are the most common primary tumors of the central nervous system.
These neoplasms are extremely resistant to treatment, including radiotherapy and/or
chemotherapy so that patient median survival does not exceed 14 months.”* Regarding its
functions, STAT3 pathway which is aberrantly activated in human malignant glioma,”'’
could be involved in glioma resistance to treatment and is therefore a potential therapeutic
target.

Most studies associate STAT3 pathway activation to the Y705 residue
phosphorylation. The binding of Interleukin 6-family cytokine receptors to the gp130 receptor
triggers STAT3 phosphorylation by Janus Kinases 2 (JAK2) on Y705 residue.'' Activated
STAT3 proteins dimerize, and translocate to the nucleus where they regulate expression of
several genes involved in proliferation, migration, invasion, and survival.'” In this study we
investigated the impact of STAT3-Y705 inhibition on g lioma cells using monoclonal
antibodies (MAbs) directed against IL-6 itself or its receptor subunits (IL-6R : gp80 and
gp130). Besides Y705, STAT3 can also be phosphorylated on another residue (Serine 727,
S727) with a biological role that is not fully understood.'' Because S727 constitutive
activation and involvement in gene expression has been reported in other malignancies'® we
decided to explore both phosphorylation sites. MAbs treatment induced a striking inhibition
of pSTAT3-Y705 in SF763 and SNB19 (only with anti-gp130) cells but did not affect
pSTAT3-S727 activation. However, pSTAT-Y705 inhibition did not affect glioma cell
proliferation, apoptosis and expression of STAT3 pathway target genes. We finally found that
pSTAT3-S727 activation is a com mon feature of malignant gliomas in vitro and in vivo
highlighting that this phosphorylated residue could explain the tolerance to IL-
6/gp130/STAT3 pathway inhibition observed in glioma cells and thereby could be a relevant
target in this disease.

Materials and Methods

Materials - For Western blot, polyclonal rabbit antibodies directed against STAT3 (No
4904), and pSTAT3 Y705 (No 9145) were purchased from Ozyme (Saint Quentin Yvelines,
France). B-actin antibody (No A2066) was from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) and
pSTAT3 S727 (No 1121-1) was from Euromedex (Souffelweyersheim, France). Anti rabbit-
peroxidase was from P.A.R.L.S. (Compiégne, France). All culture reagents were purchased
from GIBCO (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The MAbs anti human gpl130 (No
852.060.000, clone B-R3), anti human gp80 (No 852.030.000, clone B-R6), anti human IL-6
(No 855.050.005, clone B-ES8) and isotype-matched control antibody IgG2a (No 857.080.000,
clone B-Z2) or IgGl (No 857.070.000, ¢ lone B-Z1) were purchased from Diaclone
(Besangon, France).

Cell culture - SF763, SF767, US87MG and U251MG cell lines were kindly provided by
Dr C. Delmas (Centre Claudius Regaud, Toulouse, France). SW1783, SNB19, and U373MG
were obtained from N. Auger (Institut Curie, Paris, France). T98G, U118MG and CB193 cell
lines were kindly provided by G. Pennarun (CEA, Grenoble, France). M059K, MO59J, CCF,
LN229 and U138MG cell lines were given by N. Foray and Claire Rodriguez Lafrasse
(Centre Léon Bérard, Lyon, France). All cell lines were cultured in DMEM (with 4500mg/1
glucose and L-glutamine) supplemented with Sodium Pyruvate 1%, Non-Essential Amino






Acids 1%, Gentamicin 10pg/ml and 10% Foetal Calf Serum (20% for U138MG and CCF) in
a humidified incubator containing 5% CO2 at 37°C.

Western blot - Cells in exponential phase of growth were harvested using Buffer C
supplemented with NP-40, phosphatase inhibitors (NaF, Na3VO4) and protease inhibitor
IP25X (Roche). Total proteins (30ng) were boiled in Laemmli sample buffer and subjected to
SDS-PAGE. Proteins were then transferred to nitrocellulose membranes (Hybond ECL,
Amersham Biosciences) followed by blocking in Tris-buffered saline 1X, 10% powdered
milk (Fat free), and incubated with indicated antibodies in the same buffer overnight at 4°C.
Membranes were washed three times with 1X Tris-buffered saline, 0.05% Tween 20, and then
incubated 1h w ith anti-rabbit (P.A.R.L.S) peroxidase-conjugated IgG. Detection was
performed using ECL system (PerkinElmer Life Sciences). Three independent experiments
were used for analysis with Quantity One (BioRad).

Real Time PCR - Total RNA was extracted from the cells using the Trizol Reagent
(Invitrogen). The cDNA template was prepared using random hexamer primers and Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Invitrogen). After the reverse transcription
IL-6, VEGF, Mcl-1L and Abl mRNA were quantified using real-time RT-PCR technology
(LightCycler, Roche) with SYBR green as the fluorophore and using previously reported
primers.14-17 Abl gene was used as an internal endogenous standard and the results were
expressed as atarget gene/Abl ratio. The reactions were performed in duplicate, with a
variation between two crossing point values < 0.5.

Apoptosis and proliferation - Cells were seeded at a density of 1 500 per well in 96
well plates. Twenty four hours after seeding, they were incubated with medium alone or
exposed for 96 hours to MAb (gp80, gp130 or IL-6) or control (IgG1, IgG2a) antibodies. For
flow cytometry analysis, cells were recovered after treatment and washed in PBS. Pellets
were resuspended in an RNase A (500 pg/ml), propidium iodide (50 pg/ml) solution and kept
1 hat 4 °C in the dark. Cell suspensions were analyzed using a Beckman Coulter Analyser
XL2. The percentage of apoptotic cells was determined by evaluating sub-G1 nuclei
accumulation. At least 8 000 e vents were measured for each sample. DNA-synthesis was
determined by bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation (4h) using the Cell Proliferation
ELISA (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) which is based on
incorporation of BrdU into newly synthesized DNA and antibody-mediated detection of
incorporated BrdU, as described by Herold ez al."* Proliferation was evaluated by percentage
of BrdU incorporation compared to control (medium alone). Proliferation and apoptosis
experiments were performed in triplicate.

Immunohistochemistry analysis of tumor samples - Glioblastoma samples were taken
from the material of surgical resection during the course of standard diagnostic procedure. 36
tumours, classified as gliobastoma (grade IV), according to histological diagnosis and grading
criteria (World Health Organization, 2000) were used in this study. Patients were treated by
surgery followed by radiotherapy and concomitant temozolomide followed by monthly cycles
of adjuvant temozolomide.® Immunostaining of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 was
performed with a Benchmark XT immunostainer (Ventana, Illkirch, France) on 3-um paraffin
sections. After deparaffinization, antigen retrieval was carried out for 30 minutes in CCI
buffer. pSTAT3-Y705 (No 9145, Ozyme) or pSTAT3-S727 (No 1121-1,Euromedex)
antibodies were incubated for 44 minutes at 37°C and the revelation was made with the
Ultraview detection kit (Ventana). Sections were scored semiquantitatively by light
microscopy by two pathologists (J-L. Kemeny and I. Rahoelis) Cytoplasmic and nuclear
staining and the percentage of stained tumor cells and staining intensity (no, weak, moderate,
strong) for each localization were specified.






Results

STAT3 pathway activation in glioma, impact of IL-6 inhibition on STAT3 signaling —
Prior to any investigation and in agreement with previous results, we confirmed by ELISA
that all cell lines used secreted IL-6 except the cell line SF767 (data not shown). All cell lines
were then tested by Western blot for STAT3 activation on both Y705 and S727 residues. The
results show that S727 is always phosphorylated whereas Y705 residue activation is more
heterogeneous (arbitrary units, Table 1). Two IL-6 positive cell lines (SF763 and SNB19)
were chosen to study the impact of IL-6 pathway down modulation on STAT3 signaling.
STAT3 phosphorylated Y705 and S727 residues and total STAT3 protein were analyzed by
Western blot after IL-6 pathway inhibition. As shown in Figure 1A, the exposure of SF763
cells to MAbs anti-gp130, anti-gp80, or anti-IL-6 treatment abrogated activation of pSTAT3-
Y705 (24h, 10pg/ml). This decrease is highly specific regarding to IgG1 and IgG2a control
antibodies’ effect. In the second cell line SNB19, we found that the MAb anti-gp-130 was
able to decrease STAT3 Y705 phosphorylation whereas anti-gp80 and anti-IL-6 MAbs did
not (Figure 1B). For both cell lines, STAT3-S727 was unaffected by MAbs exposure.

IL-6/gp130/STAT3 pathway inhibition did not affect glioma proliferation and
apoptosis - Despite a strong decrease of pSTAT3-Y705 the antibody exposure did not affect
proliferation and apoptosis in SF763 cells determined by BrdU and Sub GO/G1 respectively
(Figure 2A and B). To complete these unexpected results, we explored the impact of Y705
inhibition on STAT3 gene expression by real time PCR but no decrease in both VEGF and
Mcl-1 mRNA was observed (Figure 2B and C). Same results were obtained in SNB19 cell
line too (Supplementary Figure 1).

STAT3 pathway activation in glioma sections —Because in vitro analysis revealed that
STAT3-S727 is phosphorylated in all malignant glioma cell lines studied by Western Blot
(Table 1), we finally assessed the level of activation of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 in
human glioblastoma paraffin sections (Figure 3). pSTAT3-Y705 staining was found in 24/30
patients and exclusively in the nucleus with an average of 38% of positive cells. Moreover,
staining intensity was found equally in the 3 groups: weak (10%), moderate (17%) and strong
(11%). By contrast pSTAT3-S727 staining was found in all sections tested, also exclusively
in the nucleus but in all tumor cells (100% positive cells). Staining intensity was distributed as
follow: weak (4%), moderate (41%) and strong (55%). Pathologists observed pSTAT3-S727
negative cells in tumor free margin only. So STAT3-S727 activation is a common feature of
malignant glioma in vitro and in vivo.

Discussion

STAT3 is frequently activated in human malignant glioma, and its functions in many
cellular processes including apoptosis inhibition could be involved in resistance to anticancer
treatment. STAT3 is thereby a hub in glioma signaling and has significant potential as a
relevant therapeutic target.”” In this study we investigated the impact of STAT3-Y705
inhibition on glioma cells using MAbs directed against IL-6 cytokine or its receptor subunits.
After MADbs exposure an abrogation of pSTAT3-Y705 activation in SF763 cell line was
observed. These results demonstrate that IL-6 acts in an autocrine manner on SF763 cells. In
SNB19 cells, only the anti gp-130 but not the anti-gp80 nor the anti-IL-6 antibodies inhibited
pSTAT3-Y705. As gpl30 is a receptor subunit common to many receptors such as
Interleukin-11 receptor, Leukemia Inhibitory Factor receptor or Oncostatin M receptor,'
STAT3-Y705 activation involving gp130 might rather result from the binding of another
ligand than IL-6 in these cells. Interestingly, the phosphorylation of another conserved
STAT3 residue, serine 727 (S727), is not affected by antibodies treatment. Previous data
demonstrated the ability of the MAbs against gp80, gp130 or IL-6 to inhibit proliferation in
other cell lines.'”" Janus kinase inhibitor AG490 or WP1066 treatment inhibited STAT3-






Y705 activation, markedly reduced the proliferation and induced apoptosis of U251MG
glioma cells but pSTAT-S727 has not been investigated in these studies.”” By contrast, in the
present study, we did not found any effect on proliferation and apoptosis of glioma cells.
Because we did not find any decrease in VEGF and Mcl-1 expression contrarily to some
authors,”***' we assume that pSTAT3-S727 can maintain STAT3 target gene expression in
the absence of pSTAT3-Y705 activation. In view of the fact that (i) a strong pSTAT3-Y705
inhibition is well tolerated in our glioma cell lines, and that (ii) the inhibition of STAT3
expression using siRNA in glioma cells is known to lead to apoptosis,”*> we suggest that
pSTAT3-S727 could explain the tolerance to IL-6/gp130/STAT3 pathway inhibition observed
in glioma cells.

Strengthening this, pSTAT3-S727 was recently reported to be involved in the
maintenance of glioma stem cell features.”* We here confirmed that STAT3-S727 activation
i1s a common feature of malignant glioma in vitro and in vivo because we reported for the first
time that all malignant glioma cell line and glioma patients tumor sections tested were
positive. Moreover, a recent work suggests that pSTAT3-S727 is sufficient to activate STAT3
and to drive prostate tumorigenesis independently of Y705 phosphorylation.> A constitutive
serine 727 phosphorylated form of STAT3 that translocates to the nucleus, binds DNA, and
activates transcription was also recently described in B-cell chronic lymphocytic leukemia."?
The current limit is that S727 phosphorylation function is not fully understood because some
authors reported that both Y705 and S727 phosphorylation are necessary for full activation of
STAT3?® and others observed an inhibition of pY705 in presence of pS727.>” The mechanism
by which STAT3 is phosphorylated on its S727 residue remains also unclear. There is some
evidence that this phosphorylation occurs in the nucleus.!' Extracellular signal-Regulated
Kinases (ERK) and c-Jun N-terminal kinases (JNKs) pathways have been described to
phosphorylate STAT3-S727 residue.®® Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) and p90
Ribosomal protein S6 Kinase (RSK2) have also been reported to be involved in STAT3-S727
activation®”. This residue could be phosphorylated by Protein Kinase C epsilon (PKCg) as
recently described® or PKC delta (PKC3).”! STAT3-S727 phosphorylation could occur
during S phase and this phosphorylation could be done by CDKS5 in response to DNA
damage.”> Courapied er al., speculate that after S727 phosphorylation by CDK5, STAT3
could form a complex with NFkB that can lead to specific gene expression especially
involved in DNA repair. This STAT3-NF«xB complex was previously described and
composed by NF«kB and STAT3 that is unphosphorylated on Y705 residue however the level
of STAT3-S727 was not assessed in these studies.** Despite our negative results, targeting
IL-6/gp130/STAT3-Y705 pathway in glioma remains of interest as attested by sensitization of
glioma to temozolomide using STAT3 siRNA,* and by IL-6 role in relationship between
tumor cells and microenvironment.*®

In summary, our results strongly suggest that (i) in vitro tolerance to IL-
6/gp130/STAT3 pathway inhibition could be a characteristic of glioma cells and (ii) STAT3-
S727 residue activation, a common feature in malignant glioma, could be involved in this
mechanism. At the moment no specific inhibitor is available to evaluate the impact of
pSTAT3-S727 inhibition and the mechanism(s) responsible of STAT3-S727 phosphorylation
in malignant glioma remain(s) to be determined. These unexpected results underline the need
to explore the role of pSTAT3-S727 in survival and progression of malignant glioma.
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Table 1

Western Blot

Cell line origin pSTAT3-Y705/STAT3 activation pSTAT3-5727/STAT3 activation
T98G glioblastoma 0.31 +/- 0.07 0.79 +/- 0.23
CB193 glioma grade I 0.13 +/- 0.03 1.68 +/- 0.8

U118MG glioblastoma 0.04 +/- 0.01 0.46 +/- 0.09
US7MG glioblastoma 0.01 +/- 0.01 1.08 +/- 0.51
SW1783 astrocytoma garde 11| 0.01 +/- 0.01 0.92 +/- 0.33
SF767 glioblastoma 0+/-0 1.18 +/- 0.16
SNB19 glioblastoma 0.18 +/- 0.01 1.05 +/- 0.48
U373MG glioblastoma 0.17 +/- 0.02 1.11 +/- 0.67
SF763 glioblastoma 0.34 +/- 0.04 1.55 +/- 0.96
U251MG glioblastoma 0.1 +/- 0.01 0.6 +/- 0.24
LN229 glioblastoma 0.21 +/- 0.02 0.56 +/- 0.16
MO59) glioblastoma 0.02 +/- 0.01 0.53 +/- 0.2

MO59K glioblastoma 0.06 +/- 0.01 0.33 +/- 0.1

CCF glioblastoma 0.32 +/- 0.03 0.51 +/- 0.14
U138MG glioblastoma 0+/-0 0.5 +/- 0.24

Table 1 : STAT3 pathway activation in glioma cell lines.

Cells were harvested during exponential growth phase and thirty micrograms of total proteins
were loaded per lane and electrophoresed by SDS-PAGE. Transfer membranes were
immunoblotted with anti-STAT3, anti-pSTAT3-Y705, anti-pSTAT3-S727. To ensure equal
protein loading the blots were stripped and reprobed with anti-f-actin antibody. Three
independent experiments with consistent results were done prior to densitometric analyses
presented as relative ratios of phosphoprotein/total protein (Mean values + standard error of
triplicate determinations, arbitrary units).






Figure 1
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Figure 1: Impact of MAbs anti- IL-6/IL6R on intracellular signaling.

SF763 (4) and SNB19 (B) cells were treated for 24h with or without MAbs or isotype related
control antibodies (10pug/ml). Total proteins were electrophoresed by SDS-PAGE followed by
immunoblotting with anti-STAT3, anti-Akt, anti-pSTAT3-Tyr705, anti-pAkt-Ser473 and anti-
B-actin antibody. The blot is representative of three independent experiments with consistent
results.






Figure 2
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Figure 2 : Impact of MAbs anti- IL-6/IL6R on SF763 cells proliferation, apoptosis and
gene expression.

After 96h of treatment with or without MAbs anti- IL-6/IL6R (10, 1 or 0.1pug/ml) or isotype
related control antibodies (4) proliferation was evaluated after BrdU incorporation, (B) Sub
GO0/G1 cells were determined by flow cytometry. C and D : Total cellular RNA was isolated
and real-time reverse transcription PCR was performed after antibody treatment (24h,
10pg/ml) as described in Material and Methods. The results were expressed as Mcl-1 or
VEGF / Abl ratio (arbitrary units). Data are shown as mean of triplicate experiments.
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Figure 3

Figure 3: STAT3 pathway activation in glioma sections.
Immunostaining of pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 was performed on paraffin sections as
described in Materials and Methods. Photomicrograph (40X) of : (4) pSTAT3-Y705 negative
staining, (B) pSTAT3-Y 705 positive staining and (C) pSTAT3-S727 positive staining.
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Figure S1 : Impact of MAbs anti- IL-6/IL6R on SNB19 cells proliferation, apoptosis and
gene expression.

After 96h of treatment with or without MAbs anti- IL-6/IL6R (10, 1 or 0.1ug/ml) or isotype
related control antibodies (A4) proliferation was evaluated after BrdU incorporation, (B) Sub
GO/GT1 cells were determined by flow cytometry. C and D : Total cellular RNA was isolated
and real-time reverse transcription PCR was performed after antibody treatment (24h,
10ng/ml)as described in Material and Methods. The results were expressed as Mcl-1L or
VEGF | Abl ratio (arbitrary units). Data are shown as mean of triplicate experiments.
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Radiation therapy plays a central role in the treatment of
glioblastoma, but it is not curative due to the high tumor
radioresistance. Phosphatidyl-inositol 3-kinase/protein
kinase B (Akt) and Janus kinase (JAK)/signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) pathways serve
to block the apoptosis process, keeping cells alive in very
toxic environments such as chemotherapy or ionizing
radiation. In the present study, from a panel of 8
human malignant glioma cell lines, investigations on
the relationship between intrinsic radioresistance and
Akt or STAT3 basal activation were done. Secondly,
the impact of down-modulation of Akt or STAT3 signal-
ing on in vitro intrinsic radiosensitivity was evaluated.
Using a clonogenic cell survival assay, our results
revealed a significant correlation between the basal Akt
activation and the surviving fraction at 2 Gy (SF2). In
contrast, no correlation was found between STAT3 acti-
vation and SF2. According to this, down-modulation of
Akt with a specific chemical inhibitor (Akt inhibitor IV)
demonstrated a significant enhancement of radiation
sensitivity on glioma cells in a clonogenic survival
assay. On the contrary, down-modulation of STATS3 sig-
naling with a specific chemical inhibitor (JSI-124) or a
neutralizing gp130 antibody failed to radiosensitize
glioma cells. These data indicate that the Akt intercept
node could be a more relevant therapeutic target than
STATS3 for radiosensitizing human malignant glioma.
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liomas are the most common primary tumors of
Gthe central nervous system.' > Among these

tumors, the most frequent and malignant type
is glioblastoma multiforme (GBM). Glioblastomas
have been described as rapidly growing tumors associ-
ated with necrosis and endothelial proliferation. These
neoplasms are extremely resistant to treatment, includ-
ing radiotherapy and/or chemotherapy, and patient
median survival does not exceed 1 year.*’

Although radiotherapy increases patient survival, this
treatment is not curative because of tumor regrowth
inside the irradiated tumor volume.®~® This might be
explained by the fact that interactions between tumor
and microenvironment are involved in tumoral radiore-
sistance through angiogenesis,” hypoxia,'® and immuno-
suppression.'*'? Another part of tumor radioresistance
is due to the intrinsic radioresistance of tumor cells
themselves. A molecular analysis in tumor samples of
basal activation of different signaling pathways poten-
tially involved in radioresistance could be of clinical
interest. Phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K)/protein
kinase B (Akt) and Janus kinase (JAK)/signal transducer
and activator of transcription (STAT) pathways serve to
block the apoptosis process, keeping cells alive in very
toxic environments such as chemotherapy or ionizing
radiation (IR)."*'* In a bioclinical prospective study,
Chakravarti et al."® showed a significant correlation
between the level of basal Akt phosphorylation and a
poor prognosis in human glioma in a subset of patients
treated by radiotherapy only. Rahaman et al.'® reported
experimental data demonstrating that inhibition of the
STAT3 signaling pathway was also associated with
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increased apoptosis and proliferation inhibition in
malignant glioma.

The development of Akt and STAT3 inhibitors has
been a goal of pharmaceutical companies since the discov-
ery that these pathways are often activated in numerous
human cancers such as melanoma, myeloma, brain
cancer, breast cancers, and ovarian cancer.'”'®
Combining drugs with radiation is common in cancer
treatment and aims at achieving better therapeutic effects
than with single-modality therapy. Several chemical in
vitro inhibitors have been developed against Akt'” or
STAT3." Akt inhibitor IV (5-(2-benzothiazolyl)-
3-ethyl-2-[2-(methylphenylamino)ethenyl]-1-phenyl-1H-
benzimidazolium iodide) inhibits Akt phosphorylation by
targeting the ATP-binding site of a kinase upstream of Akt,
but downstream of PI3K.?® Akt inhibitor IV sensitized
human leukemic HL-60 cells to TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand).*! JSI-124, cucurbitacin I, is a
triterpenoid compound that acts as a highly selective
inhibitor of the JAK/STAT3 signaling pathway.**
JSI-124 was recently shown to sensitize malignant
glioma and medulloblastoma cells to temozolomide,
1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea, and cisplatin, with
a synergy between JSI-124 and cisplatin.??

Here, we studied in human malignant glioma cell lines:
(i) the relationship between intrinsic radioresistance and
Akt or STAT3 basal activation; and (ii) the impact of
down-modulation of Akt or STAT3 signaling on in
vitro intrinsic radiosensitivity. Down-modulation of
Akt with a chemical inhibitor (Akt inhibitor IV) demon-
strated a significant enhancement of radiation sensitivity
on glioma cells in a clonogenic survival assay. On the con-
trary, down-modulation of STAT3 signaling with a
chemical inhibitor (JSI-124) or a neutralizing gp130 anti-
body failed to radiosensitize glioma cells. The radioresis-
tance was evaluated using a clonogenic cell survival
assay, and the basal level of activation of signaling path-
ways was evaluated using Western blot. These data indi-
cate that the Akt intercept node could be a more relevant
therapeutic target than STAT3 for radiosensitizing
human malignant glioma.

Methods and Materials

Materials

Akt (no. 9272), phospho-Akt Ser473 (no. 9271), STAT3
(no. 4904), and phospho-STAT3 Tyr705 (no. 9145)
rabbit antibodies were from Ozyme. B-actin (no.
A2066) was from Sigma, and antirabbit-peroxidase
was from P.A.R.LS. All culture reagents were purchased
from GIBCO (Invitrogen). gp130-blocking antibody (no.
852.060.000) and control (IgG2a, no. 857.080.000)

mouse antibody were from Diaclone.

Cell Culture

Eight human malignant glioma cell lines were used in
this study. SF763, SF767, and U251MG cell lines were
kindly provided by Dr C. Delmas (Centre de Lutte
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Contre le Cancer Claudius Regaud). SW1783, SNB19,
and U373MG were obtained from N. Auger (Institut
Curie). T98G and CB193 cell lines were kindly provided
by G. Pennarun (CEA). All cell lines were cultured in
DMEM (with 4500 mg/L glucose and 1-glutamine) sup-
plemented with sodium pyruvate 1%, nonessential
amino acids 1%, gentamicin 10 pg/mL, and 10% fetal
calf serum in a humidified incubator containing 5%
CO; at 37°C. All cell lines were mycoplasma-free after
treatment with plasmocin (Invivogen).

Clonogenic Cell Survival Assay

Cells in the exponential phase of growth were trypsinized
with a 0.25% trypsin—PBS solution and were seeded at
1000-4000 cells per T25 flask. One day after, 3 flasks
were irradiated per dose, and irradiation was performed
as single-exposure doses delivered by a linear accelerator
at room temperature. After 9 days of incubation, the
content of the flasks was fixed with methanol and stained
with a Giemsa stain solution (5%). The plating efficiency
(PE) represents the percentage of cells seeded that grew
into colonies of a given cell line. Colonies with more than
50 cells were counted by microscopic inspection, and PE
as well as the radiation-surviving fraction (PE of exper-
imental group/PE of control group) were determined.
Each experiment was repeated on 3 separate days, and
each day triplicates of each dose were performed. The
intrinsic radiosensitivity was evaluated by using two par-
ameters: the surviving fraction at 2 Gy (SF2) and the area
under the survival curve (AUC). Survival curves were
obtained by combining data from 3 independent exper-
iments (separate days) in accordance with a linear-
quadratic model (KaleidaGraph software 4.0).

Western Blot

Cells in the exponential phase of growth were harvested
using Buffer C supplemented with NP-40, phosphatase
inhibitors (NaF, Na,VOs3), and the protease inhibitor
IP25X (Roche). Total proteins (30 pg) were boiled in
Laemmli sample buffer and subjected to SDS-PAGE.
Proteins were then transferred to nitrocellulose mem-
branes (Hybond ECL, Amersham Biosciences) followed
by blocking in 1x Tris-buffered saline, 10% powdered
milk, and incubated with indicated antibodies in the
same buffer overnight at 4°C. Membranes were
washed 3 times with 1x Tris-buffered saline, 0.05%
Tween 20, and then incubated 1 hour with antirabbit
(P.A.R.LS) peroxidase-conjugated IgG. Detection was
performed using the ECL system (PerkinElmer Life
Sciences). Three independent experiments were used
for analysis with Quantity One (Bio-Rad).

Chemical Akt and STAT3 Inhibitors

Akt inhibitor IV (B2311) was from Sigma and STAT3
inhibitor (JSI-124) was from Calbiochem (VWR).
Stock solutions of Akt inhibitor IV (81.3 wuM) and of
JSI-124 (19 M) were constituted using DMSO and

NEURO-ONCOLOGY *« mAY 2010 435






Chautard et al.: Akt down-modulation radiosensitizes malignant glioma

A SF767
1 gy : 1 ! |
€ i} \&\m\ |
)
- L N
(%]
£ oo f ~ |
o
£ (0.1480 + 0.0260°)
g y=g-{0.1480+ 0,
g 00011 _
w
01 g ) , 1 .
o : b 8 10 12
Dose (Gy)
U373MG
C 1 ’\\ T - )
g ot _
g 0.01 - \? |
= | e
:g 0.001 | y=g-{01970+0.0480") \? |
5
w
1 L L . I
0,0001 L ; , s . |
Dose (Gy)
a 1 U251MG
G | . | |
g \ i
5 -
g o . _
é 0.2400 + 0.0530° \§‘~
2 =gl > )
2 oo b Y \ —
’ f
1 L L I :
SR N S TN TR [ F
Dose (3y)
TI8G
G 1 ’_\é\_; T . .
g IJ! i \@\\\ -4
c \
2
g omp _
2
E 0,001 L y:e—m.la?gfo_oew.-? |
2
v
i 1 i ’ | ‘ .
o : 4 o g 10 12
Dose (Gy)

SW1783
B 1.\é\ T T T T
— —
£ ol P ]
=
™
& oml "f i
=
2 = g-02870 + 0.03307)
y=e
g 0.001 L =
w
1 1 1 1 1
0.0001 ; L g & 5 10 T
Dose (Gy)
SNB19
D I‘ T T T T T
g ol \\ i
c
=]
g omf Q\\? i
o "
e =e-10 2830+ 0.04707)
g pom L Y€ 4
3
w
1 1 | 1 1 L
0.080%5 7] 4 [ ] 10 12
Dose (Gy)
CB193
F 1 *\é\; T T T
g o0l L g
5 s
S oo f e _
g e
e o + 0.0330%
% oot L y=e-027eD+00ssD) Il
=3
(2]
1 1 | L L L
0:00013 Z 1 8 g 10 12
Dose (Gy)
H 1 SF763
i H T T T
T
TR
(RS D =

y= (00290 + 0.0180°)
0.001 L 4

Surviving fraction (%)
o
=
T
1

] | | | | |
fhaam 0 2 4 B g 10 12

Dose (Gy)

Fig. 1. (A—H) Clonogenic survival curves of human malignant glioma cell lines. Cells were irradiated during the exponential growth phase
and survival data were obtained from standard clonogenic assays. Data are represented by their mean + SE and are fitted to the

linear-quadratic model. Linear quadratic relation: y = e P+,

stored at —20°C. These stock solutions were diluted to
the desired concentration with culture medium. For
Western blot analysis, cells were exposed 7 hours to
inhibitor prior to protein extraction. For the clonogenic
survival assay in the presence of a chemical inhibitor,
1000-4000 cells were seeded per T25 flask. One day
after, cells were preincubated with the different inhibi-
tors (Akt inhibitor 1V, JSI-124, or DMSO) for 7 hours
prior to irradiation and then cells were cultured with
inhibitor for up to 24 hours. Data were normalized to
control (treatment with inhibitor without irradiation)
to exclude the effect of the inhibitor alone on the surviv-
ing fraction.
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Results

Radiosensitivity Analysis of Human Glioma Cell
Lines by Clonogenic Cell Survival

The intrinsic radiosensitivity of the glioma cell lines was
investigated using the standard clonogenic assay. Cell
lines were irradiated with increasing doses of radiation
(0, 2, 4, 6, 8, and 10 Gy). SF2 and AUC were used to
measure the intrinsic radiosensitivity. Survival data
were fitted to the linear-quadratic model (Fig. 1). As
shown in Table 1, PE values varied from 0.05 to 0.28.
SF2 values ranged from 0.46 to 0.83, and AUC values






Table 1. Radiosensitivity of 8 tumor cell lines

Cell line Origin SF2 AuUC PE
(Gy)

SF767 Glioblastoma 0.68 + 0.05 3.6 0.20
SW1783  Astrocytoma grade Ill  0.46 + 0.03 2.4 0.05
U373MG  Glioblastoma 0.58 + 0.03 2.8 0.13
SNB19 Glioblastoma 0.50 + 0.01 23 0.12
U251MG  Glioblastoma 0.58 + 0.01 2.6 0.28
CB193 Glioma grade IlI 0.52 +0.02 2.6 0.07
T98G Glioblastoma 0.64 + 0.05 3.6 0.09
SF763 Glioblastoma 0.83 + 0.04 55 0.17

Abbreviations: SF2, surviving fraction at 2 Gy; AUC, area under
the survival curve; PE, plating efficiency.

ranged from 2.4 to 5.5. A significant correlation between
SF2 and AUC (r = 0.951; P = .00043; linear regression)
was observed. Our data obtained are in agreement with
previous results evaluating the radiosensitivity of human
glioma.?*=?” SF763 and SW1783 appeared to be,
respectively, the most and the least radioresistant cell
lines with 0.83 and 0.46 Gy for SF2, and 5.5 and
2.4 Gy for AUC values.

Correlation Between Activation Levels of Akt
and STAT3 and Radiosensitivity

Among the human glioma cell line panel, STAT3 phos-
phorylated Tyr705 and Akt phosphorylated Ser473

Chautard et al.: Akt down-modulation radiosensitizes malignant glioma

residues, which are known to be the active phosphoryl-
ation sites,”®*” and STAT3 and Akt expressions were
analyzed by Western blot (Fig. 2). Levels of activation
were estimated by the phospho-protein/total protein
expression ratio. A significant correlation was found
between the pAkt/Akt ratio and SF2 (r=0.764; P =
.027; linear regression), but not between the pSTAT3/
STATS3 ratio and SF2. Note that the most radioresistant
cell line, SF763, exhibited a high basal activation of both
Akt and STAT3 signaling pathways. On the contrary, no
activation of these pathways was observed in the
SW1783 cell line, which is most sensitive to IR.

Impact of Akt or STAT3 Signaling Down-Modulation
on Glioma Radioresistance

We used chemical Akt and STAT3 inhibitors at lower
doses that slightly affect PE in the absence of radiation
in order to underline a radiosensitizing effect. In our
study, the SF763 cell line exhibited an activation of
both Akt and STAT3 signaling. The SF767 and SNB19
cell lines presented, respectively, only Akt and STAT3
activation pathways in basal conditions.

First, SF763 cells were treated with a concentration
range of Aktinhibitor IV for 7 hours, and Akt phosphoryl-
ation was investigated using Western blot analyses. As
previously reported for other cell lines,” we observed a
specific decrease in Akt activation with a dose of 10 pM
in SF763 cells compared with cells treated with DMSO.
We also observed a lower decrease in Akt activation
with 0.2 and 5 pM (Fig. 3A). Akt inhibitor IV decreased
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Fig. 2. Akt and STAT3 basal signaling pathways activation. (A) Cells were harvested during the exponential growth phase and 30 g of total
proteins were loaded per lane and electrophoresed by SDS—PAGE. Transfer membranes were immunoblotted with anti-STAT3, anti-Akt,
anti-pSTAT3-Tyr705, and anti-pAkt-Ser473. To ensure equal protein loading, the blots were stripped and reprobed with anti-B-actin
antibody. The blot is representative of 3 independent experiments with consistent results. (B and C) Densitometric analyses of the blots
are presented as relative ratios of phosphoprotein/total protein. Data were plotted as mean values + SE of triplicate determinations

(arbitrary units).
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Fig. 3. Impact of Akt pathway down-modulation on SF763 cells. (A) Cells were treated with Akt inhibitor IV during 7 hours and then
harvested. Total cell extracts were electrophoresed by SDS—PAGE, followed by immunoblotting with anti-Akt, anti-Akt-Ser 473, and
anti-B-actin antibody. (B) Clonogenic survival of SF763 cell line exposed to a concentration range of Akt inhibitor IV. One representative
experiment performed in triplicate is shown. (C) Clonogenic survival of SF763 cell line exposed to 0.2 wM of Akt inhibitor IV during 24
hours. After 7 hours of treatment, cells were irradiated to 4 Gy and the surviving fraction was compared with that of control (DMSO).
(D) Clonogenic survival of SF763 cell line exposed to 0.2 pM of Akt inhibitor IV during 24 hours. After 7 hours of treatment, cells were
irradiated to 0-10 Gy and the surviving fraction was compared with that of control (DMSO). One representative of 3 independent

experiments (performed in triplicate) is shown.

PE in SF763 cells after 24 hours of exposure, in a dose-
dependent manner ranging from 0.86 for 0.2 uM to
0.63 for 0.04 uM (Fig. 3B). When SF763 cells were
exposed 24 hours with 0.2 uM of Akt inhibitor IV and
irradiated at 4 Gy after 7 hours of treatment, we observed
a significant specific decrease in surviving fraction (P <
.01, #-test) compared with the control (DMSO + 4 Gy,
Fig. 3C). Clonogenic survival assays ranging from 0 to
10 Gy demonstrated a highly significant enhancement of
radiation sensitivity (P < 10~ 7, ANOVA) after treatment
with 0.2 uM of Akt inhibitor IV (Fig. 3D).

To confirm Akt pathway involvement in glioma cell
radioresistance, we carried out experiments to know if
down-modulation of Akt could increase radiation sensi-
tivity of the SF767 cell line. SF767 cells were treated
with a concentration range of Akt inhibitor IV for
7 hours, and Akt phosphorylation was investigated using
Western blot. As for the SF763 cell line, we observed a
specific decrease in Akt activation with a dose of 10 pM
in SF767 cells compared with cells treated with DMSO
(control). We also observed a lower decrease in Akt acti-
vation with 0.1 wM (Fig. 4A). Akt inhibitor IV decreased
PE in SF767 cells after 24 hours of exposure, in a dose-
dependent manner ranging from 0.87 for 0.05 uM to
0.20 for 0.3 pM (Fig. 4B). When SF767 cells were
exposed 24 hours with 0.1 wuM of Akt inhibitor IV and
irradiated at 2 Gy after 7 hours of treatment, we observed
a significant specific decrease in the surviving fraction
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(P < .05, t-test) compared with the control (DMSO +
2 Gy, Fig. 4C). Clonogenic survival assays ranging from
0 to 10 Gy demonstrated a significant enhancement of
radiation sensitivity (P < 1072, ANOVA) after treatment
with 0.1 pM of Akt inhibitor IV (Fig. 4D).

Secondly, SF763 cells were treated with a concen-
tration range of JSI-124 for 7 hours, and the pSTAT3/
STATS3 ratio was evaluated using Western blot analyses.
As shown in Fig. SA, the exposure of cells to 0.2 pM of
JSI-124 for 7 hours induced a decrease in STAT3
pathway activation whereas lower doses seemed to
have no impact. Although there was no decrease in
pSTAT3 with JSI-124 0.01 uM in these experimental
conditions, clonogenic survival was altered. Thus,
JSI-124 after 24 hours treatment proved to be an effec-
tive inhibitor of SF763 colony formation in vitro, in a
dose-dependent manner ranging from 0.87 for
0.01 wM to 0.39 for 0.04 pM (Fig. 5B). To test a poten-
tial radiosensitizing effect of JSI-124, cells were treated
with 0.01 uM JSI-124 for 24 hours including irradiation
at 4 Gy after 7 hours of treatment. As shown in Fig. 5C,
JSI-124 treatment failed to sensitize SF763 cells to IR.

STATS3 pathway activation involves gp130 recruitment
upstream from JAK2 activation,?” so another approach to
inhibit STAT3 pathway was carried out using a
gp130-blocking antibody. The exposure of SF763 cells
to the anti-gp130-blocking antibody (10 pg/mL) did not
affect PE (data not shown) but abrogated activation of
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Fig. 4. Impact of Akt pathway down-modulation on SF767 cells. (A) Cells were treated with Akt inhibitor IV during 7 hours and then
harvested. Total cell extracts were electrophoresed by SDS—PAGE, followed by immunoblotting with anti-Akt, anti-Akt-Ser 473, and
anti-B-actin antibody. (B) Clonogenic survival of SF767 cell line exposed to a concentration range of Akt inhibitor IV. One representative
experiment performed in triplicate is shown. (C) Clonogenic survival of SF767 cell line exposed to 0.1 wM of Akt inhibitor IV during 24
hours. After 7 hours of treatment, cells were irradiated to 2 Gy and the surviving fraction was compared with that of control (DMSO).
(D) Clonogenic survival of SF767 cell line exposed to 0.1 pM of Akt inhibitor IV during 24 hours. After 7 hours of treatment, cells were
irradiated to 0-10 Gy and the surviving fraction was compared with that of control (DMSO). One representative of 3 independent

experiments (performed in triplicate) is shown.

the STAT3 pathway after 24 hours of treatment as shown
in Fig. 5D. In the clonogenic survival assay, anti-gp130 or
control antibody (IgG2a) was added when cells were
attached in flasks (8 hours after seeding), before or after
irradiation until the end of experiment. In all 3 conditions,
a decrease in STAT3 pathway activation did not radiosen-
sitize SF763 cells (representative results, Fig. SE).
Because anti-gp130 antibody treatment does not affect
colony forming with a striking inhibition of STAT?3 in the
SF763 cell line, we used this approach to test the potential
radiosensitizing effect of STAT3 inhibition in the SNB19
cell line. The exposure of SNB19 cells to
anti-gp130-blocking antibody (10 pg/mL) did not affect
PE (data not shown) but abrogated the activation of
STAT?3 pathway after 24 hours of exposure as shown in
Fig. 6A. In the clonogenic survival assay, anti-gp130 or
control antibody (IgG2a) was added when cells were
attached in flasks (8 hours after seeding). Despite the
decrease in STAT3 pathway activation, the anti-gp130
antibody did not radiosensitize SNB19 cells (Fig. 6B).

Discussion

Radiotherapy is a part of the gold standard treatment of
glioblastomas, but these tumors are radioresistant.
Targeting signaling pathways involved in GBM radiore-
sistance may improve clinical results of radiotherapy.
PI3K/Akt and JAK/STAT3 pathways are major cell

survival pathways blocking the apoptosis process and
keeping cells alive in very toxic environments such as
chemotherapy or IR. Here, we studied in human malig-
nant glioma cell lines: (i) the relationship between intrin-
sic radioresistance and Akt or STAT3 basal activation;
and (ii) the impact of down-modulation of Akt or
STATS3 signaling on in vitro intrinsic radiosensitivity.

To date, little is known about the direct relationship
between Akt or STAT3 activation and tumor radioresis-
tance. Our results showed a significant correlation
between basal Akt activation and SF2. Conversely, no
such correlation was established between STAT3 acti-
vation and SF2, suggesting that Akt is a survival
pathway associated with radioresistance. In our study,
the most radioresistant glioma cell line was SF763, exhi-
biting an activation of both Akt and STAT3 signaling in
basal conditions. SF763 was a good candidate to study
the effects of Akt or STAT3 down-modulation on the
radioresistance level. The SF767 cell line presents only
a high level of Akt, and the SNB19 cell line shows only
an activation of the STAT3 pathway, so they are good
models to study specific roles of, respectively, Akt and
STAT3 inhibition in glioma radiosensitization.

Akt Pathway Down-Modulation and Glioma
Radiosensitivity

Our results showed that Akt pathway activation is
closely related to human glioma radioresistance.

NEURO-ONCOLOGY *« mAY 2010 439






Chautard et al.: Akt down-modulation radiosensitizes malignant glioma

A 151-124 (M)
DMSO 001 01 02
gy | DSTAT3 (Tyr705)
AT ST/
e ;.\t
1 1 1 0.8 pSTAT3 (Tyr705)/STAT3
C Clonogenic sunvival of SF763 exposed to 0.01 uM JSI-124
12
g0
= 04
c
@ 02

w

Surviving fraction (%)

DMSO DMSQO +4 Gy

Treatment

J8I-124+4 Gy

Clonogenic survival of SF763 exposed to JSI-124

2

08 {

08

04

g
ol ; § . |

DMSO 0.01pM 0.02 uM 0.03 pM 0.04 pM
J3I-124 concentration
D
Ab—24h
T gpl30 lgG2a
-— — pSTAT3 (Tyr705)
—— Actn

pSTAT3 (Tyr705)/STAT3

Clonogenic survival of SF763 exposed to anti-gp130 antibody (10 pg/mL)

Surviving fraction (%)

U':E I . . l
04
02

1}

Control Centrol +4 Gy gp130 Ab+4 Gy

Treatment

lgG2a Ab+4 Gy

Fig. 5. Impact of STAT3 pathway down-modulation on SF763 cells. (A and D) Cells were treated with JSI-124 (7 hours) or with
anti-gp130-blocking antibody (24 hours). Total proteins were electrophoresed by SDS-PAGE, followed by immunoblotting with
anti-STAT3, anti-pSTAT3-Tyr705, and anti-B-actin antibody. (B) Clonogenic survival of SF763 cell line exposed 24 hours to a
concentration range of JSI-124. One representative experiment performed in triplicate is shown. (C) Clonogenic survival of SF763 cell
line exposed to 0.01 WM of JSI-124 during 24 hours. After 7 hours of treatment, cells were irradiated to 4 Gy and the surviving fraction
was compared with that of control (DMSO). One representative of 3 independent experiments (performed in triplicate) is shown. (E)
Clonogenic survival of SF763 cell line exposed to blocking anti-gp130 or to control (IgG2a) antibody when cells were attached in flasks
(8 hours after seeding), before or after irradiation. Cells were irradiated to 4 Gy and the surviving fraction was compared with that of
control (IgG2a). Representative experiment performed in triplicate is shown.

Although IR damages tumor cells through several mech-
anisms, IR is thought to kill cells primarily by causing
DNA damage and, specifically, double-strand breaks
(DSBs). Prior to undergoing division, this leads to a
DNA damage response to allow repair of the DNA
damage.?® The ability to repair is essential to cell survi-
val because maintained DNA breaks induce apoptosis or
senescence.’! A recent study by Kao et al.>* reported that
PI3K/Akt signaling pathway down-modulation led to
persistence of unrepaired DSBs induced by radiation in
a human glioblastoma cell line (U251), demonstrating
that this pathway can modulate DNA damage repair in
response to radiation and may be involved in radiation
therapy efficiency. To explain this, one hypothesis
could imply that the DNA-dependent protein kinase is
one of the downstream targets of Akt signaling.®’

The greatest improvement in tumor control will also
be through the understanding of stem cells radioresis-
tance mechanisms. Down-modulation of Akt signaling
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induced apoptosis, neurosphere formation suppression,
and reduced motility and invasiveness in brain tumor
stem cells.>* Interestingly, Akt down-modulation sensi-
tizes medulloblastoma stem cells located in the perivas-
cular region to radiation-induced apoptosis, suggesting
that Akt inhibitors may be an effective anticancer stem
cell therapy.®®

Here, we showed that Akt inhibitor IV was able to
inhibit in a dose-dependent manner in vitro colony for-
mation of malignant glioma cell line SF763. Clonogenic
survival assays using the Akt inhibitor demonstrated
enhancement of radiation sensitivity when SF763 cells
were exposed for 24 hours to 0.2 uM of Akt inhibitor
IV. Akt pathway activation involvement in glioma cell
radioresistance was confirmed by significant enhance-
ment of radiation sensitivity of SF767 cells after treatment
with 0.1 uM of Akt inhibitor IV.

Many PI3K inhibitors have been developed in the last
few decades to study PI3K signaling involvement in
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(IgG2a). Representative experiment performed in triplicate is shown.

various biological process. A part of them were used to
radiosensitize cancer cells, such as wortmannin®® and
LY2940023” but they have limited clinical utility due to
their severe toxicities. This could be explained in part
by the fact that such drugs target all of the PI3K protein
family. More recently, Chen et al.*® have shown that
PI-103, a novel PI3K inhibitor, with less toxic properties,
could radiosensitize PTEN-mutated cell lines, whereas it
could not radiosensitize glioma cell lines with PTEN
wild-type. Re-establishment of PTEN was also a promis-
ing approach to radiosensitize glioma because PTEN is
often mutated in these tumors.**>*” In contrast to
PI-103%® or nelfinavir,?” we reported in this work that
Akt inhibitor IV radiosensitizes wild-type PTEN glioma
cells (SF763 and SE767°%), but these two cell lines were
selected for the experiments because of their high level
of radioresistance regardless of their PTEN status.

STAT3 Pathway Down-Modulation and Glioma
Radiosensitivity

JSI-124 acts as a highly selective inhibitor of the JAK/
STATS3 signaling pathway.”” Su et al.** have demon-
strated that JSI-124 induced in glioma cells Gp)/M
accumulates via down-regulation of cyclin B1 and cdc2
expressions. Down-modulation of STAT3 signaling
using JSI-124 was also associated with a decrease in
local immunosuppression in a murine intracranial
model of glioma.*! JSI-124 was recently shown to
sensitize malignant glioma and medulloblastoma cells
to temozolomide, 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea,

and cisplatin with a synergy between JSI-124 and cispla-
tin,?® but to our knowledge, there is no study evaluating
the ability of JSI-124 to alter cancer cell resistance to IR.
Here, we showed that JSI-124 alone was able to inhibit
SE763 cells’ colony formation in a dose-dependent
manner, and that STAT3 down-modulation, using
either JSI-124 or anti-gp130-blocking antibody, did
not modify SF763 cells sensitivity to IR.

Despite the decrease in STAT3 pathway activation
after anti-gp130 antibody exposure, no radiosensitizing
effect was observed in SNB19 cells. This is consistent
with the absence of correlation between STAT3 acti-
vation and the radioresistance level in the tested cell
lines. Moreover, a recent study reported that STAT3
can have a tumor-suppressive function that is regulated
by the tumor suppressor PTEN. The nuclear constitu-
tively activated form of epidermal growth factor
receptor variant III (EGFRvVIII) acts as a switch to
convert this STAT3 from a tumor-suppressive to a
pro-oncogenic protein.*> Altogether, our results with
these last data support that STAT3 involvement in
glioma radioresistance remains unclear and would
depend on PTEN and EGFRVIII status in glioma cells.

In summary, the results of the present study and other
reports> 2% strongly suggest that Akt is a valid target
for glioma cell radiosensitization. Our conclusions are
different from those of de la Pena et al.,**> who obtained
no radiosensitization effect on glioma cells by treatment
with perifosine, a drug that down-regulates Akt phos-
phorylation. Further experiments are needed to under-
stand the link between PTEN, EGFRVIII, and STAT3
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status in regard to glioma radioresistance. These data
indicate that the Akt intercept node could be a more rel-
evant therapeutic target than STAT3 for radiosensitizing
human malignant glioma.

The PI3K/Akt pathway could be activated by numer-
ous cytokines or growth factors. We reported that
among these activators, interleukin-6 (IL-6) gene ampli-
fication and overexpression were associated with poor
survival in patients with malignant gliomas.** We have
previously reported that the IL-6 gene is amplified in
the SF763 but not in the SF767 cell line.** PI3K/Akt
could also be activated by EGFR, which is often ampli-
fied in glioblastoma,*®*” but EGFR status in these cell
lines is unknown. Furthermore, receptor tyrosine
kinase-independent activation of the PI3K/Akt
pathway is commonly observed in many cancers and
can occur through multiple mechanisms, such as
mutation or amplification of the PI3K gene, amplifica-
tion of the Akt gene, activation of an upstream oncogene
(eg, RAS), or mutation or decreased expression of the
tumor suppressor PTEN.*® Because of these multiple
possibilities, instead of inhibiting a single-cell surface
receptor, down-modulation of signal transduction
through such an intercept node will be a more effective
approach to block radioresistance.*” The PI3K/Akt

node could be a relevant therapeutic target to radiosen-
sitize tumor cells by inhibiting both antiapoptotic mech-
anisms and DNA damage repair after radiation.
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