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RÉSUMÉ 

 

Parallèlement au rôle central du récepteur aux androgènes, l’environnement tumoral 

immédiat exerce aussi une action majeure sur la progression du cancer de la prostate. 

L’hypoxie locale, par le biais de régulations multiples, serait impliquée dans la migration 

cellulaire et la dissémination tumorale. L’objectif de ma thèse a été d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques et de nouveaux marqueurs pronostiques pour ces cancers. J’ai tout 

d’abord participé à l’identification d’un partenaire du récepteur aux androgènes, la protéine 

CAD, enzyme clé de la synthèse des pyrimidines. Parallèlement, nous nous sommes intéressés 

au rôle d’un anti-angiogénique endogène dans la progression du cancer de la prostate, la 

thrombospondine-1 (TSP-1). Bien que l’activité anti angiogénique soit souvent considérée 

comme anti-tumorale, nous avons mis en évidence le caractère protumoral de la TSP-1, par 

son action promigratoire sur les cellules tumorales. Ces travaux m’ont conduits à étudier l’axe 

CXCR4/SDF-1, régulé en partie par l’hypoxie et stimulant la migration cellulaire. Nous avons 

montré sur tissu humain que CXCR4 était exprimé principalement au niveau du front tumoral 

des cancers localisés et localement avancés, et que son expression était associée à une 

transition épithélio-mésenchymateuse. SDF-1 était surexprimée selon un gradient croissant 

allant du centre des tumeurs vers le tissu péritumoral distant, exerçant possiblement un 

chimiotactisme sur les cellules du front tumoral. La surexpression de CXCR4 au front tumoral 

ainsi que le gradient de SDF1 étaient associés au pronostic. 

 

Mots clés : cancer de la prostate, CAD, angiogenèse, TSP-1, CXCR4, SDF-1, pronostic 
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SUMMARY 

 

In addition to the pivotal role of the androgen receptor, the immediate tumor 

microenvironment plays an essential role in prostate cancer progression. Local hypoxia, 

through multiple regulation mechanisms, may be implicated in the migration of tumor cells 

and dissemination. The aim of my thesis was to identify new therapeutic targets and 

prognostic markers for these cancers. I first participated in the identification of a new partner 

of the androgen receptor, the protein CAD that is a key enzyme of pyrimidine synthesis. We 

also studied the role of the endogenous anti-angiogenic thrombospondin-1 (TSP-1) in prostate 

cancer progression. Although anti-angiogenic activity is usually matched with tumor 

inhibition, we showed that TSP-1 exerted protumoral effects by stimulating cell migration. 

These observations led me to study the hypoxia-induced CXCR4/SDF-1 axis that is known to 

promote cell migration through the extra-cellular matrix. We showed on human tissue that 

CXCR4 was overexpressed in the tumor front of localized and locally advanced prostate 

cancers, and that its expression was associated with an epithelial mesenchymal transition. An 

increasing gradient of SDF-1 was observed from the tumor center to the distant peritumoral 

tissue, potentially attracting CXCR4-expressing tumor cells of the tumor front. CXCR4 

overexpression in the tumor front, as well as SDF1 gradient, were associated with prognosis. 

 

 

Key words: prostate cancer, CAD, angiogenesis, TSP-1, CXCR4, SDF-1, prognosis 
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INTRODUCTION 
 

Les premières observations d’une augmentation de la vascularisation lors de la 

croissance tumorale datent d’environ un siècle. Depuis, de nombreux groupes ont observé une 

corrélation entre la progression tumorale et la vascularisation (Donoviel et al., 1990). En 

1971, le docteur Folkman proposa le nouveau concept de traitement anti-angiogénique pour 

traiter les cancers métastatiques (Majack et al., 1987). En 2004, le premier agent anti-

angiogénique (le Bevacizumab) fut approuvé par la FDA. Cependant les résultats rapportés de 

cet anticorps et d’autres molécules anti-angiogéniques chez les patients ayant un cancer 

métastatique étaient relativement modestes en termes de survie sans progression. Une 

hypothèse évoquée pour expliquer l’échappement tumorale est l’hypoxie elle-même, dans le 

tissu tumoral et péritumoral, engendrée par les traitements antiangiogéniques. 

 Au laboratoire, nous travaillons depuis plusieurs années sur les mécanismes de 

régulation de l’angiogenèse et la progression tumorale du cancer de la prostate. Nous avons 

plus spécifiquement étudié le rôle d’une protéine impliquée dans la régulation de 

l’angiogenèse de par ses propriétés anti-angiogéniques naturelles, la TSP1 (Thrombospondine 

1). Nous avons montré qu’en dépit de ses propriétés anti-angiogéniques, le rôle de la TSP1 

n’était pas strictement anti-tumoral. Enfin, nous avons étudié le rôle d’une protéine régulée 

par l’hypoxie, CXCR4, et de son ligand SDF-1 (Stromal Growth Factor 1). CXCR4 a été 

impliquée dans la progression de multiples cancers, et interviendrait au niveau de plusieurs 

étapes clés de la dissémination métastatique. Nos travaux se sont focalisés sur le rôle de 

CXCR4 et son ligand dans le tissu péritumoral des cancers de la prostate non métastatiques et 

de leur valeur potentielle en tant qu’outils pronostique. 

Parallèlement à ces travaux, j’ai participé au laboratoire à l’identification d’un co-

facteur du récepteur aux androgènes (AR), la protéine CAD, qui interviendrait dans la 

translocation de l’AR vers le noyau. Je débuterai donc la présentation de ma thèse par la 

description de ce travail. 

Avant de présenter nos travaux, j’exposerai quelques données sur les carcinomes prostatiques, 

la protéine CAD, la TSP1, CXCR4 et son ligand SDF-1. 
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I. La prostate 

I.1. Anatomie et fonction de la prostate 

La prostate est un organe présent exclusivement chez les mammifères mâles. Très 

petite à la naissance, elle se développe fortement lors de la puberté pour atteindre 15 à 25g à 

l’âge adulte, puis augmente progressivement de volume avec l’âge. Elle est localisée sous la 

vessie où elle englobe la portion initiale de l’urètre (urètre prostatique). C’est au niveau de 

l’urètre prostatique que s’abouchent les canaux éjaculateurs, dont les méats sont localisés sur 

le veru montanum (figure 1). Enfin, la prostate est en avant du rectum et en arrière du pubis. 

 

 

Figure 1 : visualisation endoscopique du veru montanum 

 

La glande prostatique est impliquée à la fois dans la miction, la fertilité et l’éjaculation 

(figure 2). 
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Figure 2 : situation de la prostate chez l’homme. 
(Adapté de http://www.cancersocietytt.org/prostate-cancer.html). 

 

La prostate est composée de 30 à 50 glandes tubulo-alvéolaires, qui déversent leurs 

sécrétions dans 15 à 30 canaux sécrétoires indépendants. Les glandes sont entourées par un 

stroma fibromusculaire, constitué de collagène, de cellules musculaires lisses, de fibres 

élastiques, de vaisseaux sanguins et lymphatiques, de nerfs et de cellules paraganglionnaires. 

Les sécrétions prostatiques participent à la formation du sperme et constituent 30% du 

volume du liquide séminal. Celui-ci est essentiellement composé de liquide sécrété par les 

vésicules séminales, les glandes bulbo-urétrales (glandes de Cowper) et la prostate. Les 

canaux déférents provenant des testicules acheminent les spermatozoïdes jusqu’à la prostate. 

Le mélange de ceux-ci avec le liquide séminal constitue le sperme.  

Bien qu’étant macroscopiquement homogène, la prostate comporte cinq zones 

anatomiques. Deux sont fibromusculaires et trois sont glandulaires. Les trois zones 

glandulaires (périphérique, centrale et de transition) occupent 70% de la prostate. La zone 

périphérique occupe environ 70% du tissu glandulaire. Elle est constituée de glandes 

entourées par un stroma peu dense constitué de cellules musculaires largement espacées. 

Environ 70% des cancers se développent dans cette zone, qui est postérieure et postéro-

latérale. La zone centrale (25% du volume prostatique glandulaire) comporte des glandes de 

grande taille et irrégulières, qui sont appelées glandes principales ou sub mucosales, entourées 

par un stroma très dense. Elle est le siège de 10% des cancers. Entre les deux se trouve la zone 
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de transition (5% du volume prostatique glandulaire) qui contient les glandes dites mucosales. 

Elle est le site exclusif de l’hyperplasie prostatique bénigne (HBP), et est le siège de 20% des 

cancers prostatiques ( ). 

 

I.2. Organisation de la glande prostatique 

Dans la glande prostatique, l’épithélium stratifié est principalement constitué de deux 

couches : la couche basale faite de cellules cubitales basses, et la couche de cellules 

épithéliales sécrétrices luminales en colonnes (figure 3). 

 

Figure 3 : organisation de la glande prostatique. 
Les cellules basales incluent des cellules souches et des cellules amplificatrices peu différenciées, 
capables de proliférer et de se différencier en cellules épithéliales luminales ou en cellules 
neuroendocrines. Les cellules épithéliales sécrètent le liquide prostatique dans la lumière des glandes 
(adapté de (Abate-Shen and Shen, 2000)). 

 

La couche basale inclut des cellules souches, qui donnent naissance à plusieurs sous-

populations de cellules progénitrices (Isaacs and Coffey, 1989). Les cellules souches sont 

caractérisées par l’expression de marqueurs de cellules basales tel que le CD44, les 

cytokératines 5 et 14 (voir figure 3).Elles sont indépendantes des androgènes pour leur survie 

avec une capacité proliférative importante et un faible niveau apoptotique (Kim et al., 1992). 

Ces cellules donnent une population cellulaire transitoire qui va ensuite donner des cellules 

intermédiaires hétérogènes qui se différencient soit en cellules luminales sécrétrices soit en 

cellules neuroendocrines (Hudson et al., 2001).Cette population cellulaire intermédiaire est 

caractérisé par l’expression de la cytokératine 19 et de l’antigène des cellules souches 
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prostatiques (PSCA) (Hudson et al., 2001 ; Tran et al., 2002). Cette population peut se 

différencier en cellules luminales sécrétrices, exprimant le récepteur des androgènes, ou en 

cellules neuroendocrines, exprimant la chromogranine A (CgA) et l’énolase spécifique des 

neurones (NSE) (Berger et al., 2007 ; Bonkhoff, 2001; Bonkhoff et al., 1994 ). 

 
Figure 4 : modèle de différentiation des cellules prostatiques (adapté de (Zenzmaier et al., 
2008)). 

 

Les cellules luminales sécrétrices synthétisent et sécrètent les composants du liquide 

séminal, notamment l’antigène spécifique de la prostate (PSA), la phosphatase acide 

spécifique de la prostate (PAP), des polyamines et des prostaglandines (Coffey, 1992). 

Les cellules neuroendocrines sont des cellules intraglandulaires hybrides épithéliales-

neuroendocrines qui sécrètent de nombreuses hormones et neuropeptides qui régulent la 

croissance, la différenciation et l’activité sécrétrice de l’épithélium prostatique (Abrahamsson, 

1996). 

 

I.3. Contrôle de l’homéostasie de la prostate 

L’équilibre entre prolifération et apoptose est essentiel au maintien de l’homéostasie 

de la glande prostatique. Les androgènes, via leur liaison à AR, jouent un rôle majeur, bien 

que non exclusif, dans ce mécanisme. Sous l’action des androgènes, la prostate croît 

rapidement lors la puberté, puis maintient un développement très lent jusqu’à l’andropause.  

I.3.a. Les androgènes 

Les androgènes proviennent de deux origines différentes : les testicules et les glandes 

surrénales (voir figure 5).  
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Figure 5 : les différentes sources d’androgènes activant AR dans la prostate (adapté de (Zhu, 
2005)). 
GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone. CRF : Corticotropin-Releasing Hormone. LH : 
Luteinizing Hormone. ACTH : Adrenocorticotropic Hormone. DHT : dihydrotestostérone. AR : 
récepteur des androgènes. 

 

Les androgènes testiculaires 

Chez l’homme adulte, les cellules de Leydig des testicules produisent 95% de la 

testostérone circulante. Les testicules produisent aussi de petites quantités de 

dihydrotestostérone (DHT), d’androstènedione ou 4-dione, d’œstradiol et de progestagènes. 

Seul 2% de la testostérone circulante est sous forme libre et capable de pénétrer dans les 

cellules. Le reste circule sous forme liée à l’albumine (40%) ou à la globuline liant les 

hormones sexuelles (SHBG). Dans les cellules prostatiques, 90% de la testostérone est 

rapidement convertie en DHT par la 5α-réductase. La testostérone et la DHT se lient toutes 

deux au récepteur des androgènes ; cependant l’affinité de la DHT est cinq fois supérieure à 

celle de la testostérone. 
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Les androgènes surrénaliens 

La glande surrénale sécrète des précurseurs inactifs de la DHT : la DHEA, qui est un 

précurseur des œstrogènes et de la testostérone, une forme sulfatée de la DHEA (la DHEAS) 

et l’androstènedione ou 4-dione. Ces précurseurs sont produits en grande quantité (Belanger et 

al., 1989; Labrie et al., 1985 ). La DHEAS est très abondante dans la prostate. Les complexes 

enzymatiques responsables de la transformation de ces précurseurs en DHT sont aussi 

exprimés dans la prostate, en particulier dans le compartiment stromal (Mizokami et al., 

2009). 

 

I.3.b. Effets directs des androgènes sur les cellules épithéliales prostatiques 

Le rôle majeur des androgènes dans la prostate a pu être démontré par des expériences 

de castration chez le rat (Coffey et al., 1968 ; Colombel et al., 1992; Isaacs, 1984a ; Isaacs, 

1984b ; Isaacs, 1984c ; Lesser and Bruchovsky, 1973 ).L’inhibition de la production 

d’androgènes testiculaires, par castration chirurgicale ou chimique, réduit considérablement le 

niveau d’androgènes circulant dans l’organisme, y compris dans la prostate. Elle induit chez 

le rat une involution rapide de la prostate avec un déroulement chronologique extrêmement 

reproductible. Le niveau de DHT dans la prostate diminue de 35% six heures après la 

castration et de 95% après sept jours. Durant les deux premiers jours, le nombre de cellules 

prostatiques reste constant, alors que la réduction du taux de DHT intra-prostatique est déjà 

maximale. Durant les huit jours suivants, une très forte réduction du nombre de cellules dans 

la prostate est observée. Dix jours après la castration, 80% des cellules prostatiques sont 

mortes par apoptose (Kyprianou and Isaacs, 1988). L’un des événements initiateurs de cette 

induction de l’apoptose dans la prostate ventrale semble être un changement de la localisation 

d’AR. En effet, trois heures seulement après la castration, le niveau d’AR nucléaire diminue 

de 50%, pour atteindre un niveau indétectable après 12h. L’apoptose des cellules prostatiques 

se poursuit pendant les 2 semaines suivant la castration, alors qu’AR a depuis longtemps 

disparu du noyau. De nombreux facteurs sont impliqués dans cette induction de l’apoptose 

(Ma et al., 2009). Les androgènes n’ont pas seulement un effet négatif sur l’apoptose des 

cellules épithéliales prostatiques, mais ont également un effet positif sur leur prolifération et 

sur la réplication de l’ADN. L’absence d’androgènes a donc un double effet : inhibition de la 

prolifération et induction de l’apoptose (Isaacs, 1984b ; Ma et al., 2009). 
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Les différents types cellulaires présents dans la prostate n’ont pas tous la même 

dépendance vis-à-vis des androgènes. Les cellules épithéliales expriment AR, et leur survie 

ainsi que leur activité sécrétoire sont dépendantes de la voie des androgènes. Au contraire, les 

cellules souches basales, qui n’expriment pas AR, ne sont pas affectées par la suppression 

androgénique et n’entrent pas en apoptose suite à la castration (Maitland and Collins, 2008; 

van Leenders and Schalken, 2003 ). Les cellules intermédiaires ne sont pas dépendantes des 

androgènes pour leur survie, mais leur croissance et leur différenciation sont sensibles à ces 

hormones. Ainsi, la prostate est un ensemble hétérogène de cellules strictement androgéno-

dépendantes, de cellules androgéno-sensibles et de cellules androgéno-indépendantes 

(Maitland and Collins, 2008). Si la castration provoque une involution prostatique, 

inversement la restauration du taux d’androgènes provoque rapidement la différenciation de 

nombreuses cellules intermédiaires en cellules épithéliales sécrétrices. La réactivation de la 

voie de signalisation d’AR induit la survie, la prolifération et la différenciation des cellules 

épithéliales prostatiques, jusqu’à la restauration complète de la prostate fonctionnelle et la 

production de protéines séminales (Bruchovsky et al., 1975). A ce stade, un nouvel équilibre 

entre prolifération et apoptose se met en place. C’est cet équilibre qui est perturbé dans les 

pathologies prostatiques telles que l’hyperplasie bénigne (HBP) et le carcinome prostatique. 

En plus des effets sur la prolifération et l’apoptose des cellules épithéliales, les 

androgènes régulent également l’état du réseau vasculaire dans la prostate normale et 

tumorale via la régulation de la sécrétion de facteurs pro- et anti-angiogéniques. 

 

I.3.c. Régulation paracrine des cellules épithéliales 

Le rôle du mésenchyme dans les organes adultes n’est sans doute pas restreint à un 

simple support mécanique : dans de nombreux cas, il communique avec les cellules 

épithéliales par le biais d’une signalisation paracrine (Condon and Bosland, 1999). Le stroma 

prostatique contient des cellules musculaires lisses et des fibroblastes, mais aussi des cellules 

endothéliales, des nerfs, des lymphocytes infiltrants. L’établissement de co-cultures de 

cellules épithéliales et stromales prostatiques ou l’utilisation de milieux conditionnés 

permettent d’étudier dans des conditions contrôlées les interactions entre cellules stromales et 

épithéliales, ainsi que les molécules impliquées dans ces interactions. Plusieurs équipes ont 

ainsi montré que des fibroblastes prostatiques ou non, pouvaient stimuler de manière 
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paracrine la croissance de cellules épithéliales prostatiques (Gleave et al., 1991 ; Kabalin et 

al., 1989 ; Shigemura et al., 2009).  

Les androgènes étant le régulateur majeur de la croissance prostatique, il paraissait 

possible que ce contrôle paracrine soit régulé par les androgènes. Cette hypothèse a été 

confirmée par différentes équipes soit en co-culture soit en greffe orthotopique. Les résultats 

ne sont cependant pas tous concordants (stimulation ou inhibition de la prolifération) mais 

démontrent que les androgènes peuvent influencer la croissance des cellules épithéliales en 

passant par les cellules stromales (Halin et al., 2007; Hayward et al., 1992 ; Jennbacken et al., 

2009; Yan et al., 1992 ). Les facteurs de croissance sécrétés par le stroma sous l’influence des 

androgènes sont appelés « andromédines ». Ces facteurs sont des membres de la famille du 

FGF, mais aussi du TGFβ, le VEGF, l’EGF, les IGF…L’induction de la prolifération des 

cellules épithéliales et la régulation de l’angiogenèse par les androgènes seraient en partie 

relayées par le stroma via les andromédines. Ces résultats permettent d’appréhender le stroma 

prostatique comme une cible éventuelle dans les carcinomes prostatiques. 

Outre la régulation par les sécrétions stromales, la croissance, la différenciation et 

l’activité sécrétoire des cellules épithéliales prostatiques sont également sous le contrôle d’une 

autre régulation paracrine : la régulation neuroendocrine. Les cellules neuroendocrines 

n’exprimant pas AR, elles régulent de manière paracrine et endocrine les cellules épithéliales, 

indépendamment des androgènes. Le NGF, la neurotrophine-3, la bombesine, la neurotensine, 

la sérotonine, le gastrin-releasing peptide, par exemple, sont impliqués dans ces régulations 

(Abrahamsson, 1999 ; Bologna et al., 1989 ; Dalsgaard et al., 1989 ; Kung and Evans, 2009; 

Lee et al., 2001 ; Seuwen and Pouyssegur, 1990 ; Zachary et al., 1987 ). 

 

I.3.d. Le récepteur des androgènes 

Les androgènes régulent donc la croissance, le développement et la fonction de la 

glande prostatique. Ils agissent sur les cellules épithéliales prostatiques en se fixant au 

récepteur des androgènes (AR). AR est un membre de la superfamille des récepteurs 

nucléaires comprenant entre autre les récepteurs des stéroïdes, des rétinoïdes, de la vitamine 

D3 et des hormones thyroïdes (Mozer et al., 2009). Il possède 4 différents domaines 

fonctionnels: un domaine de fixation du ligand, un domaine de liaison à l’ADN, une région 

charnière et un domaine de transactivation (figure 6). 
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Figure 6 : Organisation du récepteur aux androgènes. 
La protéine est constituée de 919 acides aminés et divisée en quatre domaines fonctionnels : un 
domaine NH2 terminal de transactivation (1), un domaine de liaison à l’ADN (DBD) (2), une région 
charnière (4) et un domaine de fixation au ligand(LBD) (3). AF1 et AF2 sont deux régions activatrices 
situées respectivement dans le domaine NH2 terminal et dans le domaine de fixation au ligand 
(d’après (Zhou et al., 1994)). 

 

En l’absence de ligand, AR est extrait des cellules sous la forme d’hétérocomplexes de 

haut poids moléculaire (250-300kDa). De nombreuses protéines constituant ces 

hétérocomplexes ont été identifiées : ce sont des protéines chaperonnes ou protéines de choc 

thermique, telles que Hsp70, Hsp90, Hsp40, Hip, Hop, ou encore p23. Ces complexes 

permettent de maintenir AR dans une conformation inactive mais avec une haute affinité pour 

le ligand. Hsp40 est d’ailleurs indispensable à la liaison AR-ligand (Fan et al., 2005; Kung 

and Evans, 2009 ). Au contraire, Hsp70 fonctionne comme un régulateur négatif de l’activité 

transcriptionnelle d’AR (Terada, 2005). Hsp90 joue un rôle dans la conformation d’AR dans 

le cytoplasme, mais aussi dans la translocation nucléaire d’AR en démasquant le NLS (signal 

de localisation nucléaire) et les sites de dimérisation. Enfin, après liaison du ligand, elle 

confère au récepteur une conformation qui le rend apte à la liaison de l’ADN (Heemers and 

Tindall, 2007; Prescott and Coetzee, 2006 ). 

La fixation du ligand entraîne un changement de conformation d’AR, qui permet une 

interaction entre ses parties amino-terminale et carboxy-terminale. Lors de la fixation du 

ligand, une grande partie des protéines formant le complexe d’AR se dissocie (Prescott and 

Coetzee, 2006). De nombreux auteurs ont montré que la fixation du ligand s’accompagne 



19 
 

d’une hyperphosphorylation d’AR (Gioeli et al., 2002 ; Kuiper and Brinkmann, 1995 ; Wong 

et al., 2004). Le rôle de la phosphorylation de chaque résidu dans l’activation d’AR n’est pas 

totalement défini. Globalement, la phosphorylation induite par le ligand permettrait à AR de 

transloquer dans le noyau et d’activer la transcription (Bruggenwirth et al., 1997; Jenster et 

al., 1994 ). 

Comme tous les récepteurs nucléaires, AR possède une séquence signal de localisation 

nucléaire (NLS) qui est démasquée lors de la liaison du ligand. Le NLS d’AR est situé dans le 

domaine carboxyterminal du DBD ainsi que dans la région charnière (Zhou et al., 1994). AR 

interagit alors avec de nombreuses protéines qui vont moduler son activité en agissant sur les 

différentes étapes allant de l’induction du récepteur par son ligand jusqu’à son activité 

transcriptionnelle sur ses gènes cibles. Ils peuvent ainsi moduler positivement (coactivateurs) 

ou négativement (corépresseurs) le taux de transcription des gènes cibles du récepteur 

(Heemers and Tindall, 2007; Heinlein and Chang, 2002 ). 

Dans le noyau, AR se lie à l’ADN sur de courtes séquences mises en évidence 

principalement dans les régions promotrices de ses gènes cibles. La séquence consensus de 

l’élément de réponse aux androgènes (ARE) dit « classique » est constituée de deux 

répétitions inversées de la séquence 5’-AGAACA-3’ (Cato et al., 1987 ; Ham et al., 1988).Les 

ARE identifiés dans les promoteurs des gènes cibles naturels d’AR diffèrent parfois 

considérablement de cette séquence consensus. Ces séquences ARE peuvent être répétées un 

grand nombre de fois dans les promoteurs des gènes cibles et, peuvent être très proches du site 

d’initiation de la transcription ou bien dans des enhancers qui se trouvent parfois plusieurs 

kilobases en amont du site d’initiation de la transcription (Gelmann, 2002). 

De nombreux gènes ont été mis en évidence comme régulés par les androgènes. Les 

gènes identifiés sont de nature variée, impliqués dans la survie, la croissance, la division, le 

métabolisme, la différenciation, la signalisation cellulaire et l’angiogenèse (D'Amico et al., 

2001 ; D'Amico et al., 1998 ; Lamont and Tindall, 2010 ; Lin et al., 2005; Nantermet et al., 

2004 ). Le gène cible le plus connu est l’Antigène Spécifique de la Prostate (PSA) (Cleutjens 

et al., 1996 ; Schuur et al., 1996). Le PSA, ou kallikréine-3 est fortement exprimé dans les 

cellules épithéliales prostatiques, et très faiblement exprimé voire absent dans les autres 

tissus. Il est normalement indétectable dans le sang. Le PSA fait partie d’une famille de gènes, 

les kallikréines, qui comprennent une dizaine de gènes localisés sur le chromosome 19 et 

codant pour des sérines protéases. Plusieurs de ces gènes sont fortement exprimés dans la 



20 
 

prostate. La détection du PSA dans le sang traduit un dysfonctionnement de la prostate, 

comme une HBP, une prostatite, ou un cancer. Le PSA est un marqueur utilisé en routine chez 

les malades atteints du cancer de la prostate pour évaluer le grade tumoral, la réponse au 

traitement, le pronostic et la progression tumorale. En effet, la production de PSA chez la 

plupart des patients est initialement strictement dépendante des androgènes et subit un déclin 

très marqué suite à la castration chimique ou chirurgicale. Cependant, sa fiabilité en tant que 

marqueur prédictif est très contestée, et la recherche de nouveaux marqueurs prédictifs est un 

axe de recherche important pour les cancers de la prostate. 

 

I.4. Le cancer de la prostate 

 

L’adénocarcinome prostatique est la première cause de mortalité par cancer chez les 

hommes de plus de cinquante ans. La voie androgénique joue un  rôle central dans cette 

pathologie, et la surproduction du PSA est le critère de diagnostic principal. Cependant les 

mutations d’AR dans les tumeurs prostatiques primaires sont peu nombreuses (Gottlieb et al., 

2004). Il semblerait qu’elles apparaissent préférentiellement au stade métastatique de la 

maladie (Avila et al., 2001 ; Lamb et al., 2001). Ces mutations provoquent un gain de fonction 

d’AR qui aboutissent entre particulier à l’activation constitutive de la prolifération des 

cellules cancéreuses (Gottlieb et al., 2004 ; Rajender et al., 2007). 

I.4a Origine 

Le carcinome prostatique a été initialement décrit comme se développant à partir des 

cellules épithéliales des glandes dites principales, situées dans la zone centrale de la prostate. 

En effet, on note un fort avantage prolifératif ainsi qu’un déficit d’apoptose dans ce 

compartiment cellulaire. De plus, les carcinomes prostatiques sont androgéno-dépendants, 

tout comme les cellules épithéliales. Les carcinomes prostatiques peuvent se développer 

consécutivement à une PIN, et donc prendre leur origine dans ce compartiment cellulaire. 

Cependant, l’initiation du CaP pourrait avoir lieu plus en amont, dans les cellules souches 

situées dans la membrane basale de la glande prostatique (Lawson et al., 2010). Il existe en 

effet une forte surexpression du PSCA (Prostate stem cell antigen), exprimé par les cellules 

basales, dans 88% des carcinomes prostatiques (Reiter et al., 1998). Il pourrait aussi être initié 

au niveau des cellules souches épithéliales luminales (Wang et al., 2009c). Les cellules 

souches cancéreuses ne sont pas encore parfaitement décrites et caractérisées (Xin et al., 
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2005).Néanmoins, les cellules souches prostatiques du compartiment basal n’expriment pas 

AR, ce qui les rend insensibles aux traitements hormonaux, et elles expriment de forts 

niveaux de la protéine anti-apoptotique Bcl2, ce qui les rend peu sensibles aux autres 

thérapies (Salm et al., 2005). Ceci pourrait expliquer le manque d’efficacité des traitements 

actuels dans un certain nombre de cas, et incite au développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 

 

I.4b Epidémiologie 

 

L’incidence du CaP est en constante augmentation en France depuis le début des 

années 1990 [Institut National du Cancer. Dynamique d’évolution des taux de mortalité des 

principaux cancers en France.  http://www.e-cancer.fr/toutes-les-actualites/81/4703-la-baisse-

de-la-mortalite-par-cancers-saccelere-en-france.]. Aux Etats-Unis, il a été constaté un « pic » 

d’incidence au cours de la même période, suivi d’une augmentation de l’incidence jusqu’à nos 

jours (Jemal et al., 2010). L’hypothèse d’un lien entre l’augmentation de l’incidence et la 

pratique croissante du dosage du PSA a été évoquée, bien qu’elle ne puisse être clairement 

confirmée. L’augmentation de la prévalence du cancer, elle-même dépendante de facteurs 

environnementaux, est aussi une hypothèse possible (Delongchamps et al., 2006). 

 

Le taux de mortalité, après avoir culminé au début des années 1990, a ensuite diminué. Selon 

les projections, le taux est estimé à 11,2 décès pour 100 000 hommes en 2010. Cette 

diminution concerne toutes les tranches d’âge sur la période décennale récente, en particulier 

entre 60 et 84 ans. La baisse est de -16 % chez les 55-59 ans et -11 % chez les 85 ans et plus 

[Institut National du Cancer. Dynamique d’évolution des taux de mortalité des principaux 

cancers en France.  http://www.e-cancer.fr/toutes-les-actualites/81/4703-la-baisse-de-la-

mortalite-par-cancers-saccelere-en-france.]. La baisse du taux de mortalité observée, alors que 

le taux d’incidence a augmenté fortement, est principalement attribuée à la fréquence 

croissante des stades limités au diagnostic, beaucoup mieux curables que les stades avancés. 

L’évolution concomitante de l’accès aux soins et aux progrès thérapeutiques y a aussi 

largement contribué. 
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La prévalence du CaP augmente avec l’âge. Elle a pu être évaluée grâce aux études 

autopsiques réalisées en Europe (Sanchez-Chapado et al., 2003; Soos et al., 2005 ) et aux 

Etats-Unis (Haas et al., 2007; Sakr et al., 1994 ). Alors que l’incidence observée est quasiment 

nulle à 50 ans, la prévalence réelle est d’environ 10%. Après 60 ans, le nombre de cancers 

détectés reste inférieur de trois fois au nombre réel de cancers présents dans la population. 

 

Ces données épidémiologiques ont permis de comprendre que la majorité des cancers étaient 

latents, encore appelés indolents ou cliniquement non significatifs. Ces cancers, de faible 

potentiel évolutif, sont considérés comme inoffensifs. Caractérisés histologiquement par leur 

faible volume (tumeur index <0,5 cc) et leur faible grade (score de Gleason <3+3), ils sont 

néanmoins difficiles à caractériser sans une analyse anatomopathologique exhaustive de la 

prostate. La « sur détection » de ces cancers par le dépistage pose donc le problème de la prise 

en charge de ces patients, et du risque de « sur traitement ». 

 

I.4c Diagnostic 

 

Dépistage 

Depuis plusieurs années, l’association française d’urologie, de même que les sociétés savantes 

européennes et américaines, recommandent d’effectuer un dépistage individuel du cancer de 

la prostate (CaP), avec un rythme laissé à la discrétion du praticien [Recommandations 

CCAFU 2007-Cancer de la prostate. Étude scientifique sur l’état des lieux en France sur le 

dépistage individuel et le traitement initial du cancer de la prostate pour l’OPEPS: 

http://www.urofrance.org/fileadmin/user upload/afu-info/2009-05-n38/OPEPSetude-cancer-

prostate.pdf.]. Ce dépistage s’adresse aux hommes âgés de 50 à 75 ans, c’est à dire ceux ayant 

une espérance de vie de plus de 10 ans. Il est recommandé de débuter ce dépistage dès l’âge 

de 45 ans en cas de risque familial (antécédents familiaux de CaP) ou ethnique (populations 

d’origine africaine ou antillaise). Le dépistage repose sur 2 outils, le toucher rectal (TR) et le 

dosage du PSA total. 
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Le dépistage du CaP fait l’objet de nombreuses controverses, qui concernent principalement 

trois points: son bénéfice en terme de survie, le risque de « sur détection » et donc de « sur 

traitement », et enfin sur le cout engendré par la prise en charge des patients. 

 

Sur détection et risque de sur traitement 

Le dépistage individuel, tel qu’il est pratiqué actuellement, a naturellement augmenté la 

proportion de révélation de tumeurs dites non significatives. Ainsi, une étude américaine a 

estimé en 2002 que 29 % des cancers chez les hommes de race blanche et 44 % des cancers 

chez les hommes de race noire étaient des cancers « sur-diagnostiqués » (Etzioni et al., 2002). 

De même, d’après les données du groupe ERSPC de Rotterdam, le taux de « sur-diagnostic » 

du CaP serait de 50 % (Draisma et al., 2003). Enfin, une étude de détection biopsique sur 

prostate autopsique a évalué le taux de détection des cancers significatifs et non significatifs 

par rapport à la prévalence réelle de ces 2 formes histologiques (Haas et al., 2007). En 

pratiquant « ex-vivo » des protocoles standards de biopsies prostatiques (12 prélèvements), les 

auteurs ont constaté que 80% des cancers significatifs étaient détectés au prix d’une détection 

de 33% des cancers non significatifs. 

La « sur détection » de cancers latents, dits « non significatifs », entraine naturellement un 

risque de « sur traitement », constaté par l’étude ERSPC (Draisma et al., 2003). Ce « sur 

traitement » est principalement lié aux difficultés de caractérisation du cancer, à la fois par le 

taux de PSA et les biopsies de la prostate. Celles-ci, de par leur caractère randomisé et peu 

reproductible (Mozer et al., 2009), sous-estiment à la fois le score de Gleason et le volume 

tumoral, conduisant à une sous-stadification du cancer. Même en l’absence de critères 

biopsiques péjoratifs, tels qu’un score de Gleason ou un pourcentage d’envahissement 

biopsique élevé, le risque de cancer cliniquement significatif a été rapporté à plus de 30 % 

(Boccon-Gibod et al., 2006). L’étude Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT) a en outre 

suggéré qu’un PSA sérique inférieur à 4 ng/mL ne permettait pas non plus de diminuer ce 

risque (Lucia et al., 2008).  

 

Biopsies de la prostate 

Depuis l’introduction des biopsies systématisées pour le diagnostic du cancer de la prostate 

(Hodge et al., 1989), de nombreuses études ont été réalisées pour établir le schéma de biopsies 

idéal (nombre et sites des prélèvements) mais aucun consensus vrai n’a été obtenu. Cela est 
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dû, d’une part, à la grande hétérogénéité des populations et des protocoles étudiés et, d’autre 

part, à la variabilité anatomique interindividuelle des patients et la variabilité intra et inter 

observateur dans le placement (positionnement) des biopsies. Par ailleurs, les sensibilités et 

spécificités des différents schémas proposés pour le diagnostic du cancer de la prostate ne 

peuvent être établies en raison de l’absence d’un test de référence pouvant remplacer l’analyse 

histologique de la prostate incluse dans sa totalité. Malgré cette absence de consensus, le 

schéma standard accepté et largement utilisé est passé de six à dix à 12 biopsies postérieures 

réalisées par voie transrectale échoguidée. 

 

 

Figure 7: coupe sagitalle shématique du bassin montrant la position de la sonde 

d’échographie. 

 

I.4d Bilan d’extension et facteurs pronostiques 

 

Extension loco-régionale 

 

L’IRM (imagerie par résonance magnétique) avec antenne endo-rectale donne de bonnes 

images de l’anatomie prostatique dans les différents plans de l’espace. La détection d’une 

extension extra-capsulaire de plus de 1 mm (stade pT3 établi) est possible avec une sensibilité 

Vue sagittale du bassin montrant la position 

intrarectale (Re) de la sonde d’échographie 

munie de son guide de ponction dans lequel 

est placée l’aiguille 18 Gauge. La prostate 

(P) est visualisée et les biopsies sont placées 

précisément soit selon un schéma 

systématisé, soit dirigées sur une anomalie. 

Ve : vessie. 
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de 70% et une spécificité de 95% (Cornud et al., 2002 ; Jager et al., 1996). Les signes 

d’envahissement des vésicules séminales ont une spécificité de pratiquement 100% (Cornud 

et al., 2002 ; Jager et al., 1996). 

 

Extension à distance 

Les métastases osseuses sont recherchées par la scintigraphie osseuse qui est l’examen de 

référence. La scintigraphie n’est pas recommandée en cas de PSA < à 10 ng/mL, car le taux 

de métastases est <1% (Oesterling, 1993). Avec un seuil de 20 ng/mL, le taux de métastases 

est <2%. La recherche de métastases osseuses ne devrait être idéalement réalisée qu’avec des 

valeurs de PSA >20 ng/mL. En pratique néanmoins, elle est recommandée en cas de PSA >10 

ng/mL ou lorsqu’il existe un cancer de score de Gleason >3+3 sur les biopsies.  

 

Facteurs pronostiques 

En cas de cancer localisé, la stratification du risque évolutif, établi sur la valeur du PSA, le 

score de Gleason biopsique et le stade clinique (tableau 1), permet d’estimer le risque de 

récidive biologique et le taux de mortalité spécifique après traitement curatif (D'Amico et al., 

1998). 

 

Les analyses statistiques de survie sans récidive après prostatectomie radicale ont permis de 

distinguer trois groupes de patients en préopératoire (groupes à risque de D’Amico, figure 8) 

(D'Amico et al., 1998): les patients à faible risque, risque intermédiaire, et haut risque de 

récidive après prostatectomie radicale. 

 

 

Figure 8 : classification des groupes à risque de D’Amico 
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D’autres facteurs pronostiques préopératoires doivent être considérés, en plus des critères de 

D’Amico. Ces facteurs sont la vélocité du PSA et le TD PSA (temps de doublement du PSA) 

(Lin et al., 2005), le pourcentage de biopsies positives (D'Amico et al., 2001), et le 

pourcentage de tissu biopsique envahi (Ravery et al., 2000). En effet, les patients présentant 

un PSA DT < 6 mois, une vélocité du PSA > 2 ng/mL/an, plus de 50% de biopsies positives, 

ou plus de 30% de tissu biopsique envahi, sont considérés comme à haut risque de récidive 

après prostatectomie radicale. 

 

Après prostatectomie radicale, l’évaluation du pronostic peut être réalisée de manière plus 

fiable grâce à l’analyse anatomopathologique de la pièce opératoire, et l’établissement du 

stade pT ainsi que du score de Gleason final. 

 

I.4e Traitement des cancers localisés 

-Prostatectomie totale 

Une sélection rigoureuse des patients est indispensable avant de poser l’indication 

chirurgicale. Cette sélection repose en premier lieu sur l’âge, la présence de co-morbidités, et 

donc de l’espérance de vie des patients. Le cancer de la prostate présente une évolution lente, 

et un traitement à visée curative n’est susceptible d’améliorer la survie qu’en cas d’espérance 

de vie de plus de 10 ans au moment du diagnostic. Sur le plan carcinologique, ce traitement 

curatif pose actuellement un problème de « sur traitement » déjà évoqué précédemment. En 

effet, en cas de cancer à risque faible de D’Amico, jusqu’à 40% des patients seraient porteurs 

d’un cancer latent, dit non significatif. Or, les outils actuels de caractérisation ne permettent 

pas de manière fiable de sélectionner ces patients. De nouveaux marqueurs pronostiques sont 

donc nécessaires pour améliorer la caractérisation du CaP et adapter la prise en charge. 

 

-Radiothérapie externe conformationnelle 

La radiothérapie est une des options fréquemment retenues dans le traitement des tumeurs de 

risque intermédiaire. Elle est soit exclusive avec escalade de dose, soit associée à une 

hormonothérapie courte. 
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-Curiethérapie 

Ce traitement moins invasif et morbide est possible sur le plan carcinologique en cas de 

cancer de la prostate à faible risque, de stade ≤ à T2b, de score de Gleason <7 et avec une 

valeur de PSA ≤10 ng/mL. Les études de D’AMICO montrent un risque de récidive plus 

important après curiethérapie des cancers de risque intermédiaire que celui observé après 

prostatectomie totale ou radiothérapie externe (D'Amico et al., 1998). Pour certains auteurs, le 

score de Gleason 3+4 ou un PSA entre 10 et 15 ne constituent une contre-indication formelle.  

 

-Surveillance active 

La notion de surveillance active (« active monitoring ») est récente. Elle s’adresse aux 

patients suspectés d’avoir un cancer « non significatif ». Un programme de surveillance active 

a deux objectifs : 

- proposer un traitement définitif pour les cancers localisés à faible risque initial mais enclins 

à progresser. 

- réduire le risque des effets secondaires et des complications des traitements pour des cancers 

non susceptibles de progresser. 

 

Une surveillance active peut être proposée pour des tumeurs sans grade 4 majoritaire (Gleason 

7=3+4), T1c ou T2a avec un PSA <10 ng/mL, avec moins de 3 biopsies positives (sur au 

moins 6 réalisées) et moins de 50% de tumeur sur chaque biopsie envahie (Wong et al., 2006). 

Le traitement curatif est proposé en cas d’élévation : de la valeur du PSA> à 10 ng/mL ou 

d’un temps de doublement du PSA <3 ans, ou d’une évolution locale >T2a, ou de la présence 

de plus de 2 biopsies positives au contrôle histologique à distance ou de grade 4 majoritaire. 

Néanmoins, comme cela a été précédemment précisé, de nouveaux marqueurs pronostiques de 

risque de progression sont nécessaires pour mieux sélectionner les patients vers cette prise en 

charge. 

 

-Traitements focaux 

Différents protocoles de traitement focal, le plus souvent par hémiablation, sont en cours 

d’évaluation par des études de phase II et III. Plusieurs types d’outils ablatifs sont testés, tels 
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que la photothérapie dynamique, les micro-ondes (HIFU), la cryothérapie ou la curiethérapie 

focale. Ces traitements expérimentaux ne sont pas actuellement recommandés en pratique 

courante. 

 

I.4f Suivi après traitement curatif 

 
Le suivi repose principalement sur la surveillance du taux sérique du PSA. La récidive 

biologique est définie par la persistance d’un PSA détectable après PR ou la réascension du 

PSA après une période plus ou moins longue d’indétectabilité (Partin and Oesterling, 1994). Il 

n’existe pas de consensus concernant la définition de la récidive biologique après chirurgie 

(Cookson et al., 2007). L’EAU (European Association of Urology) recommande de 

considérer le seuil de 0,2 ng/mL, confirmé par un deuxième prélèvement, comme récidive 

biologique (Aus et al., 2005). D’après Lange et al (Lange et al., 1989), la récidive biologique 

précède la récidive clinique de 6 à 48 mois. 

 

I.4g Traitement des CaP métastatiques 

 

Le cancer de la prostate métastase préférentiellement dans les ganglions lymphatiques et dans 

l’os. Le traitement repose sur le blocage androgénique, obtenu en inhibant la sécrétion de 

testostérone testiculaire (castration chirurgicale ou chimique) ou en inhibant les récepteurs 

aux androgènes. 

 

Les thérapies hormonales 

Dès 1941, Charles Huggins a montré que la castration par pulpectomie bilatérale induisait une 

régression du cancer de la prostate, ce qui lui a valu le prix Nobel de médecine (Gottlieb et al., 

2004). Depuis cette date, un blocage androgénique est proposé chez les patients ayant un 

cancer de la prostate métastatique, dans le cadre d’un traitement unique ou combiné.  

 

 La pulpectomie 
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Considérée comme le traitement castrateur de référence, la pulpectomie bilatérale permet 

d’obtenir une castration irréversible, avec une testostéronémie <15 ng/dL en moins de 12 

heures. Néanmoins, le seuil de castration communément admis est plus élevé, à 50 ng/dL. 

 

 Les agonistes de la LHRH  

Les agonistes de la LHRH (busereline, gosereline, leuproreline, triptoreline) (Labrie et al., 

1993) sont les principaux traitements castrateurs médicamenteux et semblent avoir une 

efficacité équivalente quelle que soit leur formulation. Ils sont délivrés par injections SC ou 

IM à un rythme de 3 ou 6 mois. Ils stimulent initialement l’axe hypothalamo-hypophysaire, 

entrainant une élévation de la testostérone plasmatique pendant environ une semaine (« flare 

up »). Le seuil de castration est atteint en 2 à 4 semaines. Leur efficacité est similaire à la 

pulpectomie. En cas de maladie avancée, le “flare-up” peut se traduire cliniquement par une 

augmentation des douleurs osseuses, une rétention aigue d’urine, une insuffisance rénale 

obstructive, une compression médullaire ou un évènement thrombo-embolique. Pour éviter 

ces complications, un anti-androgène périphérique doit être débuté le même jour et poursuivi 

pendant 2 semaines. 

 

 Les antagonistes de la LHRH  

Les antagonistes de la LHRH sont des inhibiteurs compétitifs des récepteurs de la LHRH. 

Leur effet est rapide sans phénomène de « flare up ». Le Degarelix est le seul antagoniste de 

la LHRH commercialisé. La dose recommandée est de 240 mg le premier mois, suivi de 80 

mg par mois en injections SC. Le seuil de castration est atteint au bout de 3 jours chez plus de 

95% des patients. Des douleurs légères à modérées au point d’injection ont été rapportées 

chez 40% des patients, principalement après la première injection. Une étude a suggéré une 

meilleure survie sans progression sous Degarelix par rapport à la leuproréline après un suivi 

médian de 27 mois (Pinski et al., 1992). 

 

 Les anti-androgènes  
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Les anti-androgènes inhibent le récepteur aux androgènes dans le noyau des cellules 

prostatiques. Il en existe 2 types : 

-Les anti-androgènes stéroïdiens, qui en plus de leur action périphérique inhibent l’axe 

hypothalamo-hypophysaire, entrainant une diminution de la testostéronémie (Schroder, 1993). 

-Les anti-androgènes non stéroïdiens, qui ont une action uniquement périphérique. 

 

Parmi les anti-androgènes stéroïdiens, l’acétate de cyprotérone est le plus utilisé. Ses 

principaux effets secondaires sont une diminution de la libido et une dysfonction érectile. Il 

est aussi potentiellement cardio-toxique et hépato-toxique. En raison de l’absence de preuve 

de non infériorité par rapport aux agonistes de la LHRH, il n’est pas recommandé en 

monothérapie. 

 

Parmi les anti-androgènes non stéroïdiens, le bicalutamide est le plus utilisé (Kolvenbag et al., 

1998). Ses effets secondaires sexuels et osseux ont été suggérés moins importants que les anti-

androgènes stéroïdiens ou que les agonistes de la LHRH. Ses principaux effets secondaires 

sont la gynécomastie et les bouffées de chaleur. En traitement primaire, et utilisé en 

monothérapie à la dose de 150 mg par jour, le Bicalutamide a une efficacité équivalente à la 

castration chimique ou chirurgicale chez les patients ayant un cancer localement avancé M0. 

En cas de stade M1, la castration permet d’obtenir une meilleure survie globale. Le 

Bicalutamide en monothérapie doit donc être réservé aux patients M1 sélectionnés et 

informés, ayant un PSA peu élevé. En traitement adjuvant à la radiothérapie pour cancer 

localement avancé, il n’existe pas un niveau de preuve suffisant pour recommander son 

utilisation en monothérapie.  

 

 Les œstrogènes 

Le Diesthylstilboesterol (DES) est l’œstrogène le plus utilisé chez les patients ayant un cancer 

de la prostate. Son efficacité est similaire à la pulpectomie bilatérale (niveau de preuve 1a). 

Néanmoins, son utilisation est limitée en raison de sa cardio-toxicité, même à une dose faible 

de 1 mg / jour. 
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I.4h Résistance à la castration 

 

Quel que soit le traitement hormonal utilisé, l’évolution se fait inéluctablement vers le stade 

de résistance à la castration au bout d’une durée médiane de 18 à 20 mois, puis au décès du 

patient après une durée médiane d’un an.  

Les mécanismes de résistance à la suppression androgénique peuvent être subdivisés en deux, 

ceux dépendants d’AR et ceux indépendants de la signalisation androgénique (Boehm et al., 

1997; Feldman and Feldman, 2001 ). La figure 6 résume les différents mécanismes 

d’émergence de résistance à la castration. 

 

Figure 9 : Les mécanismes d’émergence de résistance à la castration. 
a. La voie d’hypersensibilité d’AR : AR est surexprimé ou a une sensibilité accrue pour les 
androgènes, ce qui permet de compenser les faibles taux d’androgènes circulant. Par ailleurs, une 
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augmentation de l’activité 5α-réductase peut permettre une plus forte activation d’AR par les 
androgènes. b. La liaison par AR d'autres ligands (stéroïdes, glucocorticoïdes), ou son activation par 
des ligands normalement antagonistes. c. Une voie d’activation d’AR indépendamment du ligand peut 
passer par l’activation de récepteurs tyrosine kinases, et la phosphorylation d’AR par différentes voies. 
d. Des voies parallèles de survie cellulaire, indépendantes des androgènes, peuvent aussi être activées. 
e. Des cellules androgéno-indépendantes – toujours présentes dans la prostate et pouvant inclure des 
cellules progénitrices ou des cellules neuroendothéliales – peuvent aussi être sélectionnées par les 
thérapies anti-androgéniques et être à l’origine de l’échappement tumoral.f. Les cellules tumorales 
peuvent produire directement des androgènes. g. La stabilité d’AR peut être augmentée soit par 
phosphorylation, soit par des modifications des co-récepteurs d’AR. (adapté d’après (Feldman and 
Feldman, 2001))(Feldman and Feldman, 2001)(Feldman and Feldman, 2001)(Feldman and Feldman, 
2001)(Feldman and Feldman, 2001)(Feldman et Feldman 2001)  

 

L’expression d’AR a été identifiée dans la grande majorité des carcinomes 

prostatiques, y compris ceux qui ne répondent plus aux anti-androgènes, ainsi que dans leurs 

métastases. Il reste actif et participe à la progression tumorale par différents mécanismes (Chi 

et al., 2009).Des nombreuses études confirment l’importance de la signalisation androgénique 

dans les cancers de la prostate résistant à la castration (CRCaP), en effet l’inhibition d’AR 

dans des modèles de tumeurs résistantes à la castration, diminue fortement la croissance 

tumorale (Compagno et al., 2007 ; Snoek et al., 2009). Des études ont démontré une 

augmentation de l’expression d’AR dans des xénogreffes hormono-résistantes ainsi que dans 

des prélèvements de tumeurs prostatiques de patients atteint de CRCaP (Antonarakis et al., 

2009 ; Linja et al., 2001 ; Mohler et al., 2004). In vitro et in vivo, la transformation de cellules 

prostatiques hormono-sensibles en cellules résistantes à la castration peut être induite par une 

augmentation de l’expression d’AR (Antonarakis et al., 2009).Des antagonistes d’AR, le 

bicalutamide, le flutamide, l’acétate de cyprotérone, peuvent devenir agonistes ainsi que 

d’autres ligands tel que les œstrogènes ou la progestérone (Antonarakis et al., 2009 ; Culig et 

al., 1997; Culig et al., 1999 ).Des mutations ponctuelles sont retrouvées dans les carcinomes 

prostatiques, et conduisent également à l’activation d’AR par des ligands non conventionnels 

(Culig et al., 1997 ; McDonald et al., 2000 ; Zhao et al., 1999).Il a également été démontré 

que, sous la pression des traitements hormonaux, les carcinomes prostatiques pouvaient sur 

exprimer les enzymes responsables de la synthèse des androgènes, et ainsi produire des 

androgènes de manière intracrine, ce qui serait un autre mécanisme d’échappement (Locke et 

al., 2008; Mostaghel et al., 2009 ; Stanbrough et al., 2006 ).Enfin, AR peut être activé 

indépendamment de ses ligands par de nombreuses molécules. Cette activation passe par des 

modifications post–traductionnelles d’AR induites par différentes molécules comme des 

facteurs de croissance ou des cytokines (Cato et al., 1987 ; Gupta et al., 1996 ; Hobisch et al., 

1998 ; Leader et al., 2006 ; Xu et al., 2009). 



33 
 

En ce qui concerne les mécanismes indépendants d’AR, on peut également noter qu’à 

un stade avancé, les cellules tumorales prostatiques expriment généralement de grandes 

quantités de protéines pro-prolifératives et anti-apoptotiques qui leur permettent de mieux 

résister aux différentes thérapies utilisées, comme la protéine anti-apoptotique Bcl2 

(Colombel et al., 1993 ; Gleave et al., 1999). Parmi les cellules basales androgéno-

indépendantes, il existe un petit nombre de cellules souches capables de résister à la 

suppression androgénique. Ces cellules peuvent être sélectionnées dans le carcinome 

prostatique résistant et être à l’origine de la récurrence des tumeurs et de l’échec 

thérapeutique, ainsi que d’une augmentation de la différenciation neuroendocrine. Chez les 

patients, la différenciation neuroendocrine est accélérée par les traitements anti-

androgéniques, et certains modèles cellulaires épithéliaux de tumeur prostatique sont capables 

de se différencier en cellules neuroendocrines en condition de suppression androgénique 

(Nelson et al., 2007 ; Yuan et al., 2007). Par ailleurs, les cellules neuroendocrines peuvent 

sécréter des neuropeptides, tels que le gastrin-releasing peptide, la bombesine ou la 

neurotensine, qui seraient capables d’activer AR indépendamment de son ligand (Kung and 

Evans, 2009 ; Lee et al., 2001). 

 

En pratique clinique, le CRCaP est défini par une testostéronémie totale inférieure à 0,5 

ng/mL (ou 1,7 nmol/L) et trois augmentations successives, à une semaine d’intervalle 

minimum, du PSA (Mottet et al., 2011). À ce jour, une chimiothérapie à base de docetaxel à 

la dose de 75 mg/m2 toutes les trois semaines associée à 10 mg/j de Prednisone, une poursuite 

de la suppression androgénique et les soins de support constitue le traitement standard 

(Salomon et al., 2010). Ce schéma thérapeutique va être rapidement modifié grâce à 

l’avènement de nouvelles thérapeutiques qui ont prouvé leur efficacité en gain de survie 

globale par rapport à un placebo (soins de confort incluant la poursuite de la suppression 

androgénique). Parmi celles-ci, on distingue plus particulièrement de nouvelles 

hormonothérapies (abiratérone, TAK-700, MDV 3100). 

L’acétate d’abiratérone (Zytiga®) est un inhibiteur sélectif de la biosynthèse des androgènes, 

bloquant le cytochrome P450 c17 (CYP17), une enzyme clé dans la synthèse de la 

testostérone. Ainsi, la synthèse des androgènes par la glande surrénale, les testicules et les 

cellules tumorales est inhibée (Potter et al., 1995), de même que la synthèse intra-tumorale. 

La dose est de 1 g/j (4 comprimés de 250 mg). Dans l’étude pivot (de Bono et al., 2011), 1195 
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patients ont été randomisés pour recevoir ce traitement associé à la prednisone (797 patients) 

ou le placebo associé à la prednisone (398 patients) en double insu, après échec d’un 

traitement par docetaxel. Le critère de jugement principal était l’amélioration de la survie 

globale. Après un suivi médian de 12,8 mois, la survie globale était en faveur de l’abiratérone 

(14,8 mois versus 10,9 mois ; HR=0,65 ; IC 95%: 0,54 à 0,77 ; p<0,001). Par ailleurs, tous les 

critères de jugement secondaires (la progression du PSA, la survie sans progression et la 

baisse du PSA) étaient en faveur de l’abiratérone. Les effets secondaires les plus fréquents 

étaient la douleur dorsale (30%), les nausées (30%), la constipation (26%), les douleurs 

osseuses (25%) et les arthralgies (25%). L’abiratérone a obtenu récemment l’autorisation de 

mise sur le marché en France. Un autre médicament ayant un mécanisme d’action identique, 

le TAK-700 (Orteronel), est en cours d’évaluation par un essai de phase III (Sonpavde et al., 

2011). Le MDV 3100 est un nouvel inhibiteur de la voie de signalisation du RA. C’est un 

inhibiteur compétitif du RA qui empêche partiellement sa translocation nucléaire et, a priori, 

complètement sa liaison à l’ADN. Dans l’étude de phase III (étude AFFIRM) (Scher et al., 

2012), 1199 patients ont été randomisés pour recevoir 160 mg/j de MDV 3100 contre un 

placebo avant ou après chimiothérapie. À l’analyse intermédiaire après 520 décès, la survie 

globale était significativement meilleure dans le bras traité avec 18,4 mois versus 13,6 

(HR=0,63 ; p<0,0001) conférant ainsi un gain de survie médian de 4,8 mois soit une réduction 

de mortalité de 37%. Le MDV n’a pas encore obtenu l’AMM. Il sera disponible en 

autorisation temporaire d’utilisation (ATU) dans les prochains mois. Les effets secondaires 

les plus fréquents étaient la fatigue (33%), les nausées (33%), l’anorexie (25%) la constipation 

(24%) et les douleurs dorsales (24%) sans différence significative avec le bras placebo. 

 

I.5. Carcinome prostatique et angiogenèse 

Comme nous l’avons vu, le développement de la prostate est sous la dépendance des 

androgènes. Leur suppression provoque une involution de la glande prostatique, via le rôle de 

ces hormones sur la régulation de gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la survie mais 

également la vascularisation de la prostate. L’involution prostatique observée chez le rat après 

castration est précédée d’une diminution importante de sa vascularisation liée à une 

diminution du VEGF (English et al., 1985 ; Hayward et al., 1992 ; Hodge et al., 1989 ; Labrie 

et al., 1985 ; Ravery et al., 2000). De plus, la masse prostatique est rétablie dès 

l’administration d’androgènes chez les animaux castrés suite à la reconstitution du réseau 

vasculaire induite par le VEGF sécrété par les cellules épithéliales (Burchardt et al., 2000 ; 
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Coffey et al., 1968 ; Huggins and Hodges, 1941 ; Isaacs, 1984c; Lucia et al., 2008 ).Ces 

observations démontrent une influence androgénique sur le réseau vasculaire prostatique en 

partie via la régulation du VEGF par AR par divers mécanismes. 

Cette régulation est maintenue dans les carcinomes prostatiques. La castration ou 

l’inhibition d’AR (par ARN interférence par exemple) chez des souris portant des tumeurs 

prostatiques androgéno-dépendantes, diminue l’expression du VEGF par les cellules 

épithéliales. Cette inhibition conduit à une diminution de la vascularisation et donc participe à 

l’inhibition de la croissance tumorale (Compagno et al., 2007; Labrie et al., 1985 ; Mizokami 

et al., 2009 ). Chez les patients atteints d’un carcinome prostatique, les traitements hormono-

suppresseurs induisent également une diminution de l’expression du VEGF observée dans les 

prélèvements tumoraux effectués avant et après traitement (Hayward et al., 1992 ; Zenzmaier 

et al., 2008).Dans les stades où les traitements anti-androgéniques n’ont plus d’effet sur la 

croissance tumorale, le VEGF est toujours fortement exprimé. Cependant, son expression est 

toujours régulée par AR (Compagno et al., 2007). 

En plus de la régulation du VEGF par les androgènes, AR régule également des 

protéines anti-angiogéniques. En effet, l’expression de la maspine, du PEDF ainsi que de la 

thrombospondine-1 (TSP1) est augmentée dans la prostate ventrale de rat après castration ou 

après utilisation d’antagoniste des androgènes (Doll et al., 2003 ; Huggins and Hodges, 1941; 

Zhang et al., 1997 ).Dans les premiers stades du cancer de prostate, l’expression dans les 

tumeurs de la TSP1 serait faible voire absente (Cussenot et al., 1994 ; Li et al., 1999). Après 

une thérapie hormonale, on observe une réexpression de la TSP1 et une diminution de la 

densité vasculaire (Huggins and Hodges, 1941). Cependant dans les CRCaP, qui ne répondent 

pourtant plus à l’ablation androgénique, la TSP1 reste fortement exprimée bien que la densité 

vasculaire reste très élevée (Huggins and Hodges, 1941). 

Dans les tumeurs humaines, il a été observé que la densité micro vasculaire (MVD) est 

plus élevée dans les prélèvements de carcinome prostatique que dans la prostate normale 

(Bigler et al., 1993). De nombreuses études ont tenté d’associer une valeur pronostique à 

l’angiogenèse dans le carcinome prostatique. Cependant des résultats contradictoires ont été 

obtenus suivant les études. Dans plusieurs études, la MVD a été corrélée à des facteurs 

pronostiques d’agressivité et de métastases, et également de survie des patients (Borre et al., 

1998; Strohmeyer et al., 2000 ; Weidner et al., 1993 ). Sur d’autres études, aucune corrélation 
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particulière n’a été démontrée (Gettman et al., 1998 ; Gettman et al., 1999), et la MVD n’est 

pas étudiée en routine par les anatomopathologistes. 

 

En dépit des résultats encourageant des essais cliniques de phase II, les essais de phase III 

n’ont pas montré de bénéfice de survie des inhibiteurs du VEGF. Le bevacizumab en 

combinaison avec le docetaxel et la prednisone, ou le sunitinib après docetaxel n’ont pas 

apporté de bénéfice en survie (Kelly et al., 2012 ; Sonpavde et al., 2010). D’autres inhibiteurs 

de l’angiogenèse sont en cours d’évaluation. Le “VEGF Trap”, une protéine de fusion 

comportant les récepteurs pour les domaines extracellulaires du VEGF et la portion Fc de 

l’immunoglobuline humaine IgG1, inhibe toutes les isoformes du VEGF ainsi que le PlGF 

(placental growth factor). Cette molécule est en cours d’évaluation dans un essai de phase III. 

Le Dovitinib, qui est un inhibiteur de tyrosine kinase de la voie de signalisation du VEGF, 

PDGF et FGF, est en cours d’évaluation clinique (Udayakumar et al., 2003). Le lenalidomide, 

connu pour ses propriétés de modulateur de l’angiogenèse et de l’immunité, a été testé en 

combinaison avec le docétaxel dans une etude de phase III (essai MAINSAIL). Néanmoins, 

l’essai a été arrêté en raison d’effets secondaires excessifs et de l’absence de bénéfice. Enfin, 

le tasquinimod, un dérivé per os de la quinoline-3-carboxamide, régule positivement la 

thrombospondine. Cette molécule a fait la preuve d’un bénéfice en survie sans progression par 

rapport au placebo, avec un profil de toxicité acceptable (Pili et al., 2011). Une étude de phase 

III est actuellement en cours pour évaluer ce traitement chez les patients chimio-naïfs. 
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Figure 10 : Cibles potentielles pour l’inhibition de l’angiogenèse (d’après (Aragon-Ching and 
Dahut, 2009)). 
 

L’inhibition de l’angiogenèse tumorale peut passer par la modulation de nombreuses 

cibles (Folkman et al., 2001). De nombreux inhibiteurs pharmacologiques de l’angiogenèse 

ont été développés et plusieurs sont utilisés en clinique. La plupart ciblent le VEGF ou ses 

voies de signalisation (récepteurs à activité tyrosine kinase), avec une spécificité plus ou 

moins large. Ces inhibiteurs visent à induire une forte hypoxie au sein de la tumeur, de façon 

à provoquer l’entrée en apoptose ou en nécrose des cellules tumorales par déficit d’oxygène et 

de nutriments. Les cellules endothéliales de l’hôte ciblées par ces traitements étant 

génétiquement stables, il était attendu que les inhibiteurs de l’angiogenèse n’induisent pas de 

mécanismes de résistance et qu’ils permettent de traiter aussi bien la tumeur primaire que ses 

métastases, et ce quel que soit le type de tumeur (Boehm et al., 1997).A l’heure actuelle, de 

nombreuses molécules ciblant l’angiogenèse dans les CRCaP sont à l’étude dans différents 

essais cliniques (Antonarakis et al., 2009 ; Aragon-Ching and Dahut, 2009 ; Chi et al., 2009 ; 

Hwang and Heath, 2010). 

Les inhibiteurs pharmacologiques de l’angiogenèse ont montré dans plusieurs types de 

tumeurs leur efficacité pour prolonger la survie sans progression des patients. Cependant, la 

survie globale n’est que peu, voire pas du tout améliorée dans de nombreux cancers (Young 

and Reed, 2012). Plusieurs études cliniques démontrent ainsi que le Bevacizumab, un 
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anticorps anti-VEGF qui augmente l’hypoxie, stimule dans les glioblastomes l’invasion 

tumorale et la rechute à distance du site initial (de Groot et al., 2010 ; Norden et al., 2008 ; 

Thompson et al., 2011 ; Wick et al., 2011). Cet effet proinvasif n’a pas été démontré dans 

d’autres types de cancers bien que dans plusieurs modèles précliniques, un effet proinvasif et 

prométastatique de plusieurs antiangiogéniques ait été établi (Ebos et al., 2009 ; Paez-Ribes et 

al., 2009).L’utilisation des antiangigoéniques a révélé des toxicités inattendues au regard des 

connaissances sur le rôle du VEGF (Hwang and Heath, 2010). Cette toxicité, les données 

précliniques et cliniques montrant des effets proinvasifs et/ou prométastatiques, les résultats 

décevants en termes de survie globale sont une limite à l’utilisation des antiangiogéniques. Ils 

démontrent que des mécanismes de résistance se mettent en place en réponse à ces agents 

(Bergers and Hanahan, 2008). Ils soulignent aussi qu’il est indispensable de mieux 

comprendre les mécanismes de régulation de l’angiogenèse dans les tumeurs, et l’effet de 

l’hypoxie, pour pouvoir améliorer l’utilisation de ces nouveaux médicaments, en prolonger les 

effets et diminuer leur toxicité. À cet égard, il est important de noter que les facteurs pro et 

anti angiogéniques endogènes (VEGF, PDGF, FGF2, TSP1, Maspine, PEDF…) ont tous des 

fonctions en dehors de l’angiogenèse et qu’il est par conséquent réducteur, voire incohérent, 

de ne les considérer que pour leurs effets sur l’angiogenèse. Il est également probablement 

simpliste de considérer que les termes antiangiogéniques et antitumoraux sont synonymes. 

Il était attendu que l’inhibition de l’angiogenèse limite à terme la pénétration des 

chimiothérapies au sein des tumeurs et que l’hypoxie diminue l’efficacité de la radiothérapie. 

En 2005 le groupe de Jain a mis en évidence que dans les premiers jours d’un traitement par 

un inhibiteur de l’angiogenèse, il se produit une normalisation vasculaire transitoire résultant 

de la suppression des vaisseaux les plus immatures. Pendant cette phase, l’hypoxie diminue, 

les tumeurs sont mieux perfusées, ouvrant une fenêtre thérapeutique qui précède l’hypoxie 

(Jain, 2005). Ce concept de normalisation vasculaire a été montré dans plusieurs modèles 

précliniques (Goel et al., 2011) mais sa confirmation clinique reste à établir (Van der Veldt et 

al., 2012). Certains auteurs attribuent une part importante des effets bénéfiques des inhibiteurs 

de l’angiogenèse à cet état transitoire de normalisation vasculaire (Jain, 2005). Prolonger cet 

effet de normalisation serait alors un nouvel objectif. 
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II. La protéine CAD : CARBAMOYL-PHOSPHATE SYNTHETASE II, 

ASPARTATE TRANSCARBAMYLASE, ET DIHYDROOROTASE 

 

La protéine CAD a été décrite dans la première moitié des années 70, dans différents modèles 

animaux (rat, drosophile, grenouille, oursin), comme un complexe multienzymatique 

regroupant 3 activités enzymatiques différentes : Glutamine-dependent carbamoyl-phosphate 

synthetase (CPSase), aspartate transcarbamylase (ATCase), et dihydroorotase (DHOase) 

(Jarry, 1976). Ces enzymes catalysent les trois premières étapes de la biosynthèse des 

pyrimidines. 

 

II.1. Les voies de synthèse des bases pyrimidiques 
 
Les bases azotées puriques et pyrimidiques sont nécessaires à la synthèse des acides 

nucléiques, des phospholipides, du glycogène et des sucres UDP, ainsi qu’à la glycosylation 

UDP-dépendante des protéines. Elles peuvent être issues de deux mécanismes de synthèse 

distincts : la voie de synthèse de novo, ou la voie de récupération. Ces deux voies pour les 

bases pyrimidiques sont schématisées dans la figure 11. 

 
II.1.1. La voie de biosynthèse de novo des pyrimidines 

 
Les bases pyrimidiques sont obtenues par réaction enzymatique à partir de l’uridine. La 

néosynthèse d’uridine requiert plusieurs réactions enzymatiques catalysées successivement. 

La partie ribose phosphate des nucléotides puriques et pyrimidiques provient du PRPP (5-

phosphoribosyl-1-pyrophosphate), forme activée du ribose-5-phosphate issu de la voie des 

pentoses phosphate. 

 

II.1.2. La voie de récupération des pyrimidines 
 

Les cellules animales, en particulier les cellules hépatiques, peuvent utiliser les bases issues 

de la dégradation de l’ADN (lors de l’apoptose cellulaire) et de l’ARN (dans les cellules 

vivantes), voire celles issues de l’alimentation. Cette voie requiert plusieurs enzymes pour les 
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bases puriques, et la thymidine kinase pour les bases pyrimidiques. In vivo, cette voie permet 

la synthèse de désoxyuridine et désoxythymidine à partir de désoxyuracile ou de thymidine. Il 

n’existe pas de voie de récupération pour la cytosine (Qiu and Davidson, 2000). Cependant, 

les cellules en culture peuvent directement récupérer l’uridine présente dans le sérum du 

milieu pour synthétiser l’ensemble des bases pyrimidiques, y compris les cytosines. 

 

 

Figure 11 : Les voies de synthèse de novo et de récupération des pyrimidines. Les enzymes 

sont indiquées en vert, les inhibiteurs chimiques en rouge et les régulations allostériques en 

bleu. PRPP = phosphoribosyl pyrophosphate. DHFR = dihydrofolate réductase ; PALA = N-

phosphonacetyl-L-aspartate. 
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II.2. Gène et ARN messager de CAD 

Le gène humain de CAD a été cloné en 1996 (Iwahana et al., 1996). Il est localisé sur le 

chromosome 2 en position p22-p21 (Chen et al., 1989 ; Evans et al., 1993; Kim et al., 1992 ).  

L’ARN messager de CAD fait 7,5 kilobases (Padgett et al., 1982a ; Padgett et al., 1982b) et sa 

séquence codante est de 6675 pb. La région 5’UTR a été étudiée par Farnham et Kollmar. Ils 

ont localisé le promoteur et identifié une séquence minimale de 114 pb suffisante à la 

transcription du gène (Farnham and Kollmar, 1990).  

 

II.3. La protéine CAD 
 

II.3.1 Structure et domaines de la protéine CAD 

 

La protéine, qui fait 243kDa au total, peut être clivée par la trypsine ou l’élastase en trois 

polypeptides distincts portant les différentes fonctions enzymatiques ((Davidson et al., 1981 ; 

Grayson and Evans, 1983 ; Grayson et al., 1985) (figure 12).  

 

Figure 12 : les domaines de la protéine CAD (adapté de(Serre et al., 2004) 

II.3.2 Régulation de la protéine CAD 

 

L’activité de la protéine CAD est finement régulée par un ensemble de mécanismes 

comprenant amplification génique, régulation transcriptionnelle, régulation allostérique, 

phosphorylation et protéolyse (Carrey, 1993 ; Huang and Graves, 2003). 

 

II.3.2.1. Amplification génique de CAD 



42 
 

 

Le N-Phosphonacetyl-l-aspartate (PALA) est un inhibiteur spécifique de l’aspartate 

transcarbamylase (Collins and Stark, 1971), et donc de la synthèse de novo des pyrimidines. 

En absence d’uridine dans le milieu, le PALA – comme d’autres inhibiteurs de CAD tels que 

l’acivicine (Aoki et al., 1982) ou le 3-deazauridine (Karle and Cysyk, 1984) – bloque la 

prolifération de cellules de mammifères en culture (Swyryd et al., 1974). De même que les 

mutants CAD -/- peuvent croître à condition de disposer d’uridine dans le milieu de culture 

(Patterson and Carnright, 1977), l’effet toxique du PALA à 10-4 M est annihilé par l’ajout de 

10-4 M d’uridine dans le milieu. L’utilisation du PALA in vitro se fait donc en présence de 

sérum dialysé, ou en présence de dipyridamole, un inhibiteur de l’uptake d’uridine (Tessera et 

al., 1995). 

Cependant, le traitement de cellules de rongeur avec du PALA (en absence d’uridine) induit 

l’émergence de clones résistants (Kempe et al., 1976). Dans les cellules de rongeur, cette 

augmentation de l’activité de CAD provient systématiquement d’une amplification génique 

(Wahl et al., 1979 ; Wahl et al., 1982). 

Dans les cellules humaines, ce mécanisme ne serait pas aussi courant. L’amplification de 

CAD et l’émergence de clones résistants au PALA sont rarissimes parmi les cellules non 

tumorales. Cependant, la perte de la p53 ou des protéines de stabilisation génique MLH1 et 

MSH6 (Chen et al., 2008), ainsi que la surexpression de Myc (Chernova et al., 1998), Ras 

(Smith et al., 1995) ou du FGF-2 (Dini et al., 2002) peuvent accroître leur capacité de 

résistance au PALA.  

 

II.3.2.2. Régulation transcriptionnelle de CAD par Myc et Hif1alpha 

 

L’expression de CAD augmente à la transition G1/S. L’équipe de Farnham a montré que cette 

régulation était due à la fixation d’un complexe protéique associé à Myc, sur une région 

palindromique appelée boîte E. La mutation de cette boite inhibe la fixation de Myc et 

empêche aussi l’activation transcriptionnelle de CAD à la transition G1/S (Boyd and 

Farnham, 1997; Miltenberger et al., 1995 ). De même, les cellules contenant une délétion 

homozygote de c-myc présentent une expression de CAD fortement réduite, et une inhibition 

de son activation par le sérum (Bush et al., 1998). Outre la régulation transcriptionnelle de 

CAD, Myc peut également participer à son amplification génique, en particulier dans les 

cellules ayant perdu l’expression de la p53 (Fukasawa et al., 1997).  
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Enfin, CAD est réprimé transcriptionnellement par Hif1alpha (Chen et al., 2005). 

 

II.3.2.3. Régulation allostérique de l’enzyme CAD 

 

L’activité de la protéine CAD est régulée de manière allostérique par les composés situés en 

amont et en aval de la chaîne enzymatique (Carrey, 1995). Le 5-phosphoribose 1-diphosphate 

(PRPP), qui est le donneur de cycle ribose dans la voie de synthèse des purines et des 

pyrimidines, est un activateur allostérique de la voie (Hager and Jones, 1967 ; Levine et al., 

1971; Tatibana and Ito, 1969 ). L’UTP produite en fin de chaîne exerce un rétrocontrôle 

négatif sur l’activité de CAD (Aoki et al., 1980). La biosynthèse de CAD est inhibée à 95% 

dès une concentration extracellulaire en uridine de 12 μM. Dans ces conditions, les cellules 

utilisent donc exclusivement l’uridine extracellulaire et la voie de récupération des 

nucléotides. De ce fait, elles ne sont plus sensibles au PALA (Karle and Cysyk, 1984).  

 

II.3.2.4. Phosphorylation de CAD et localisation subcellulaire 
 

 
L’activité enzymatique de CAD est également régulée par la phosphorylation de la protéine. 

Celle-ci peut impliquer plusieurs résidus distincts et mettre en jeu diverses kinases impliquées 

dans les cascades de signalisation cellulaire.  

 

La PKA (cAMP-dependent protein kinase A) peut phosphoryler CAD sur deux sites distincts, 

Ser1406 et Ser1859, mais seule la Ser1406 serait impliquée dans la régulation de CAD. Cette 

phosphorylation par PKA peut être médiée par différents facteurs de croissance tels que le 

PDGF ou l’EGF. Cependant, l’effet de la phosphorylation de CAD par PKA est controversé : 

le groupe d’Evans a montré qu’elle diminue aussi la régulation positive par PRPP, et que 

l’effet cumulé serait négatif sur l’activité de CAD (Sahay et al., 1998 ; Sigoillot et al., 2002b). 

 

CAD a tout d’abord été décrit comme une protéine cytosolique, et très peu d’études ont 

montré une localisation nucléaire de CAD. Angellei et Engler ont montré qu’en réponse à une 

infection adénovirale, CAD s’associait spécifiquement à la matrice nucléaire. Dans ces 

conditions, CAD interagit avec la protéine préterminale (pTP) de l’adénovirus, ce qui suggère 

qu’il serait recruté au niveau du domaine de réplication (Angeletti and Engler, 1998). Par 

ailleurs, l’analyse de l’homologue de CAD chez la levure (Ura2) suggère la présence d’un 
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signal de translocation nucléaire bipartite dont la mutation empêche la translocation nucléaire 

de CAD. La séquence qui pourrait correspondre à ce signal de translocation nucléaire chez les 

mammifères est située dans la région phosphorylée par PKA (Denis-Duphil et al., 1990 ; 

Nagy et al., 1989). Cependant, seul le groupe d’Evans a observé la présence de CAD dans le 

noyau de cellules animales non infectées. Ces auteurs détectent CAD presque exclusivement 

dans le cytoplasme (marquage punctiforme) par immunomarquage, mais détectent environ 

30% de la protéine dans le noyau dans des expériences de fractionnement nucléaire 

(Chaparian and Evans, 1988). Il n’est donc pas impossible que la présence importante de 

CAD dans la fraction nucléaire provienne d’une fuite du cytoplasme dans cette fraction. 

Cependant, l’immunomarquage de CAD phosphorylé sur la Thr456 montre un marquage 

nucléaire. Il semble donc en fait que CAD transloque dans le noyau de manière très 

transitoire, et que cette translocation permette son activation par phosphorylation sur la 

Thr456 (Sigoillot et al., 2005). D’autre part, ce groupe a montré que CAD était capable de 

s’autophosphoryler au niveau de la thréonine 1037 du domaine CPS II, certainement de 

manière intermoléculaire (Sigoillot et al., 2002a).  

 

II.4. CAD et cancer 

 

II.4.1. Expression et activité de CAD dans les cancers 

 

L’expression de CAD est augmentée dans plusieurs types de cancers, tels que les cancers du 

sein (Khan et al., 2003) ou du foie. CAD est surexprimé par amplification génique dans les 

cellules de carcinome hépatique 3924A en comparaison au foie normal (Reardon et al., 1987). 

Dans les cellules de cancer du sein humaines MCF-7, CAD est surexprimé au niveau 

transcriptionnel, entre autre par les oestrogènes (Khan et al., 2003).  

Aucune étude n’a été menée sur l’expression, l’activité ou la régulation de CAD dans les 

carcinomes prostatiques. 

 

II.4.2. Stratégies anti-cancéreuses ciblant CAD 

 

Différents inhibiteurs de la voie de synthèse des pyrimidines ont été mis au point et utilisés en 

clinique pour limiter la prolifération cellulaire. Tous ne sont pas utilisés dans le traitement du 

cancer. Le leflunomide (un inhibiteur de la DHODH) par exemple, est utilisé dans le 



45 
 

traitement de fond de la polyarthrite rhumatoïde : il bloque la prolifération des cellules 

immunitaires responsables de cette pathologie. En revanche, les antifolates [5 fluoro-uracile 

(5-FU) ou methotrexate par exemple], qui sont des inhibiteurs de la DHFR, sont largement 

utilisés en oncologie. Ils inhibent la synthèse de novo des pyrimidines et des purines, rendant 

les cellules strictement dépendantes de la voie de récupération des nucléotides.  

 

Le PALA a démontré une bonne efficacité anti-tumorale sur plusieurs modèles de tumeurs 

solides xénogreffées chez la souris (Johnson et al., 1976), et a donc été testé en clinique pour 

le traitement de divers cancers, souvent en combinaison avec d’autres antipyrimidiques tels 

que le 5-FU (Ettinger et al., 1984 ; Kemeny et al., 1992; Muggia et al., 1984 ; Muss et al., 

1984 ; Presant et al., 1983 ). Cependant, l’efficacité de ces thérapies est assez limitée : dans le 

cas du carcinome colorectal par exemple, moins de 40% des patients répondent au traitement 

combiné PALA+5-FU, et la durée médiane de survie des patients est de 18 mois environ. 

Aucun bénéfice n’a été rapporté dans le traitement du cancer du col de l’utérus ou du 

lymphome malin. Les principaux effets secondaires décrits sont des complications cutanées et 

hématologiques et des diarrhées aigües.  

 

En conclusion, outre les effets secondaires importants induits par de telles chimiothérapies 

(complications hépatiques, problèmes cutanés, possibles effets néfastes sur la moelle osseuse, 

etc.), leur efficacité est limitée par les phénomènes de résistance impliquant des altérations 

géniques ou transcriptionnelles, ou l’utilisation favorisée de voies alternatives. 
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III La thrombospondine 1 

 

La thrombospondine 1 (TSP1) a été découverte en 1971 (Baenziger et al., 1971). Cette 

glycoprotéine, associée à la surface des plaquettes activées par la thrombine, a tout d’abord 

été désignée par le terme de « protéine sensible à la thrombine ». Par la suite, il est devenu 

évident que cette protéine est le constituant majeur des granules α des plaquettes et qu’elle est 

sécrétée après activation de ces dernières (Lawler et al., 1978). Suite à ces observations, le 

nom de thrombospondine a été proposé et son rôle dans l’agrégation plaquettaire et la 

formation de caillot sanguin a été démontré (Lawler, 1986). Depuis, de nombreuses 

publications ont permis de mieux comprendre la biologie de cette protéine et de lui assigner 

d’importantes fonctions dans l’angiogenèse, la réparation tissulaire ainsi que dans la 

progression tumorale. 

 

III. 1. Structure de la TSP1 

La thrombospondine-1 (TSP1) fait partie d’une petite famille constituée de cinq 

membres : TSP1, TSP2, TSP3, TSP4 et TSP5/COMP (Cartilage Oligomeric MatrixProtein). 

Cette famille peut être divisée en 2 sous-groupes sur la base de leur architecture moléculaire 

et de leur oligomérisation : les TSP1 et 2 d’une part (sous-groupe A) et les TSP3, 4 et 5 

d’autre part (sous-groupe B) (Carlson et al., 2008). Les TSP1 et 2 s’organisent sous la forme 

d’un homo-trimère alors que les TSP3, 4 et 5 forment des pentamères. De plus, le sous-groupe 

B ne possède pas de répétitions de type 1 et de région d’homologie avec le procollagène, mais 

contient une répétition de type 2 supplémentaire (figure 13). 
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La TSP1 en conformation native est un homotrimère dont les chaînes sont reliées par 

des ponts disulfures. La chaîne mature de la TSP1 contient 1152 résidus d’acides aminés. En 

conditions électrophorétiques dénaturantes et réductrices, la TSP-1 migre sous forme d’une 

bande dont la masse moléculaire varie de 145 à 185 kDa. En absence d’agent réducteur, sa 

masse moléculaire est estimée à 450 kDa. Chaque sous-unité présente des domaines N-

terminal et C-terminal globulaires connectés par une longue région linéaire. Celle-ci est 

organisée en modules qui définissent des domaines conférant à la macromolécule matricielle 

des fonctions diverses lorsque ces derniers interagissent avec des récepteurs de surface 

cellulaire de type intégrine ou non, d’autres constituants matriciels, des cytokines ou des 

facteurs de croissance. La figure 14 représente la structure d’un monomère de la TSP1 ainsi 

que les sites d’interactions de la TSP1 avec ces différents ligands et récepteurs. Un monomère 

de TSP1 est constitué de différents domaines : 

- une région globulaire N-terminale, 

- un domaine de type pro-collagène permettant la trimérisation, 

- trois répétitions de type I ou TSR (thrombospondinrepeat) ou de type properdine, 

- trois domaines de type II ou de type EGF, 

- sept répétitions de types III, fixant le Ca2+, 

- une région globulaire C-terminale. 

Figure 13 : Membres de la famille des TSP. 
TSP1 et 2 sont composées d’un domaine N-
terminal (cercle vert foncé), d’un domaine pro-
collagène (ovale bleu), de trois répétitions de types
I (cercle vert clair), de trois répétitions de type II
(carré orange), de sept répétitions de type III
(rectangle bleu) et d’un domaine globulaire en C-
terminal. Les autres TSP contiennent des domaines
N-terminales différents, quatre répétitions de type
II, sept répétitions de types III et un domaine C-
terminal identique. Les S indiquent les résidus
cystéine responsables trimérisation (d’après (de
Fraipont et al., 2001)). 
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Figure 14 : Représentation schématique de la structure modulaire de la TSP-1 et les fonctions 
associées.Le tableau indique les séquences peptidiques reconnues par différents récepteurs ou ligands, 
ainsi que les activités biologiques associées (adapté de (Bergers and Hanahan, 2008)). 
 

III.2. Ligands de la TSP1 

La TSP1 a été identifié comme étant le constituant majeur des granules á des 

plaquettes. Depuis, il est apparu que la TSP1 est également synthétisée et sécrétée par un 

grand nombre de types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules endothéliales, les 

cellules musculaires, les cellules épithéliales, les kératinocytes, les monocytes, les adipocytes, 

les astrocytes ou les macrophages. La TSP1 apparait donc être une protéine assez ubiquitaire. 
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Selon les tissus ou compartiments dans lesquels elle est exprimée, les ligands et les 

récepteurs auxquels elle est susceptible de se lier sont donc extrêmement variables. En effet la 

TSP1 interagit avec des macromolécules de structure (collagène, syndécanes, fibronectine…), 

des récepteurs cellulaires (intégrines, CD36…), des enzymes (élastase, plasmine, MMPs…) et 

également des cytokines (TGFβ, FGF, VEGF …). Ces différentes interactions sont à l’origine 

de la multiplicité de ses fonctions, qui vont du contrôle de la migration cellulaire lors de 

l’embryogenèse, à l’agrégation plaquettaire et à la régulation de l’angiogenèse. La figure 

9situe les sites d’interactions de la TSP1 avec ses différents ligands et récepteurs. 

 

III.2.1. Protéines de la matrice extracellulaire (MEC) 

La TSP1 présente la capacité d’interagir avec de nombreux composants de la MEC, 

des protéases, des cytokines et des facteurs de croissance (Adams, 2001).Dans de nombreux 

cas, la liaison de la TSP1 sur ces partenaires module leur activité. Le fibrinogène, sécrété dans 

le plasma, peut se lier à la surface des plaquettes activées et représente un des ligands 

spécifiques de la TSP1 (Legrand et al., 1992). Cette interaction joue un rôle important lors du 

processus de coagulation. Récemment, il a été démontré que la TSP1, via sa liaison à la 

calréticuline, contrôle directement l’expression du collagène pendant la réparation tissulaire 

(Sweetwyne et al., 2010). Les activités catalytiques de la thrombine, de la plasmine, de 

l’élastase ou de la cathepsine G sont inhibées par la liaison sur les motifs de type 3 de la TSP1 

(Hogg, 1994). La TSP1 peut également se lier avec les MMP2 et MMP9 au niveau de leurs 

sites catalytiques et ainsi inhiber leur activité protéasique (Bein and Simons, 2000). Ces 

régulations par la TSP1 sont importantes au cours du remodelage tissulaire associé à 

l’inflammation ou à la réparation tissulaire.En plus de ses liaisons avec les protéines de la 

MEC, la TSP1 peut moduler l’activité de certaines cytokines. L’interaction de la TSP1 avec le 

TGFβ est l’une des plus intéressantes. 

 

III.2.2 TGFβ 

La TSP1 interagit avec le TGFβ latent et active cette cytokine. Le phénotype de souris 

invalidées pour la TSP1 montre une forte similitude sur le plan histologique que celui des 

souris TGFβ-/- et cela pour de nombreux organes, tels que les poumons et le pancréas 

(Crawford et al., 1998). D’autre part, le phénotype pulmonaire et pancréatique des animaux 

TSP1-/-peut être inversé en injectant aux souris un peptide de la TSP1 contenant la séquence 
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responsable de l’activation du TGFβ (Crawford et al., 1998). Cependant, le phénotype des 

souris TGFβ-/- est plus sévère que celui des souris TSP1-/- ce qui montre que la TSP1, bien 

qu’ayant un rôle majeur dans l’activation du TGFβ,  n’est pas le seul activateur de cette 

cytokine.  

Le TGFβ est sécrété par les cellules sous la forme d’un propeptide, le pro-TGFβ, 

constitué d’un peptide LAP (Latency Associated Peptide) associé de manière non covalente à 

un peptide contenant le domaine actif du TGFβ. Ce peptide et le LAP proviennent de la même 

chaîne polypeptidique et le LAP est clivé à l’intérieur des cellules. Les cellules sécrètent le 

pro-TGFβ sous forme d’homodimère. Le peptide LAP reste associer au TGFβ mature ainsi 

produit et participe à son inactivation, formant ainsi un complexe latent. Différents motifs de 

la TSP1 ont été démontré comme capable d’activer le TGFβ (figure 15). 

 

Les séquences WSHWSPW et RFK présentes dans la seconde répétition de type I de 

la TSP1 sont impliquées dans la liaison et l’activation du TGFβ (Young and Murphy-Ullrich, 

2004a; Young and Murphy-Ullrich, 2004b ). Dans ce modèle, la séquence LSKL présente 

dans la région N-terminale du LAP se lie à la séquence RKPK du TGFβ actif. Dans la 

première étape d’activation par la TSP1, la séquence WSHWSPW se lie à la partie VLAL du 

TGFβ actif. Cette interaction positionne le motif RFK de la TSP1 de telle manière qu’il peut 

se lier au motif LSKL du LAP et donc rentrer en compétition avec le motif RKPK du TGFβ 

actif. Cette liaison de la séquence RFK à la séquence LSKL du LAP, induit un changement de 

conformation qui rend le TGFβcapable de se lier à ces récepteurs et ainsi d’initier sa 

signalisation (Young and Murphy-Ullrich, 2004a; Young and Murphy-Ullrich, 2004b ). Il 

Figure15 : Modèle d’activation du
TGFβ par la TSP1 (adapté de
(Kazerounian et al., 2008)). 
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existe cependant d’autres protéines capables d’activer le TGFβ, comme les MMP2, MMP9, 

des intégrines (Annes et al., 2003) . 

 

III.3. Récepteurs de la TSP1 

Outre les multiples ligands avec lesquels elle interagit, la TSP1 lie également de nombreux 

récepteurs membranaires. Les principaux récepteurs de la TSP1 sont présentés sur la figure 

16. 

 

Figure 16 : Représentation schématique d’un monomère de TSP1 avec la localisation des sites de 
fixation à ses principaux récepteurs. (adapté d’après (Bornstein, 2009)). 
 

III.3.1. Intégrines et CD47/IAP 

La TSP1 interagit avec plusieurs récepteurs d’adhésion de type intégrine. Le motif 

RGD, présent dans la dernière répétition de type III de la TSP1, représente la séquence 

classique de liaison à ces molécules d’adhésion. Elle permet la fixation aux intégrines αVβ3 

etαIIbβ3 (Lawler et al., 1988). La TSP1 est également capable de se lier à d’autre intégrines 

(α3β1, α4β1, α6β1 et α4β1) (Bornstein, 2009). Suivant les récepteurs présents à la surface des 

cellules, la TSP1 peut réguler de nombreux processus biologiques tels que l’adhésion, la 

migration cellulaire, l’agrégation plaquettaire ainsi que l’angiogenèse. 

La partie C-terminale de la TSP1 contient deux séquences contenant un motif VVM 

impliqué également dans l’adhésion cellulaire. Cette séquence est reconnue par le CD47, 

aussi appelé IAP (Integrin Associated Protein) (Frazier et al., 2001; Kosfeld and Frazier, 

1993 ). L’association CD47-TSP1 avec différentes intégrines joue un rôle dans la mobilité des 

cellules endothéliales. Cette interaction a également été impliquée dans l’inhibition de la 
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réponse au monoxyde d’azote (NO) des cellules endothéliales par la TSP1 (Isenberg et al., 

2006). 

 

III.3.2. CD36 et récepteurs non-intégrines 

La diversité du patron d’expression du CD36 montre que ce récepteur a une 

multiplicité de fonctions cellulaires (Silverstein and Febbraio, 2009). Le CD36 a initialement 

été décrit comme un récepteur jouant un rôle dans l’arthérogenèse. C’est en effet l’un des 

principaux récepteurs dit « scavenger » (« éboueur »), qui reconnait les lipoprotéines de faible 

densité (LDL) oxydées et les internalise par endocytose (Dawson et al., 1997).Le CD36 est le 

premier récepteur non-intégrine décrit pour la TSP-1 (Asch et al., 1987). Les sites de liaison 

responsables de l’interaction entre la TSP-1 et le CD36 ont été identifiés sur ces deux 

protéines. Ce sont les domaines CSVTCG dans les répétitions de type I de la TSP1 qui se lient 

au CD36 (Asch et al., 1992).Le CD36 représente le médiateur majeur de l’effet anti-

angiogénique de la TSP1, et joue donc un rôle dans la croissance tumorale, dans 

l’inflammation, la réparation tissulaire et d’autres processus pathologiques impliquant la néo-

vascularisation (Dawson et al., 1997). Le CD 36 inhibe la prolifération, la migration ainsi que 

la formation de structure en tube des cellules endothéliales (Dawson et al., 1997). L’action 

anti-angiogénique passe également par une induction de l’apoptose des cellules endothéliales 

(Jimenez et al., 2000 ; Rege et al., 2009; Volpert et al., 2002 ).  

Un autre récepteur de la TSP1, nommé CBP, reconnait spécifiquement la séquence 

CSVTCG (présente dans la deuxième répétition de type I de la TSP1) (Tuszynski et al., 

1993). Des anticorps anti-CBP inhibe l’étalement et l’adhésion des cellules tumorales A549 

(Tuszynski and Nicosia, 1994). Ce récepteur a été isolé la première fois dans des cellules 

tumorales pulmonaires, cependant il a été montré sur-exprimé dans plusieurs types de tumeurs 

invasives. Son expression serait corrélée à la dissémination métastatique dans différents 

modèles, comme dans les carcinomes mammaires, pancréatiques, colorectaux et également 

dans les tumeurs de la tête et du cou (Arnoletti et al., 1994 ; Tuszynski and Nicosia, 1994 ; 

Wakiyama et al., 2001). 

Outres les récepteurs détaillés ici, la TSP1 est également capable de lier des sulfatides, 

la calréticuline, le LRP1 ainsi que les HSPG (protéoglycanes de type héparane sulfate) 

(Adams, 2001). 
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III.4. Régulation de la TSP1 

La TSP1 est sous l’influence de multiples régulateurs comme des facteurs de 

croissance, des cytokines, l’hypoxie, des gènes suppresseurs de tumeurs et des oncogènes. 

L’expression de la TSP1 est induite par le bFGF, le TGFβ ainsi que par le PDGF (Donoviel et 

al., 1990 ; Majack et al., 1987). Outre son expression dans de nombreuses cellules normales, 

la TSP1 est également exprimée dans de nombreuses cellules tumorales. Suivant les études et 

les modèles, l’expression de la TSP1 dans les cellules tumorales est soit exprimée en quantité 

réduite soit absente par rapport aux cellules normales dont elles dérivent (de Fraipont et al., 

2000 ; de Fraipont et al., 2001 ; Oue et al., 2003). Cependant d’autres études ont montré une 

surexpression de la TSP1 dans les cellules tumorales (Okada et al., 2010 ; Qian and 

Tuszynski, 1996 ; Tuszynski et al., 1992). En clinique, une surexpression de TSP1, en 

particulier dans les stades invasifs, a été décrite notamment dans les cancers de la vésicule 

biliaire, du colon, du sein, de prostate ou du pancréas.  

 

III.4.1. Régulation par des oncogènes et par des gènes suppresseurs de tumeurs 

Les fibroblastes de patients atteints du syndrome de Li Fraumeni possèdent un allèle 

sauvage pour P53 alors que le second est muté. Cette mutation augmente chez ces patients le 

risque de développer des tumeurs. Le maintien en culture de ces fibroblastes montre qu’ils 

perdent spontanément l’allèle sauvage (Dameron et al., 1994a ; Dameron et al., 1994b). 

Parallèlement à cet événement, l’expression de la TSP1 est réprimée. La réexpression de P53 

dans ces cellules se traduit par une induction de l’expression de la TSP1. Il a également été 

montré que dans des échantillons de mélanome, de carcinome de la vessie ou du colon, la 

diminution de l’expression de la TSP1 est corrélée avec des mutations de P53 (Grant et al., 

1998 ; Grossfeld et al., 1997 ; Tokunaga et al., 1998). Cependant, cette régulation n’existe pas 

dans tous les types cellulaires, comme par exemple dans les glioblastomes ou dans les cancers 

du poumon où la P53 ne régule pas la TSP1 (Fontanini et al., 1999; Tenan et al., 2000 ). 

Des oncogènes ont également été trouvé comme régulateurs de la TSP1 dans le 

syndrome de Li Fraumeni. L’introduction de ras activé engendre une transformation de ces 

cellules ainsi qu’une inhibition de l’ARNm de la TSP1 (Volpert et al., 1997). De nombreux 

autres oncogènes régulent la TSP1 : WT1, v-Myc, v-Src, c-Jun, Her2, Id1 (Dejong et al., 

1999 ; Mettouchi et al., 1994 ; Slack and Bornstein, 1994 ; Tikhonenko et al., 1996). 
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III.4.2. Régulation par l’hypoxie 

L’hypoxie est également impliquée dans la régulation de la TSP1. Suivant les modèles 

cellulaires, la diminution de la pression en oxygène joue un rôle différentiel sur l’expression 

de la TSP1. En effet des études montrent une diminution de la TSP1 en hypoxie notamment 

dans les glioblastomes (Tenan et al., 2000).Des résultats similaires ont été obtenus in vitro 

dans des cultures de fibroblaste de rat et de souris, ainsi que dans des cultures de cellules 

humaines tumorales ou non (Laderoute et al., 2000). Dans cette étude, la diminution de la 

TSP1 en hypoxie n’est pas transcriptionnelle, les auteurs suggèrent une régulation post-

transcriptionnelle de la TSP1. Cependant des résultats opposés sur les fibroblastes de peau ont 

été observés, l’hypoxie dans ces fibroblastes induit l’expression de la TSP1 et cette induction 

est dépendante de HIF1 (Distler et al., 2007). Des résultats allant de ce sens ont été observés 

dans des prélèvements de tissus de muscle ischémiques humain. En effet, l’expression de la 

TSP1 est augmentée dans ces prélèvements principalement au niveau des cellules 

endothéliales et des macrophages et cette expression est corrélée avec une MVD plus faible 

(Favier et al., 2005). La TSP1 augmente également dans des modèles d’ischémie cérébrale de 

rat et de souris ainsi que dans des modèles d’infarctusdu myocarde chez le rat (Hayashi et al., 

2003 ; Lin et al., 2003 ; Sezaki et al., 2005). De plus, dans les cellules endothéliales ainsi que 

dans les cellules musculaires lisses, l’hypoxie augmente l’expression de la TSP1 et stimulerait 

ainsi la migration cellulaire (Osada-Oka et al., 2008a; Phelan et al., 1998 ; Suzuma et al., 

1999 ). 

 

III.5. Fonctions de la TSP1 

De nombreuses fonctions ont été attribuées à la TSP1, en particulier dans la motilité 

cellulaire, l’inflammation, la réparation tissulaire, le développement, l’angiogenèse et dans la 

tumorigenèse. Les fonctions de la TSP1 dans la progression tumorale sont complexes. De 

nombreuses études montrent que la TSP1 est inhibée au cours de la progression tumorale et 

qu’une réexpression de la TSP1 diminue la croissance de ces tumeurs montrant ainsi le rôle 

anti-tumoral de la TSP1. Cependant, d'autres études montrent que la TSP1 augmente la 

dissémination métastasique ou l’angiogenèse. Ceci montre donc un rôle ambigu de la TSP1 au 

cours de la progression tumorale, qui peut être soit pro soit anti-tumoral suivant le contexte 

cellulaire, les partenaires présents et les récepteurs exprimés. 
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III.5.1. TSP1, une protéine anti-tumorale 

La fonction anti-angiogénique de la TSP1 a été mise en évidence près de 20 ans après 

l'identification initiale de cette protéine (Good et al., 1990). Les effets sur l’angiogenèse de la 

TSP1 peuvent être classés en deux catégories : directs ou indirects. Les rôles directs de la 

TSP1 ciblent et modifient les cellules endothéliales en elles-mêmes, alors que les rôles 

indirects jouent sur l’environnement cellulaire. Les effets directs de la TSP1 sur les cellules 

endothéliales passent par une répression de la mobilité, une inhibition de la chémotaxie 

induite par des cytokines, un arrêt du cycle cellulaire ainsi que par une induction de 

l’apoptose (Guo et al., 1997; Jimenez et al., 2000 ; Ren et al., 2006 ).Les effets indirects 

incluent le recrutement des cellules musculaires lisses vasculaires par la TSP1 qui stabilise le 

remodelage des capillaires et ainsi empêche une future angiogenèse (Isenberg et al., 2005). La 

TSP1 peut également se lier et séquestrer des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF et 

le bFGF, sécrétés par les cellules non endothéliales, ce qui diminue la survie et la migration 

des cellules endothéliales (Gupta et al., 1999 ; Margosio et al., 2003). De plus, la TSP1 est 

capable d’internaliser le VEGF par des cellules non endothéliales via le LRP ce qui diminue 

le niveau de VEGF (Greenaway et al., 2007). Enfin, la TSP1 a des effets pro-apoptotiques sur 

les macrophages activés et les lymphocytes T, ce qui réduit le niveau de cytokines 

inflammatoires qui ont un rôle important dans l’angiogenèse (Johansson et al., 2004 ; 

Johansson and Londei, 2004 ; Mateo et al., 1999).  

La TSP1 a donc été le premier agent anti-angiogénique pour lequel l’apoptose a été 

décrite comme la voie majeure de son activité anti-angiogénique (Jimenez et al., 2000). Par la 

suite cette observation a été généralisée pour d’autres inhibiteurs naturels de l’angiogenèse 

comme l’angiostatine, l’endostatine, la tumstatine et la SPARC (Folkman, 2004). Trois 

séquences de la TSP1 sont impliquées dans le rôle direct anti-angiogénique de la TSP1, l’une 

dans la région procollagène et les deux autres dans la seconde et la troisième répétition de 

type I de la TSP1 (Dawson et al., 1999; Iruela-Arispe et al., 1999 ; Tolsma et al., 1993 ). Le 

fragment anti-angiogénique de la région procollagène inhibe l’angiogenèse in vivo cependant 

sa fonction exacte n’a pas été explorée. Les répétitions de type I de la TSP1 se lient au CD36. 

Le CD36 est le récepteur majeur médiant les effets anti-angiogéniques et pro-apoptotiques de 

la TSP1 (Dawson et al., 1997; Jimenez et al., 2000 ). En effet un anticorps neutralisant ou un 

fragment du CD36 soluble, qui inhibe la liaison CD36-TSP1, entravent l’inhibition de la 

migration, de la morphogenèse ainsi que l’apoptose des cellules endothéliales par la TSP1 
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(Dawson et al., 1997; Jimenez et al., 2000 ). La TSP1 induit l’apoptose des cellules 

endothéliales via les caspases 3 et 8 (Jimenez et al., 2000 ; Nor et al., 2000). Ce processus est 

donc médié par le CD36 présent dans les radeaux lipidiques à la surface des membranes où il 

est associé à la famille de kinase Src, Fyn, Lyn et Yes. La TSP1 augmente l’association 

CD36-Fyn, conduisant à une activation de la voie de signalisation 

Fyn/JNK/p38MAPK/caspase 3 (Jimenez et al., 2001 ; Nor et al., 2000). L’interaction CD36-

TSP1 augmente également l’apoptose des cellules endothéliales par l’augmentation de 

l’expression de FasL à leur surface (Volpert et al., 2002). Outre l’activation de l’apoptose des 

cellules endothéliales, la TSP1 inhibe la survie de ces cellules en régulant négativement la 

protéine anti-apoptotique Bcl2. Ainsi la TSP1 inhibe les effets positifs du VEGF sur la survie 

des cellules endothéliales (Nor et al., 2001). Enfin la TSP1 via sa liaison au CD36 est capable 

d’inhiber le cycle cellulaire des cellules endothéliales en inhibant la transition G1/S, par une 

augmentation de p21 et une déphosphorylation de Rb (Yamauchi et al., 2007). 

Le rôle de la TSP1 en tant qu’inhibiteur de l’angiogenèse dans les tumeurs primaires 

est bien décrit dans la littérature (de Fraipont et al., 2001; Kazerounian et al., 2008 ; Ren et 

al., 2006 ). Pour les carcinomes mammaires par exemple, la transfection d’un plasmide codant 

pour la TSP1 dans des lignées tumorales mammaires inhibe la croissance de la tumeur 

primaire et inhibe également l’apparition de métastases pulmonaires (Weinstat-Saslow et al., 

1994). Cependant dans une étude plus récente, le croisement de souris TSP1-/- et de souris 

développant spontanément des tumeurs mammaires montre que comme l’étude précédente, 

les tumeurs primaires sont plus petites dans les souris exprimant la TSP1 que dans les souris 

invalidées pour la TSP1. Cependant, on observe une diminution du nombre des métastases 

dans les souris TSP1-/-(Yee et al., 2009). 

 

III.5.2. TSP1, une protéine pro-tumorale 

 

La TSP1 a également été impliqué dans la dissémination métastatique. Après la 

découverte des propriétés anti-angiogéniques de la TSP1, la plupart des études traitant de 

cette protéine dans les tumeurs ont considéré la TSP1 comme anti-tumorale. Cependant, il y a 

aussi toujours eu des travaux démontrant l'inverse. En effet, la TSP1 stimule la croissance et 

la migration des myofibroblastes qui activent la prolifération des cellules aortiques (Nicosia 

and Tuszynski, 1994). De plus, il a été montré que la migration ainsi que la formation de 
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micro-vaisseaux sont augmentées par de faibles quantités de TSP1 dans des cellules aortiques 

bovines (Qian et al., 1997). La digestion de la TSP1 par la thrombine clive la TSP1 en deux 

fragments, l’un de 25 kDa contenant la partie N-terminale, l’autre de 140 kDa contenant le 

reste de la TSP1. La forme entière de la TSP1 ainsi que le fragment de 25kDa augmentent 

l’angiogenèse induite par le FGF dans des modèles d’angiogenèse sur cornée de lapin, alors 

que le fragment de 140 kDa l’inhibe (Taraboletti et al., 2000). En outre, l’interaction de 

l’intégrine α3β1 avec de la TSP1 immobilisée stimule la prolifération des cellules 

endothéliales (Chandrasekaran et al., 2000). Enfin il a été montré que l’intégrine α9β1 pouvait 

lier la TSP1 via le domaine N-terminale de la TSP1. Cette intégrine est exprimée sur les 

cellules endothéliales de nombreux organes et cette interaction induit la néo-vascularisation 

dans différents modèles (Staniszewska et al., 2007). 

La TSP1 régule l’attachement, l’adhérence et la migration cellulaire. Divers travaux 

ont décrit des propriétés adhésives et anti-adhésives de la TSP-1 sur les plaquettes, les 

fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules musculaires ainsi que de nombreuses 

lignées cellulaires tumorales (Bonnefoy et al., 2008; Incardona et al., 1993 ; Lahav, 1988 ; 

Narizhneva et al., 2005 ; Orr et al., 2004 ; Tuszynski and Kowalska, 1991 ). L’adhésion 

cellulaire à la MEC joue un rôle crucial dans de nombreuses étapes de la progression tumorale 

ainsi que dans le développement métastatique. La TSP1 est capable de stimuler la perte des 

contacts focaux et des fibres de stress dans différents types cellulaires (Murphy-Ullrich, 2001; 

Murphy-Ullrich and Hook, 1989 ). Cette action est médiée par une séquence présente en N-

terminal de la TSP1 et peut être mimée par un peptide, nommé hepI, comprenant les acides 

aminés 17 à 35 de la TSP1 (Murphy-Ullrich et al., 1993). De multiples récepteurs sont 

capables de fixer le domaine N-terminal de la TSP1, cependant l’action de hepI est médiée 

par la calréticuline (CRT) en association avec le LRP1 (Goicoechea et al., 2002 ; Orr et al., 

2003b). La TSP1 en se liant à la CRT stimule les voies de signalisation FAK, ERK et PI3K 

(Orr et al., 2002). Ces signaux convergent vers une inhibition de l’activité de la protéine 

kinase Rho, stimulant ainsi la réorganisation du cytosquelette avec une perte des plaques 

d’adhésion focale et une augmentation de la migration cellulaire (Orr et al., 2003a; Orr et al., 

2004 ). En plus de cette perte des plaques d’adhésion focale, la TSP1 via le complexe 

CRT/LRP1 confère une résistance à l’anoïkis (mort cellulaire par apoptose induite par une 

diminution de l’adhésion cellulaire) des fibroblastes (Pallero et al., 2008). 

La fonction adhésive de TSP-1 est aussi fortement reliée à son implication dans la 

protéolyse péricellulaire associée à l’invasion tumorale. La TSP-1 est capable de lier 
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différentes protéases, telles que l’uPA, la plasmine, la thrombine, la cathépsine G ou l’élastase 

neutrophile (Bornstein, 1995; Silverstein et al., 1990 ). Le système plasminogène/plasmine est 

un système protéasique majeur impliqué dans la progression tumorale. La TSP-1 inhibe les 

activités plasmine et urokinase dans des cellules tumorales pulmonaires et stimule ainsi la 

dissémination métastatique (Hosokawa et al., 1993). Parallèlement, les complexes formés 

avec ces enzymes peuvent aussi être actifs et être également impliqués dans le développement 

de métastases. Ainsi, la TSP-1 produite dans les cellules tumorales mammaires induit 

l’invasion tumorale en stimulant l’expression d’uPA et de son récepteur uPAR (Albo et al., 

1997 ; Albo et al., 2000). Des résultats similaires ont été obtenu dans les carcinomes 

thyroïdiens, dans d’autres modèles de carcinomes mammaires, dans des tumeurs de la tête et 

du cou ainsi que dans les cancers du pancréas (Albo et al., 1999b; Albo and Tuszynski, 2004 ; 

Sid et al., 2008 ; Yee et al., 2009 ).  

En parallèle, la TSP-1 peut interagir avec les MMPs, suggérant une activité de 

régulation de la protéolyse matricielle. La nature inhibitrice de l’interaction de la TSP-1 et des 

MMP2, 3 et 9 a été démontrée : en effet, il résulte de ces interactions, une diminution de 

l’activité de ces MMPs (Bein and Simons, 2000). Toutefois, une même molécule de TSP-1 

représente à elle seule une source d’activation et d’inhibition de la MMP2 dans la mesure où 

le fragment de liaison à l’héparine de 25 kDa de la TSP-1 stimule la synthèse et l’activation 

de la MMP2 et inhibe l’expression de TIMP2, alors que le fragment C-terminal de 140 kDa 

agit en opposition (Taraboletti et al., 2000). Toutes ces données tendent à classer la TSP-1 

comme un promoteur tumoral. Ces différentes études montrent que la TSP1 augmente la 

dissémination métastatique - soit en augmentant la protéolyse matricielle, ce qui rend les 

cellules capables de migrer, - soit en inhibant une dégradation excessive de la MEC, afin de 

préserver un attachement cellule/matrice nécessaire à l’invasion tumorale.  

 

III.5.3. Thérapies basées sur la TSP1 et limites 

Vu les effets direct et indirect de la TSP1 sur les cellules endothéliales, il a semblé 

intéressant d’utiliser la TSP1 comme traitement dans différents cancers. Différentes approches 

pour augmenter la quantité de TSP1 ont été développées pour le traitement des cancers : 

injection de protéines recombinantes ou de fragments synthétiques de la TSP1. L’injection de 

TSP1 recombinantes ou l’expression d’un plasmide codant pour la TSP1 a été montré comme 

inhibant la croissance tumorale dans différents modèles (Bleuel et al., 1999 ; Hsu et al., 1996 ; 
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Streit et al., 1999 ; Tenan et al., 2000; Weinstat-Saslow et al., 1994 ). Cependant l’utilisation 

de la TSP1 en clinique est limitée par la taille de la TSP1 mais également par la multitude de 

récepteurs et de fonctions associés à la TSP1. De ce fait, l’utilisation de différents fragments 

ou de peptides mimétiques semblent être plus appropriée. Différents fragments de la TSP1 ont 

été étudiés et testés in vivo et in vitro.  

Le fragment N-terminal de la TSP1 n’a pas été testé dans des modèles tumoraux, 

cependant dans les cultures de cellules épithéliales il permet l’internalisation du VEGF via le 

récepteur LRP1 (Greenaway et al., 2007). Le peptide synthétique dérivé de la première 

répétition de type I de la TSP1, contenant la partie activatrice du TGFβ ainsi que le site de 

liaison à l’héparine, inhibe la croissance des tumeurs mammaires et des glioblastomes 

(Bogdanov et al., 1999; Iruela-Arispe et al., 1999 ). Cependant dans ces études aucun 

changement de la MVD n’a été observé. Un autre peptide, le TSP1ang, contenant les deux 

cystéines impliquées dans la trimérisation, le domaine procollagène ainsi que les répétitions 

de types I, a été testé (de Fraipont et al., 2004). Contrairement au peptide précédemment 

décrit, le TSP1ang, injecté ou exprimé par les cellules, diminue la vascularisation tumorale. 

Par contre les tumeurs traitées par ce peptide sont plus agressives et plus invasives que les 

contrôles (de Fraipont et al., 2004), montrant un effet à la fois antiangiogénique et protumoral. 

Des peptides contenant les domaines de types I de la TSP1 ont également été testés. Un 

peptide contenant les trois répétitions de type I de la TSP1 réduit l’angiogenèse ainsi que la 

croissance de tumeurs pancréatiques en induisant une apoptose des cellules endothéliales 

associées à la tumeur (Zhang et al., 2005). 

Des petits peptides de la TSP1 nommés ABT-510 et ABT-526 dérivés de la séquence anti-

angiogénique présente dans la deuxième répétition de type I de la TSP1 ont été développés 

par la société Abbott (Haviv et al., 2005). Le traitement d’animaux par ces deux peptides 

stabilise le développement de nombreux modèles tumoraux chez la souris ainsi que des 

tumeurs spontanées chez le chien (Anderson et al., 2007 ; Greenaway et al., 2009 ; Haviv et 

al., 2005 ; Rusk et al., 2006). Les essais cliniques de phases I de l’ABT-510 ont montré une 

bonne tolérance des patients vis-à-vis de ces molécules. Cependant l’utilisation de ce peptide 

ne démontre pas d’effets bénéfiques dans deux essais cliniques de phase II réalisés chez des 

patients atteints de mélanome (Markovic et al., 2007) ou de sarcome des tissus mous (Baker et 

al., 2008). 
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Ces données montrent que l’utilisation de la TSP1 ou de peptides dérivés de la TSP1 

n’a pas les effets escomptés sur les tumeurs. Ceci peut s’expliquer par le rôle complexe de la 

TSP1 au cours de la progression tumorale. Tout d’abord, des mécanismes de résistance aux 

effets anti-angiogéniques de la TSP1 ont été décrits dès 2001 (Filleur et al., 2001). Par la 

suite, les effets de la TSP1 sur la vascularisation et la croissance tumorale ont été étudiés in 

vivo sur un modèle de carcinome mammaire soumis à une exposition stromale de TSP1. Il a 

été tout d’abord été observé que le niveau de TSP1 était suffisant pour inhiber la néo-

vascularisation à un stade précoce (Fontana et al., 2005). Cependant, l’exposition prolongée 

des tumeurs à la TSP1 était associée à une augmentation de l’expression tumorale de VEGF et 

entrainait une croissance tumorale équivalente aux tumeurs contrôles, non exposées à la 

TSP1. Parallèlement, l’étude de l’expression de la TSP1 sur tissu humain mammaire tumoral 

a montré que l’expression de TSP1, bien qu’associée à une diminution de la vascularisation, 

était aussi associée à une diminution de la survie sans récidive. Au niveau du tissu 

ganglionnaire métastatique, l’expression tumorale de TSP1 n’était plus associée une 

diminution de la vascularisation. Ces observations suggéraient donc qu’une forte exposition 

tumorale à la TSP1 était un facteur de mauvais pronostic sur la survie des patientes. Ce 

mécanisme de résistance a également été décrit dans des modèles de glioblastomes et de 

fibrosarcomes (Filleur et al., 2001). En effet, l’expression de TSP1 dans ces modèles retarde 

dans un premier temps la croissance tumorale. Cependant une exposition prolongée à la TSP1 

n’a plus aucun effet sur les tumeurs. De plus, la TSP1 ne diminue plus la formation de 

métastases pulmonaires sur les cellules isolées de tumeurs résistantes à la TSP1. Ces 

phénomènes de résistance sont donc un inconvénient majeur à l’utilisation de fragments anti-

angiogéniques de la TSP1 en thérapie. 

 

Les rôles, décrits précédemment, de la TSP1 dans l’invasion cellulaire sont également 

un frein dans l’utilisation de la TSP1 en thérapie. La TSP1 est impliquée dans l’adhérence et 

la migration cellulaire. Suivant les études, comme pour la plupart des rôles attribués à la 

TSP1, les résultats sont contradictoires. D’un côté des études montrent que la TSP1 inhibe la 

formation de métastases, de l’autre au contraire la TSP1 favorise leur formation. Encore une 

fois, la structure complexe de la TSP1 ainsi que les multiples récepteurs capables d’interagir 

avec cette protéine mais également les modèles et les contextes cellulaires peuvent expliquer 

les résultats divergeant sur l’implication de la TSP1 dans la formation de métastases. Dans 

une même tumeur il est ainsi probable que le rôle de la TSP1 change en fonction de son 
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niveau d’expression, des récepteurs exprimés par les cellules tumorales mais également par 

les cellules stromales qui se modifient au cours de la progression tumorale. Les propriétés de 

la TSP1 limitant le développement de la tumeur (inhibition de l’angiogenèse) s’exercent en 

même temps que celles qui favorisent l’invasion ou la formation de métastases (déadhésion, 

migration), et qui les contrebalancent. 

 

III.6. TSP1 et carcinomes prostatiques. 

La TSP1 joue un rôle important dans l’homéostasie prostatique. En effet, dans les 

souris invalidées pour la TSP1, on observe une hyperplasie prostatique caractérisée par une 

augmentation de l’angiogenèse stromale et par une augmentation de la prolifération des 

cellules épithéliales (Fitchev et al., 2010). Cette augmentation de la vascularisation de la 

prostate résulte probablement de l’absence des effets anti-angiogéniques de la TSP1 et d’une 

diminution de l’activation du TGF β, connu pour inhiber la prolifération des cellules 

épithéliales prostatiques normales (Fitchev et al., 2010; Jones et al., 2009 ). 

Chez le rat, la TSP1 est faiblement exprimée et les androgènes régulent directement 

son expression dans la prostate. En effet, la castration chez le rat induit une involution de 

glande prostatique accompagnée d’une diminution de sa vascularisation (Huggins and 

Hodges, 1941). Cette diminution de la vascularisation s’explique notamment par la 

diminution du VEGF dont l’expression est positivement régulée par les androgènes. Au bout 

de quelques jours, l’hypoxie résultant de la castration induit une réexpression du VEGF dont 

le taux revient à la normale (Burchardt et al., 2000). Cependant, en dépit d’un niveau normal 

de VEGF, la vascularisation prostatique continue de régresser. La TSP1 étant quant à elle 

réprimée par le androgènes, la castration déclenche une augmentation de la TSP1 qui persiste 

pendant au moins 12 jours. Contrairement à ce qui est observé pour le VEGF, il n’y a pas 

dans ce cas de feed-back créé par l’hypoxie (Huggins and Hodges, 1941). L’ajout 

d’androgènes chez les rats castrés fait disparaitre la TSP1 dans le stroma ainsi que dans les 

cellules épithéliales. La prostate revient ainsi à son état initial. Les androgènes ainsi que 

l’hypoxie inhibentdonc la synthèse de TSP1 dans la prostate normale (Fitchev et al., 2010 ; 

Huggins and Hodges, 1941 ; Rudolfsson and Bergh, 2008). 

Dans les carcinomes prostatiques, ces régulations semblent être maintenues au moins 

dans les premiers stades de la maladie. Dans les ADCaP, la MVD est inversement corrélée à 

l’expression de TSP1. En effet, plusieurs études montrent une augmentation de la 



62 
 

vascularisation et une diminution de l’expression de la TSP1 dans les tumeurs par rapport à la 

prostate saine (Huggins and Hodges, 1941 ; Kaygusuz et al., 2007; Kung and Evans, 2009 ; 

Vallbo et al., 2004 ). Chez des animaux porteurs de tumeurs xénogreffées, l’ablation 

androgénique augmente l’expression de la TSP1 (Fitchev et al., 2010; Huggins and Hodges, 

1941 ; Kung and Evans, 2009 ) de même que l’utilisation d’un antagoniste d’AR, le 

bicalutamide (Antonarakis et al., 2009). 

Cette corrélation entre la MVD et la TSP1 ne perdure pas au cours de la progression 

tumorale prostatique et notamment dans les CRCaP. Plusieurs études n’ont en effet pas 

montré de corrélation entre la vascularisation et l’expression de la TSP1 dans les CRCaP 

(Grossfeld et al., 2002 ; Huggins and Hodges, 1941; Kaygusuz et al., 2007 ). La forte 

expression de la TSP1 dans les CRCaP ne s’accompagne plus d’une diminution de la 

vascularisation. Ceci peut s’expliquer par différents mécanismes. L’exposition prolongée à la 

TSP1 peut provoquer un phénomène de résistance aux effets anti-angiogéniques de la TSP1. 

En effet, dans un modèle de xénogreffe de cellules LNCaP (lignée ADCaP), la TSP1 diminue 

la prise tumorale ainsi que la vascularisation. Cependant après la prise tumorale, la vitesse de 

la croissance tumorale est identique en présence ou en absence de TSP1, car les cellules 

tumorales se sont adaptées à la présence de TSP1 notamment par une surexpression du VEGF, 

qui contrebalance les effets de la TSP1. De plus, le TGFβ augmente la prolifération de ces 

cellules qui n’étaient pas, avant l’exposition à la TSP1, affectées par ce facteur de croissance 

(Huggins and Hodges, 1941).  

Dans la lignée LNCaP, le promoteur de la TSP1 est méthylé, ce qui réprime son 

expression et favorise la vascularisation de la tumeur  (Cussenot et al., 1994 ; Li et al., 1999). 

Le passage de tumeurs LNCaP xénogreffées chez des animaux castrés a permis d’obtenir des 

variants résistants à la castration, en particulier les cellules C4-2 (Muss et al., 1984). Dans ces 

cellules CRCaP, qui sont plus agressives et invasives, la TSP1 est réexprimée fortement 

(Trojan et al., 2005). Cette réexpression de la TSP1 dans les tumeurs CRCaP suggère que à ce 

stade les effets pro-tumoraux de la TSP1 outrepassent ses effets antiangiogéniques ou que 

ceux-ci soient devenus inactifs. L'éude de cette question fait l'objet de la deuxième partie du 

travail présenté dans la partie résultats.  
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IV. L’axe CXCR4 / SDF-1 
 

Le récepteur CXCR4 a été cloné en 1993 par plusieurs équipes en tant que récepteur orphelin 

aux chimiokines et fut nommé LESTR ou fusin (Loetscher et al., 1994). En 1996, il a été 

identifié comme un co-facteur essentiel d’entrée du VIH-1 et VIH-2 sur les lymphocytes T 

CD4+ (Deng et al., 1996 ; Doranz et al., 1996 ; Feng et al., 1996). Ce n’est que lorsque son 

ligand biologique, le SDF1 ou CXCL12, a été identifié, qu’il a été reclassé comme un 

récepteur de chimiokine et renommé CXCR4 (Bleul et al., 1996a ; Oberlin et al., 1996). Son 

expression membranaire est décrite sur la plupart des leucocytes (Hori et al., 1998). 

Cependant, à la différence des autres récepteurs des chimiokines, il est exprimé dans de 

nombreux autres tissus et aurait notamment un rôle physiologique essentiel dans le 

développement, l’organogénèse, l’hématopoïèse et la vascularisation (Ma et al., 1998 ; Zhou 

et al., 1998). Enfin, il est exprimé dans la plupart des cancers (Balkwill, 2004) dont le cancer 

de la prostate.  

 

IV.1. CXCR4 

 

IV.1.a Structure 

 

Le récepteur CXCR4 est un récepteur à 7 domaines transmembranaires. Il possède 3 boucles 

extracellulaires (BEC) et un domaine amino-terminal (N-ter) où s’effectue la liaison du ligand 

(principalement sur le domaine N-ter et la seconde boucle (BEC II). Les 3 boucles 

intracellulaires (BIC) sont responsables de l’activation des voies de signalisation (2), et le 

domaine carboxy-terminal (C-ter) est impliqué dans la désensibilisation du récepteur. 

 

CXCR4 peut s’assembler en homo-complexes et avec d’autres récepteurs aux chimiokines, 

notamment CCR2. Elle peut aussi se dimériser (Wu et al., 2010), l’interface de dimérisation 

impliquant le côté extracellulaire des hélices V et VI (figure 17). L’association en dimère 

serait due majoritairement à des interactions hydrophobes impliquant une dizaine de résidus 
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dans ces deux TM mais aussi la boucle extracellulaire e2. Cette nouvelle conformation 

permettrait peut-être la fixation de nouveaux ligands (Wu et al., 2010). 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique du dimère CXCR4 (adapté de Busillo et al, 2010). 
 

IV.1.b Régulation 

 

Régulation transcriptionnelle de CXCR4 

Bien que la région promotrice du gène CXCR4 contienne un grand nombre de séquences 

consensus de régulation, le contrôle de la transcription se fait surtout par l’action opposée de 2 

principaux régulateurs : NRF-1 (Nuclear respiratory factor-1) en association avec SP-1 

(Specificity protein 1) régule positivement la transcription (Wegner et al., 1998) alors que la 

régulation négative se fait par le biais de YY1 (Ying Yang 1) (Moriuchi et al., 1999).  

L’expression de CXCR4 peut être augmentée par les seconds messagers intracellulaires 

comme le calcium (Moriuchi et al., 1997), l’AMPc (Cristillo et al., 2002) ou par certaines 

cytokines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-15 TGF-β, βFGF, VEGF et EGF). Les cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFα, l’INF-γ et l’IL-1β diminuent quant à elles l’expression de ce 

récepteur (Busillo and Benovic, 2007). L’expression de CXCR4 est aussi induite par HIF-1 

(Hirota and Semenza, 2006).  
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Régulation de l’expression de la protéine CXCR4 

De nombreuses modifications post-traductionnelles contribuent à l’expression et à la fonction 

de CXCR4. Parmi celles-ci, on peut noter la glycolysation (Berson JF et al., 1996). D’autre 

part, CXCR4 subit la sulfatation de trois tyrosines présentes dans sa partie extracellulaire: 

Tyr7, Tyr12 et Tyr21 (Tyr21 étant la plus touchée par ce processus (Farzan et al., 2002) (Vila-

Coro et al., 1999). 

 

IV.2. Le ligand SDF-1 

 

La chimiokine SDF-1 (CXCL12) est le seul ligand physiologique connu de CXCR4. Elle a été 

isolée à partir de cellules stromales issues de la moelle osseuse. La fonction qui lui a été à 

l’époque attribuée était le support de la prolifération des progéniteurs des lymphocytes B en 

présence d’interleukine-7 (IL7) (Nagasawa et al., 1994). 

SDF-1 est exprimée constitutivement dans un nombre élevé de tissus. Son expression ne 

dépend donc pas de stimuli pro inflammatoires à la différence des autres chimiokines connues 

(Bleul et al., 1996b ; Nagasawa et al., 1994).  

Deux isoformes liant le récepteur CXCR4 avec une affinité similaire d’environ 10nM 

(Hesselgesser and Horuk, 1999) sont classiquement décrites; SDF-1α est constitué de 68 

résidus et SDF-1β de 72 résidus par extension de 4 résidus sur son extrémité C-terminale 

(Shirozu et al., 1995).  

SDF1 présente une structure tridimensionnelle en clé grecque classique des chimiokines; 

l’extrémité N-terminale désordonnée est suivie par une longue boucle (boucle N), un feuillet β 

à trois brins antiparallèles puis un domaine C-terminal en hélice α. Deux ponts disulfures 

relient la boucle N aux brins β2 et β3 (Crump et al., 1997). Les sites de liaison au récepteur se 

situeraient principalement sur les 17 premiers acides aminés de la portion N-terminale. 
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Figure 18: structure tridimensionnelle de SDF-1. Les 2 ponts disulfures (Cys11-Cys50 et 

Cys9-Cys-34) sont schématisés en jaune. 

 

IV.3. Liaison de SDF-1 par CXCR4 et signalisation intra-cellulaire 

 

IV.3.a Liaison de SDF-1 par CXCR4 

 

La portion N-terminale de CXCR4 est impliquée dans la liaison de SDF-1 selon un 

mécanisme en deux étapes; l’interaction initiale entre les résidus 12 à 17 de SDF-1 et 2 à 36 

de CXCR4 provoquerait un changement de conformation du récepteur (Huang et al., 2003) 

qui faciliterait l’interaction entre les huit premiers acides aminés de SDF-1 et les boucles 

extracellulaires e2 (Asp187) et e3 (Glu268) de CXCR4.  
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Figure 19: schématisation de l’interaction entre CXCR4 et SDF-1.  

(R) CXCR4 à l’état natif avant l’interaction.  

(Rt) La portion N-terminale de SDF-1, chargée positivement (en bleu), interagit 

successivement avec la partie N-terminale de CXCR4, chargée négativement (en rouge) au 

niveau du site 1, puis avec le domaine transmembranaire chargé négativement au niveau du 

site 2. 

(R*) Cette interaction en 2 temps conduit à une modification conformationnelle de CXCR4, le 

récepteur étant alors dans un état activé (Huang et al., 2003). 

 

IV.3.b Voies de signalisation 

 

La fixation de SDF-1 à CXCR4 conduit à l’activation de signaux dépendants ou non des 

protéines G hétérotrimériques. Ces signaux peuvent influencer la cellule à migrer en réponse à 

la chimiokine, ou à produire d’autres facteurs de transcription permettant sa prolifération et/ou 

sa survie. 

Voies dépendantes des protéines G 

Les protéines G sont composées de 3 sous-unités α, β et γ. En absence de fixation de la 

chimiokine au récepteur, elles sont inactives. La fixation de CXCL12 à son récepteur entraîne 
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un changement de conformation de la protéine G. Cette protéine se fixe alors au récepteur, ce 

qui provoque son clivage. Les sous-unités β et γ associées vont ensuite activer la 

phospholipase C (PLC) (Busillo and Benovic, 2007), premier maillon des voies d’activation 

dépendantes du calcium, et la voie d’activation de la PI3-kinase (Phosphoinositide-3 kinase) 

qui passe par les MAPK (Mitogen-activated protein kinase) Erk1 et Erk2 (Ganju et al., 1998 ; 

Sotsios et al., 1999). De son côté, la sous-unité α active les tyrosines kinases de la famille Src 

(Busillo and Benovic, 2007). 

Voies indépendantes des protéines G 

La fixation de SDF-1 sur son récepteur permet la phosphorylation de JAK2 etJAK3, ce qui 

induit leur association avec CXCR4 et leur activation (Vila-Coro et al., 1999), entrainant 

l’activation de la voie STAT (Zhang et al., 2001).  

Une seconde voie indépendante des protéines G passe par les β-arrestines (β-arr). Les β-arr 

(β-arr2 et β-arr3) sont impliquées dans l’internalisation du récepteur mais peuvent aussi 

induire leur propre cascade de signalisation (Fong et al., 2002) : ainsi, la β-arr2 et la β-arr3 

améliorent l’activation de CXCR4 qui passe par ERK (Cheng et al., 2000) et la β-arr3 est plus 

particulièrement impliquée dans l’activation de la kinase p38 MAPK et dans la stimulation de 

la migration en réponse à SDF-1 (Sun et al., 2002). 

 

IV.4. Autres ligands de CXCR4 – Autres récepteurs de SDF-1 

 

De manière générale, les chimiokines se lient souvent à plusieurs récepteurs et un récepteur 

lie plusieurs chimiokines. SDF-1 et CXCR4 étaient jusqu’à récemment considérés comme une 

exception à la règle (Broxmeyer et al., 2005 ; Nagasawa et al., 1996), car spécifiques l’un de 

l’autre.  

Toutefois, CXCR7 a été récemment décrit comme liant SDF-1 (Balabanian et al., 2005). 

CXCR7 est surtout exprimé par les cellules tumorales et les vaisseaux associés aux tumeurs, 

en particulier dans le cancer de la prostate (Wang et al., 2008). L’interaction de SDF-1 et 

CXCR7 a un effet prolifératif. De plus, l’expression de CXCR7 serait associée à l’agressivité 

tumorale chez les patients ayant un cancer de la prostate (Wang et al., 2008). 
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Enfin, un autre ligand, le MIF (Migration Inhibitory Factor), lie à la fois CXCR2 et CXCR4, 

et semble jouer un rôle critique dans l’athérogenèse et certaines maladies inflammatoires 

(Bernhagen et al., 2007).  

 

IV.4.Fonctions de l’axe CXCR4 / SDF-1 

 

IV.4.1. Fonctions physiologiques 

 

Hématopoïèse 

Des modèles de souris invalidées pour CXCR4 ou CXCL12 ont démontré que le couple est 

très largement impliqué dans l’hématopoïèse. L’invalidation du gène de CXCL12 ou de 

CXCR4 a mis en évidence que cette chimiokine est un facteur essentiel dans le déroulement 

de la lymphopoïèse B et de la myélopoïèse anténatale (Ma et al., 1998 ; Takahama, 2006). Le 

couple CXCL12/CXCR4 est aussi essentiel dans la domiciliation et la rétention des cellules 

hématopoïétiques dans le foie foetal puis dans la moelle osseuse adulte (Lee et al., 2002 ; Ma 

et al., 1999). 

 

Trafic leucocytaire 

SDF-1 et CXCR4 contribuent à la migration des LT et des LB (Okada et al., 2002), en 

orchestrant la domiciliation, la maturation et la différenciation des LB dans la rate et les 

ganglions (Allen et al., 2004 ; Chan et al., 2009 ; Henderson et al., 2010 ; Nie et al., 2004; 

Okada et al., 2002 ). Ils orientent les cellules productrices d’anticorps vers les tissus 

lymphoïdes (Hargreaves et al., 2001 ; Kabashima et al., 2006 ; Nakayama et al., 2003) et les 

LT naïfs vers les ganglions lymphoïdes et les plaques de Peyer (Bai et al., 2009). 

 

IV.4.2. Processus pathologiques 

 

Processus inflammatoires 
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SDF-1/CXCR4 participe à des processus pathologiques périphériques : il régule, par exemple, 

l’accumulation de LT dans les tissus rhumatoïdes sinoviaux dans la polyarthrite rhumatoïde 

(Buckley et al., 2000). Il participe à la formation d’infiltrats inflammatoires de neutrophiles 

ou de lymphocytes dans le rein en cas du lupus (Wang et al., 2009a), ou dans le foie en cas 

l’hépatite C (Wald et al., 2004). Le couple SDF-1/CXCR4 pourrait aussi être impliqué dans 

l’asthme : la neutralisation de CXCR4 diminue significativement l’hyperéosinophilie 

pulmonaire dans un modèle murin d’allergie des voies respiratoires (Gonzalo et al., 2000). 

 

Infection par le VIH 

Le récepteur CXCR4 a été identifié comme un co-facteur essentiel d’entrée du VIH-1 et VIH-

2 sur les lymphocytes T ou macrophages CD4+ (Feng et al., 1996). L’interaction du VIH avec 

la protéine CD4 à la surface de la cellule permet certes l’attachement du virus, mais cette 

interaction n'est toutefois pas suffisante pour assurer la pénétration/fusion dans la cellule 

cible. La fusion dépend de l'expression de corécepteurs membranaires, et en particulier des 

récepteurs CCR5 et CXCR4. 

 

Processus tumoraux 

L’axe CXCR4-SDF-1 a été impliqué dans l’invasion locale et à distance de multiples cancers. 

Plus spécifiquement, CXCR4-SDF-1 jouent un rôle critique dans la détermination de la 

destination métastatique des cellules tumorales dans de nombreux cancers, et plus 

particulièrement les cancers du sein (Liotta, 2001) et de la prostate (Akashi et al., 2008).  

Localement, dans l’environnement tumoral immédiat, l’activation de CXCR4 stimule la 

production de métalloprotéases, qui augmentent la capacité des cellules tumorales à sortir du 

site primaire de tumeur (Fernandis et al., 2004 ; S and S, 2000 ; Samara et al., 2004). De plus, 

SDF-1 est capable d’améliorer l’activité des intégrines (Campbell et al., 1998) et ainsi de 

faciliter l’adhésion des cellules tumorales à l’endothélium. 

 

IV.5. CXCR4 et adénocarcinome prostatique 
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CXCR4 est régulé par le récepteur aux androgènes 

 

Il a été montré que l’expression ARN de CXCR4 était sous le contrôle négatif du récepteur 

aux androgènes dans la lignée cellulaire de cancer de la prostate DU-145 (Akashi et al., 

2006). Les cellules DU-145/AR- exprimaient l’ARNm de CXCR4 à un niveau 

significativement plus élevé que les cellules DU-145/AR+. De plus, la présence de SDF-1 

entrainait une migration des cellules DU-145/AR-, alors qu’elle n’avait pas d’effet sur les 

cellules DU-145/AR+. Les auteurs ont concluent que ce phénomène de régulation négative 

pourrait expliquer, du moins en partie, l’augmentation du potentiel invasif des cellules 

tumorales résistantes à la castration (hormono-indépendantes) n’exprimant pas l’AR. Les 

cellules exprimant l’AR ont en effet un phénotype plus différencié et un potentiel invasif 

moins important. 

 

CXCR4 et SDF-1 sont régulés par l’hypoxie 

 

Un mécanisme important régulant le potentiel métastatique des tumeurs en général est 

l’hypoxie. Chez les patients ayant un cancer de la prostate, l’hypoxie tumorale a été associée à 

un moins bon pronostic après traitement par radiothérapie externe. La réponse tumorale à 

l’hypoxie est un phénomène bien documenté, et mis récemment en cause dans les mécanismes 

potentiels d’échappement tumoral sous traitement antiangiogénique (Ebos et al., 2009 ; Paez-

Ribes et al., 2009). Dans une étude récente, Dai et al ont évalué la réponse à l’hypoxie de 3 

lignées tumorales de prostate, PC-3, DU145 et LnCaP. L’exposition de ces cellules à une 

hypoxie (1% d’oxygène) induisait une augmentation de leurs capacités migratoires et 

invasives (Dai et al., 2011). Les cellules tumorales peuvent en effet échapper aux effets 

toxiques de l’hypoxie en migrant hors de la zone tumorale. Ce processus a aussi été observé 

dans d’autres situations que le cancer, notamment dans les lésions athérosclérotiques (Osada-

Oka et al., 2008b) ou les sclérodermies systémiques (Distler et al., 2007). Chez les patients 

ayant un cancer, la progression naturelle du cancer entraine le développement spontané de 

zones hypoxiques, ce qui contribue à stimuler la dissémination métastatique. Dans des 

modèles expérimentaux, il a été montré récemment que le traitement de souris porteuses de 

tumeurs par différents inhibiteurs de l’angiogenèse conduisait à une augmentation de 
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l’invasion tumorale et/ou de la dissémination métastatique (Ebos et al., 2009 ; Paez-Ribes et 

al., 2009) (Loges 2009).  

 

Plusieurs études (Scheurer et al., 2004; Schioppa et al., 2003 ) réalisées avec des cellules 

normales ou tumorales ont rapporté que l’hypoxie induisait l’expression de CXCR4. À partir 

de ces données, une équipe s’est intéressée au rôle du gène VHL dans la régulation de 

CXCR4 (Staller et al., 2003). Les résultats ont montré que la suppression de VHL induisait 

l’hyperexpression de CXCR4. Cette hyperexpression était médiée notamment par HIF-1. Une 

autre étude (Bachelder et al., 2002) a rapporté que l’expression de CXCR4 pourrait être 

régulée par le VEGF selon une boucle autocrine. Enfin, les capacités migratoires de plusieurs 

lignées tumorales prostatiques soumises à l’hypoxie sont atténuées après traitement par un 

inhibiteur de HIF-1 (YC-1) (Dai et al., 2011). Au total, il existe des résultats concordants qui 

suggèrent que l’expression de CXCR4 est régulée par les gènes impliqués dans la réponse à 

l’hypoxie, et associée à une augmentation de la migration cellulaire tumorale. 

 

Rôle dans l’invasion locale des tumeurs prostatiques 

 

a) SDF-1 / CXCR4 et dégradation de la matrice extra-cellulaire 

Il a été rapporté sur plusieurs modèles tumoraux et non tumoraux que l’axe SDF-1 / CXCR4 

régulait positivement l’activité de plusieurs métalloprotéases (Chinni et al., 2006 ; Zhang et 

al., 2008). Ces enzymes ont une activité de dégradation de la matrice extra-cellulaire et de la 

membrane basale, participant donc à la migration cellulaire en son sein. En cas de cancer, ces 

métalloprotéases ont un rôle crucial dans l’invasion du tissu conjonctif par les cellules 

tumorales. 

La régulation des métalloprotéases par l’axe SDF-1/CXCR4 a été étudiée sur les lignées 

tumorales prostatiques LnCaP et PC3 (Singh et al., 2004). Ces auteurs ont montré que 

l’interaction de SDF-1 avec CXCR4 entrainait une augmentation de la collagenase-1 

(metalloproteinase-1 ou MMP-1) et de la MMP-2 par ces cellules. L’expression de la MMP-9 

et de la stromelysin-1 (MMP-3) n’était augmentée que dans les cellules PC3, alors que celle 

des stromelysin-2 et 3 (MMP-10 et 11) n’était augmentée que dans les cellules LnCaP. 
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L’ensemble de ces observations souligne donc le rôle pivot de l’axe SDF-1/CXCR4 dans la 

dégradation de la matrice extra-cellulaire. 

 

b)SDF-1 / CXCR4 et transition épithélio-mésenchymateuse 

Dans la plupart des cancers, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) a été rapportée 

comme une des étapes initiales de l’invasion tumorale (Cardiff, 2005; Wu and Zhou, 2008 ). 

Il s’agit d’un processus dynamique au cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques 

épithéliales et développent des propriétés mésenchymateuses. Ceci requiert des modifications 

architecturales et fonctionnelles complexes. La transition d’un phénotype à un autre recouvre 

un large spectre de modifications inter- et intracellulaires rarement observé en totalité. Les 

cellules ayant subi la TEM acquièrent de nouvelles capacités, entre autres la motilité et la 

production de facteurs pro-invasifs. Elles perdent leurs caractéristiques épithéliales telles que 

les jonctions cellule-cellule, l’organisation du cytosquelette d’actine et la distribution 

polarisée des organites intracellulaires (Jeanes et al., 2008).  

 

La TEM est associée à un changement du programme génétique conduisant à l’extinction de 

marqueurs épithéliaux au profit de la synthèse de protéines caractéristiques de cellules 

mésenchymateuses. Les marqueurs communément utilisés afin de caractériser le processus de 

TEM dans un tissu ou des cellules en culture incluent : 

-la perte de l’E-cadhérine au profit d’une augmentation de la N-cadhérine. La N-cadhérine 

est impliquée dans la formation des jonctions inter-cellulaires dans le tissu nerveux, mais est 

aussi spécifique des cellules mésenchymateuses (Cano et al., 2000 ; Vleminckx et al., 1991). 

La perte de l’E-cadhérine a été associée à l’agressivité tumorale (Cheng et al., 2001; Junghans 

et al., 2005 ). 

-l’expression de certains facteurs de transcription tels que Snail1, Slug (Snail2), Twist, 

ZEB1, ZEB2 et E47, qui peuvent inhiber la transcription de l’E-cadhérine (Lee et al., 2006). 

-la relocalisation nucléaire de la β-caténine. La fonction de la β-caténine dépend de sa 

localisation subcellulaire. Dans une cellule épithéliale, elle est sous-membranaire du fait de 

son interaction physique avec l’E-cadhérine au niveau des jonctions adhérentes. Par contre, 

dans une cellule mésenchymateuse, elle est dissociée des jonctions par la perte de l’expression 
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de l’E-cadhérine. Elle se retrouve alors dans le cytoplasme. A ce niveau, la β-caténine peut 

être soit dégradée suite à sa phosphorylation par la kinase GS3K, soit transloquée dans le 

noyau, où elle s’associe avec les co-facteurs de transcription LEF/TCF afin d’induire ou de 

réprimer l’expression des gènes cibles (Luo and Lin, 2004). La dégradation ou la translocation 

nucléaire de la β-caténine dépendrait de la voie de signalisation Wnt. Cette voie dépend des 

récepteurs membranaires « frizzled » qui transmettent le signal à une protéine cytoplasmique 

(Dvl) inhibant l’activité de la kinase GS3K. En présence du signal Wnt, la β-caténine sera 

donc transloquée dans le noyau. Ainsi, en plus de ses propriétés adhésives, le complexe E-

cadhérine/β-caténine joue un rôle dans la voie de signalisation Wnt, et la transcription de 

gènes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire. Dans le cancer de la prostate, une 

augmentation de la β-caténine cytoplasmique et /ou nucléaire a été rapportée dans de 

multiples études (de la Taille et al., 2003), et a été associée à la progression tumorale. 

 

Un lien direct entre l’axe SDF-1/CXCR4, la TEM a été récemment observé in vitro sur des 

lignées tumorales coliques. Dans une étude récente, Wang et al ont montré sur la lignée HT29 

que SDF-1 régulait négativement la formation du complexe E-cadhérine/β-caténine (Wang et 

al., 2011). En effet, SDF-1 entrainait une diminution de l’expression ARNm de la E-cadhérine 

et de la β-caténine, ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation de la β-caténine, 

augmentant sa dégradation. Ces effets étaient annulés par AMD3100, qui est un antagoniste 

de CXCR4. Ces observations suggèrent que l’axe CXCR4 participe à la TEM. Il n’existe pas 

en revanche à notre connaissance d’observations similaires sur des lignées cellulaires de 

cancer de la prostate. 

 

Rôle dans la nidation métastatique des tumeurs prostatiques 

 

En plus de son rôle initial dans le processus d’invasion tumorale locale, il a été montré que 

l’axe CXCR4/SDF-1 jouait un rôle majeur dans les dernières étapes de la prolifération 

métastatiques dans de nombreux cancers, tels que le cancer du sein (Sacanna et al., 2011) et 

de la prostate (Taichman et al., 2002), mais aussi le cancer du rein (Pan et al., 2006), de 

l’ovaire (Scotton et al., 2002) et du poumon (Phillips et al., 2003). Dans ces processus 

tumoraux, la chimiotaxie permise par l’axe CXCR4-SDF est détournée de son rôle 
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physiologique par les cellules tumorales pour générer des métastases à distance. Les cellules 

surexprimant CXCR4 vont préférentiellement migrer vers les organes secondaires présentant 

les plus fortes concentrations de SDF-1 (Muller et al., 2001).  

 

Rôle pronostique de CXCR4 dans le cancer de la prostate 

 

Le rôle de CXCR4 en tant que marqueur tissulaire pronostique a été étudié chez les patients 

atteints de cancer, notamment en cas de mélanome (Scala et al., 2005), de cancer pulmonaire 

(Spano et al., 2004), ovarien (Jiang et al., 2006), ou de cancer de l’oesophage (Koishi et al., 

2006). Chez les patients ayant un cancer de la prostate, uniquement quelques études (Akashi 

et al., 2008 ; Okera et al., 2011) ont suggéré que l’expression tissulaire de CXCR4 était 

associée au pronostic, avec néanmoins des résultats controversés. 

 

-Chez les patients ayant un cancer métastatique (Akashi et al., 2008) 

 

A notre connaissance, une seule étude a évalué l’expression tissulaire tumorale de CXCR4 

chez les patients ayant un cancer de la prostate métastatique (Akashi et al., 2008). Dans cette 

étude, les auteurs ont évalué l’expression tissulaire de CXCR4 par immunohistochimie sur du 

matériel biopsique de patients ayant un cancer métastatique osseux traité par suppression 

androgénique. Une expression tissulaire tumorale de CXCR4 a été détectée chez 94% des 

patients. Elle n’était pas associée au stade tumoral, au score de Gleason, à l’étendue de 

l’atteinte métastatique osseuse ou à la réponse au traitement hormonale. Néanmoins, les 

patients ayant un cancer exprimant fortement CXCR4 avaient une survie spécifique 

significativement plus faible (p=0,0329 ; 95% CI 0,284–0,948). 

 



76 
 

  

Figure 20: survie spécifique en fonction de l’expression tumorale de CXCR4 (adapté de 

(Akashi et al., 2008)) 

-Chez les patients ayant un cancer localisé (Cookson et al., 2007) : 

 

Dans l’étude d’Okera et al (Okera et al., 2011), les données de 63 patients ayant un cancer 

localisé ou localement avancé de la prostate traités par prostatectomie radicale ont été 

rétrospectivement collectées. Parmi eux, 50 patients avaient un cancer de stade T3 et 47 

patients avaient un cancer de score de Gleason >3+3. Le suivi médian était de 6,4 ans. 

L’expression tissulaire de CXCR4 sur pièce de prostatectomie radicale a été évaluée par 

immunohistochimie (score d’intensité allant de 0 à 3). L’intensité du marquage 

immunohistochimique n’était pas associé au stade tumoral ni au score de Gleason. L’analyse 

de Kaplan-Meier n’a pas montré de différence significative de survie sans récidive (HR = 1,08 

(0,65-1,79) et p=0,77) ou de survie globale (HR = 1,46 (0,85-2,51) et p=0,17) entre les 

patients ayant un marquage tissulaire fort (2 ou 3) et ceux ayant un marquage faible ou une 

absence de marquage. 

Dans l’étude de Jung et al (Jung et al., 2011), 57 patients ayant un cancer cliniquement 

localisé de la prostate ont été traités par prostatectomie radicale. L’expression tissulaire de 

CXCR4 a été évaluée de la même manière que dans la précédente étude. L’analyse 

anatomopathologique des pièces opératoires a montré un stade pT3 chez 8 patients, et un 

score de Gleason >3+3 chez 33 patients. Le suivi moyen était de 39 mois [12-112]. 

L’intensité du marquage tissulaire pour CXCR4 n’était pas associée au PSA préopératoire, au 

stade pathologique, au score de Gleason, ou à la récidive biologique. Néanmoins, les auteurs 

Survie spécifique en fonction de 
l’expression tissulaire de CXCR4. 
-Ligne continue: expression faible 
ou nulle (n=34). 
-Ligne discontinue: expression 
élevée (n =18). 
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ont rapporté une association statistiquement significative avec la récidive locale (p=0,040) et 

métastatique (p=0,041). Dans cette étude, les auteurs n’ont néanmoins pas clairement définis 

le type de récidive, ce qui pourrait constituer un biais d’interprétation. En effet, les outils 

permettant de distinguer récidive locale et métastatique sont peu fiables, surtout lorsque le 

suivi est cours.  



78 
 

 

OBJECTIFS 
 

Dans la première partie de ma thèse je me suis intéressé aux mécanismes qui régulent 

l’activité du récepteur des androgènes dans les cancers prostatiques. J’ai contribué à une étude 

portant sur l’identification de partenaires protéiques d’AR qui modulent son expression. Nous 

nous sommes en particulier intéressés à l’interaction entre AR et l’enzyme de biosynthèse de 

pyrimidines, CAD, cette interaction régulant la localisation nucléaire d’AR. 

 

La deuxième partie de ma thèse a concerné l’étude du rôle de la TSP1 au cours de la 

progression tumorale prostatique métastatique. Nous avons voulu explorer le rôle de la TSP1 

dans les cancers résistant à la castration. De plus, nous nous sommes intéressés aux 

mécanismes de régulation de la TSP1 dans ces cancers, notamment par l’hypoxie et par les 

canaux calciques. Enfin, nous avons évalué la valeur pronostique de la TSP1 chez des patients 

atteints de cancer de la prostate. Au cours de ce travail, nous avons montré que l’expression 

de la TSP1 dans les cellules tumorales prostatiques favorise la migration de ces cellules d’une 

part et est induite par l’hypoxie d’autre part. Ceci nous a ensuite conduits à rechercher 

d’autres facteurs stimulateurs de la migration qui soient induits par l’hypoxie dans les cancers 

de la prostate. 

 

La troisième partie de ma thèse a donc concerné l’étude du rôle de l’axe 

CXCR4/SDF1 dans la progression locale du cancer de la prostate. Pour mieux comprendre 

l’implication de CXCR4 et SDF1 dans la progression locale de ce cancer, nous avons évalué 

leur expression tissulaire prostatique dans différentes localisations intra-glandulaires : au 

centre des tumeurs, au niveau du front tumoral, du tissu péri-tumoral contigu et du tissu 

glandulaire distant de la tumeur. Enfin, pour évaluer l’implication de l’axe CXCR4-SDF1 

dans la transition épithélio-mésenchymateuse, nous avons évalué la co-expression de la β-

caténine et de l’E-cadhérine au niveau des mêmes localisations tissulaires. 

 



79 
 

 

RESULTAT 1 

Régulation du récepteur aux androgènes par CAD dans le cancer de la 

prostate 

 

INTRODUCTION 

 

Parmi les mécanismes de résistance aux thérapies hormonales, il a été proposé que des 

modifications dans l’expression ou l’interaction des cofacteurs d’AR pourraient permettre 

l’activation du récepteur en présence de très faibles taux d’hormones, ou en présence d’anti-

androgènes (Chmelar et al., 2007).  

 
Nous avons identifié au laboratoire des composants du complexe protéique lié au 

récepteur des androgènes dans des cellules hormono-résistantes. Afin de reproduire au mieux 

les voies de signalisation paracrine et endocrines régulant les carcinomes prostatiques in vivo, 

nous avons utilisé une approche originale d’immunopurification sur des tumeurs 

xénogreffées. Cette technique a permis l’identification de plusieurs nouveaux cofacteurs 

d’AR, dont l’enzyme multifonctionnelle CAD. Partant de ce résultat, nous avons évalué si la 

liaison de CAD était nécessaire à l’activité transcriptionnelle d’AR et par quel mécanisme. 

Enfin, nous avons recherché si l’inhibition de CAD, in vitro et in vivo, avait un effet sur la 

croissance des tumeurs prostatiques. 
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ABSTRACT Markers of prostate tumor recurrence
after radical prostatectomy are lacking and highly de-
manded. The androgen receptor (AR) is a nuclear
receptor that plays a pivotal role in normal and cancer-
ous prostate tissue. AR interacts with a number of
proteins modulating its stability, localization, and activ-
ity. To test the hypothesis that an increased expression
of AR partners might foster tumor development, we
immunopurified AR partners in human tumors xeno-
grafted into mice. One of the identified AR partners
was the multifunctional enzyme carbamoyl-phosphate
synthetase II, aspartate transcarbamylase, and dihydro-
orotase (CAD), which catalyzes the 3 initial steps of
pyrimidine biosynthesis. We combined experiments in
C4-2, LNCaP, 22RV1, and PC3 human prostate cell
lines and analysis of frozen radical prostatectomy sam-
ples to study the CAD-AR interaction. We show here
that in prostate tumor cells, CAD fosters AR transloca-
tion into the nucleus and stimulates its transcriptional
activity. Notably, in radical prostatectomy specimens,
CAD expression was not correlated with proliferation
markers, but a higher CAD mRNA level was associated
with local tumor extension (P�0.049) and cancer re-
lapse (P�0.017). These results demonstrate an unsus-
pected function for a key metabolic enzyme and iden-
tify CAD as a potential predictive marker of cancer
relapse.—Morin, A., Fritsch, L., Mathieu, J. R. R.,
Gilbert, C., Guarmit, B., Firlej, V., Gallou-Kabani, C.,
Vieillefond, A., Delongchamps, N. B., Cabon, F. Iden-
tification of CAD as an androgen receptor interactant
and an early marker of prostate tumor recurrence.
FASEB J. 26, 000–000 (2012). www.fasebj.org
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Prostate cancer is the second leading cause of death
by cancer in men. The growth of these tumors is
initially strictly dependent on androgens that bind to
the androgen receptor (AR), a ligand-activated tran-
scription factor belonging to the nuclear receptor
superfamily. AR plays a pivotal role in the normal and

cancerous prostate, regulating a large set of genes
involved in cell division, apoptosis, migration, and
angiogenesis. Whereas the first-line therapy for local-
ized prostate cancer is radical prostatectomy, locally
advanced or metastatic cancers are treated with castra-
tion and/or administration of AR antagonists. How-
ever, most tumors develop the capacity to grow in
castration levels of androgens and eventually relapse (1,
2). The prognosis of castration-resistant prostate carci-
nomas (CRCaPs) is poor. At that stage of the disease,
only palliative treatments are available (3). Early mark-
ers of disease aggressiveness, predictive of prostate
tumor recurrence after surgery, are lacking and highly
demanded.

AR interacts with a large number of proteins in the
cytoplasm and in the nucleus. These interactions regu-
late the localization, stability, and transcriptional activ-
ity of AR. It has been proposed that alterations in the
expression or binding properties of AR-interacting
proteins might be involved in tumor progression and in
the escape to hormonal ablation (4–7). To test this
hypothesis, we purified AR partners in tumors. A variety
of methods have been used to identify AR-interacting
proteins, but most were performed in vitro or in cell
culture, and no large-scale analysis of AR partners has
been achieved in tumors grown in vivo. Yet, autocrine
and paracrine signaling pathways might affect the re-
cruitment of coregulators on AR protein (8). To iden-
tify proteins interacting with AR in the complex cellular
environment of tumors and in the hormonal context of
living animals, we used a double immunoprecipitation
method to purify AR complexes from prostate xeno-
grafts. We identified several partners of AR that had not
been previously characterized and further studied
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one of them, the multifunctional enzyme carbamoyl-
phosphate synthetase II, aspartate transcarbamylase,
and dihydroorotase (CAD).

CAD catalyzes the first 3 steps of de novo pyrimidine
biosynthesis (Supplemental Fig. S1). This pathway
transforms glutamine into uridine monophosphate
(UMP), the common precursor of all pyrimidine bases,
required notably for the synthesis of nucleic acids (9).
In resting cells, the basal pyrimidine synthesis mainly
occurs in the cytosol. When cells are induced to prolif-
erate, prior to entry into the S phase, a fraction of CAD
translocates into the nucleus, where it is phosphory-
lated on Thr456 by MAP kinase, increasing CAD enzy-
matic activity and promoting optimal cell growth. As
cells emerge from the S phase, CAD Thr456 is dephos-
phorylated, PKA phosphorylates CAD on Ser1406, and
the pathway returns to basal activity (10). The first
enzymatic activity of CAD, carbamoyl-phosphate synthe-
tase II (CPS II), is rate limiting and is negatively
regulated by UTP. UTP can also be produced indepen-
dently of CAD, through the uptake of extracellular
uridine. In the presence of extracellular uridine, the
CPS II activity of CAD is inhibited by 95% (11), and
cell proliferation then depends on uridine uptake.
Dipyridamole (DPD) specifically inhibits the uridine
uptake (12).

CAD expression is increased in several types of
cancer (13–16). These results prompted the develop-
ment of pharmacological inhibitors such as N-phospho-
nacetyl-l-aspartate (PALA), a specific inhibitor of the
aspartate transcarbamylase domain of CAD that cata-
lyzes the second reaction in the pyrimidine biosynthesis
pathway. We studied here how the CAD-AR interaction
affects AR transcriptional activity and analyzed CAD
expression in radical prostatectomy specimens.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and in vitro assays

Cells were grown in RPMI (LNCaP and C4-2), MCDB
(22RV1), or DMEM (PC-3 and HeLa) medium containing
10% FCS. When stated, cells were treated for 3 d with 0.5 mM
DPD (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or 5
�M PALA (generous gift from of the Developmental Thera-
peutics Program, National Cancer Institute, U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). In vitro transfection
of plasmids and small interfering (si)RNA was performed
using the HiPerfect reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France).
AR assays were performed as described previously (17). Cell

proliferation and viability were quantified using the MTT
assay (WST-1; Roche, Meylan, France). When needed, cells
were grown in androgen-free conditions using charcoal-
stripped FCS (Hyclone, South Logan, UT, USA). When
indicated, R1881, a synthetic specific agonist of the AR was
added (0.5 nM).

siRNA

siRNAs were purchased from Sigma-Aldrich. Sequences are
indicated in Table 1. The cont siRNA does not match any
known sequences in human or mouse mRNA data banks.

Tandem affinity purification (TAP) tagging

TAP-tag experiments were achieved as described previously
(18, 19). Briefly, AR was immunoprecipitated with anti-FLAG
M2 antibody-conjugated agarose (Sigma-Aldrich), eluted with
FLAG peptide, further affinity purified with anti-HA antibody-
conjugated agarose, and eluted with HA peptide. Electros-
pray ionization tandem mass spectrometry was performed by
the Taplin Biological Mass Spectrometry Facility (Harvard
Medical School, Boston, MA, USA).

Immunoprecipitation

Cells were lysed in 50 mM Tris (pH 7.5) containing 300 mM
NaCl, 0.4% Nonidet P-40, and 10 mM MgCl2. NaCl concen-
tration was then adjusted to 140 mM. After a preclearing step
using protein G agarose (P4691; Sigma-Aldrich), proteins (10
mg) were incubated overnight with 2 �g of either rabbit IgG
(sc-2027; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany)
or antibodies raised against AR (sc-816; Santa Cruz), HA
(clone 3F10; Roche) or CAD (NB100-61614; Novus, Littleton,
CO; USA). Immobilized protein A/G (Ultralink 53132; Per-
bio, Brebières, France), saturated with BSA and salmon
sperm DNA, was then added for 2 h at room temperature.
Resins were then centrifuged, washed 10 times, and lysed, and
denatured proteins were immunoblotted.

Nucleocytoplasmic fractionation

Cells (�8 g) were lysed in hypotonic buffer (10 mM Tris-HCl,
pH 7.65; 1.5 mM MgCl2, and 10 mM KCl), disrupted with a
Dounce homogenizer, and centrifuged (7 min, 9000 rpm).
The supernatant, representing the cytosolic fraction, was
collected. The pellet, resuspended in 0.34 M sucrose buffer,
was loaded on top of a 1.37 M sucrose buffer cushion and
centrifuged (16,000 g, 1 h). Nuclei were collected under the
sucrose cushion.

TABLE 1. Sequences of siRNAs used

siRNA Target Target sequence

Cont No known sequence in human and
mouse databanks

5�-UAGCAAUGACGAAUGCGUA-3�

CAD1 CAD 5�-GAUGGUGUGUUACUGACUUUU-3�
CAD2 CAD 5�-CAGCCAAGUGCUAGUAGACAA-3�
ARh Androgen receptor 5�-UCCCCAAGCCCAUCGUAGA-3�
ARp Androgen receptor 5�-GACUCAGCUGCCCCAUCCA-3�

Sequence of the passenger strand is shown.
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Real-time RT-PCR mRNA quantification

Total RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). RNA were retrotranscribed using a
high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosys-
tems, Courtaboeuf, France). cDNA was quantified by real-
time PCR using the Power SYBR Green PCR Master Mix in a
7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Primer
sequences are indicated in Supplemental Table S4.

Immunodetection

Protein detection by immunoblotting was performed using
antibodies raised against AR (sc-816, Santa Cruz; or Ab1,
Neomarkers, Fremont, CA, USA), CAD (NB100-61614;
Novus), tubulin (DM1A; Sigma-Aldrich), paxilin (sc-5574;
Santa Cruz), or HP1� (2HP-2G9; Euromedex, Souffelweyer-
sheim, France). Chemiluminescence revelation of Western
blots was achieved with the SuperSignal west dura or west
femto substrates (Perbio). Signal quantification was per-
formed using the Chemismart (Vilber Lourmat, Marne-La-
Vallee, France) apparatus and software.

Subjects

Prostate tissue samples were obtained from 38 patients who
underwent radical prostatectomy. Written consent was ob-
tained from each patient. Immediately after prostate removal,
small pieces of tissues were grossly dissected by the patholo-
gist, snap-frozen, and stored in liquid nitrogen until analysis
in tumor banks of the Centre Hospitalier Lyon Sud (Lyon,
France), Groupe Hospitalier Cochin-Saint Vincent de Paul
(Paris, France), or CHU Henri Mondor (Créteil, France).
Histological analysis of a frozen section was performed for
each sample by the same pathologist before RNA extraction

RESULTS

CAD interacts with AR in prostate tumor cells

To identify proteins interacting with AR in tumors
growing in vivo, we stably expressed in castration-
resistant 22RV1 cells (20) a wild-type androgen recep-
tor with 2 N-terminal tags: HA and Flag (Supplemental
Fig. S2A). These cells were xenografted into nude mice,
and we performed a double immunopurification of the
tagged AR in tumors in low stringency conditions, as
described previously for cells in culture (18, 19).
Tagged-AR-interacting protein complexes were ana-
lyzed by mass spectrometry. Identified proteins corre-
sponded to already known AR cofactors (Table 2),
validating the method, and also to proteins that had
never been described as associated with AR. The largest
number of peptides identified by mass spectrometry
was issued from CAD, a 243-kDa multifunctional en-
zyme mandatory for the pyrimidine biosynthesis. Coim-
munoprecipitation studies confirmed the interaction of
CAD with the tagged AR in 22RV1 cells, and we thus
further studied the role of CAD in prostate cancer.
Coimmunoprecipitation studies showed that CAD in-
teracts with the endogenous AR protein in at least 3
prostate carcinoma cell lines expressing AR: LNCaP,
C4-2, and 22RV1 (Fig. 1A). The higher proportion of
CAD-AR complexes in 22RV1 as compared with LNCaP
cells may result from an increased CAD expression in
these cells (Supplemental Fig. S2B).

In addition to its enzymatic function, CAD regulates
prostate tumor growth through an AR-dependent
mechanism

We next asked whether the interaction between CAD
and AR is fortuitous, or if, in addition to its enzymatic

TABLE 2. Proteins identified by mass spectrometry in AR complexes immunopurified by the TAP-tag method

Function Accession number Acronym Description

Enzyme NM_014225/NM_001009552 PP2A Serine/threonine-protein phosphatase 2a
NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
NM_002574 PRDX1 Peroxiredoxin-1/thioredoxin-dependent peroxide

reductase 2/proliferation-associated protein pag
HSP NM_006597NM_002155 HSP70 Heat shock protein 70 kDa

NM_007355/NM_005348 HSP90 Heat shock protein 90 kDa
L08069 DNJA1/HSP40 Dnaj homolog subfamily a member 1/heat shock 40

kDa protein 4
Cytoskeleton NM_001614 Actin Actin family (several polypeptides)
Chromatin NM_003074 SMARCC1/BAF155 Swi/snf complex 155 kDa subunit/brg1-associated

factor 155
NM_003075 SMARCC2/BAF170 Swi/snf complex 170 kDa subunit/brg1-associated

factor 170
NM_003070 SMARCA2/hBRM ATP-dependent helicase smarca2/swi/snf-related

matrix-associated actin-dependent
NM_003072 SMARCA4/ BRG1 ATP-dependent helicase smarca4/swi/snf-related

matrix-associated actin-dependent
NM_003079 SMARCE1/BAF57 Swi/snf-related matrix-associated actin-dependent

regulator of chromatin subfamily e member 1/
brg1-associated factor 57

NM_001039619.1 PRMT5 Protein arginine n-methyltransferase 5

Only proteins previously identified as interacting with AR are shown.

3CAD, AN EARLY MARKER OF PROSTATE CANCER RECURRENCE



role, CAD exerts additional functions in AR-positive
cells. For this purpose, we compared the effects on cell
proliferation of the inhibition of CAD synthesis using 2
different CAD siRNAs (Supplemental Fig. S2C), on the
one hand, and of the inhibition of CAD enzymatic
activity with PALA on the other hand. In the absence of
DPD, pyrimidine biosynthesis occurs through uridine
uptake from the extracellular medium, allowing cell
proliferation (Supplemental Fig. S1). We performed
this comparison in AR-negative (PC3) and AR-positive
(C4-2) prostate cell lines.

Inhibition of CAD enzymatic activity with PALA had
only marginal effects on PC3 as well as C4-2 cell
proliferation, unless DPD was added to the medium
(Fig. 1B). Similarly, in PC3 cells, CAD silencing affected
proliferation only in the presence of DPD (Fig. 1B).
Similar results were obtained using a second CAD
siRNA and in other AR-negative cell lines (Supplemen-
tal Fig. S2D). In sharp contrast, even in the absence of
DPD, CAD silencing strongly inhibited proliferation of
C4-2 cells (Fig. 1B and Supplemental Fig. S2D) as well
as LNCaP and 22RV1 cells (Supplemental Fig. S2E).
Addition of DPD further inhibited C4-2 cell prolifera-
tion (Fig. 1B). These results show that in addition to its
enzymatic activity, CAD exerts an AR-dependent func-
tion on prostate cell proliferation.

AR-dependent function of CAD is regulated
by androgens

The interaction between CAD and AR was weak in
LNCaP cells grown in androgen-depleted conditions

and was stimulated by addition of R1881, a synthetic
AR-specific agonist (Fig. 1C). Proliferation of C4-2 cells
grown in androgen-depleted medium was stimulated by
addition of R1881. As expected, cell transfection with 2
different AR siRNAs impaired this stimulation. Simi-
larly, CAD silencing also inhibited the androgen-induced
growth stimulation in C4-2 cells (Fig. 1D). These results
establish that androgens do regulate the CAD-AR interac-
tion and function.

CAD regulates AR transcriptional activity

We thus hypothesized that CAD could regulate AR
transcriptional activity. To test this hypothesis, we trans-
fected C4-2 cells with a reporter construct where a
minimal TK promoter flanked by 4 androgen-respon-
sive elements controls the luciferase expression
(4xARE-luc). Cells were cotransfected with control,
CAD, or AR siRNA. The reporter expression was almost
completely impaired by AR silencing. Two different
siRNAs targeting CAD significantly reduced AR transcrip-
tional activity, although to a lesser extent than AR siRNA
(Fig. 2A). Similar results were obtained in LNCaP, 22RV1,
and PC3 cells cotransfected with a wild-type AR-expres-
sion vector (Supplemental Fig. S3A).

We then studied whether CAD silencing in C4-2
cells affected the expression of endogenous genes
that are positively [prostate-specific antigen (PSA)
and TMPRSS2], negatively (SRC3), or not (HP1)
regulated by AR. CAD silencing very significantly re-
duced PSA and TMPRSS2 mRNA levels and stimulated
SRC3 transcription, although slightly less efficiently

Figure 1. Dual functions of CAD in prostate cells. A) Endogenous CAD and AR were immunoprecipitated (IP) in total cell
extracts from LNCaP, C4-2, or 22RV1 cells and detected by immunoblotting (IB). Input represents 1/200 of the material
involved in the IP reaction. B) PC3 (black bars) and C4-2 (gray bars) cells were incubated in medium supplemented with PALA
and DPD as indicated and/or transfected with the indicated siRNAs. Metabolic activity was measured on d 0 (D0) and 3 (D3)
post-transfection in sister wells. D3 � D0 values are expressed relative to the D3 � D0 value measured in control conditions (no
PALA, no DPD) set to 1 (means�se; n�3). Experiment was repeated 3 times with similar results. C) LNCaP cells were grown
in androgen-depleted medium supplemented or not with R1881. Experience described in A was then repeated. D) Proliferation
of C4-2 cells transfected with either control (solid squares), ARp (shaded diamonds), ARh (shaded triangles), or CAD2 siRNAs
(open circles) and grown for 3 d in androgen-depleted medium nonsupplemented (dotted lines) or supplemented (solid lines)
with R1881.
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than AR silencing (Fig. 2B). Similar results were ob-
served in LNCaP cells (Supplemental Fig. S3B). Silenc-
ing CAD or AR had no effect on HP1 mRNA level,
indicating that repression of PSA and TMPRSS2 expres-
sion did not result from a nonspecific inhibition of
transcription (Fig. 2B). The combination of PALA and
DPD treatments, which inhibits cell proliferation (Fig.
1B), did not modify the mRNA levels of AR, CAD, or
PSA in C4-2 cells (Supplemental Fig. S3C).

Interaction between CAD and AR occurs mainly in the
cytosol and is required for AR nuclear translocation

The reduction of AR transcriptional activity in CAD-
silenced cells could result from a down-regulation or a
destabilization of AR. However, we did not observe a

significant modification of AR expression in CAD-
silenced cells at the mRNA (Fig. 2B) or protein (Fig.
2C) levels, ruling out this hypothesis. Conversely, AR
silencing did not modify CAD expression (Fig. 2B, C).

As both AR and CAD shuttle between the cytosol and
the nucleus, we studied where their interaction occurs.
We performed a nucleocytoplasmic fractionation of
C4-2 cells, using paxilin and HP1� as cytoplasmic and
nuclear markers, respectively. We found CAD-AR com-
plexes both in the cytosol and in the nucleus (Fig. 2D).
However, analysis of the relative proportions of CAD
and AR in the complexes demonstrated that the inter-
action mainly occurred in the cytosol. This result does
not support the hypothesis of CAD being a component
of AR complexes bound to promoters of AR-target
genes. We then investigated whether CAD was involved

Figure 2. Function and subcellular localization of CAD-AR interactions. A) C4-2 cells were cotransfected with a 4xARE-Luc
construct and the indicated siRNA. Relative luminometric unit (RLU) values, measured 72 h after transfection, were normalized
to protein content (means�se; n� 3 independent experiments). a.u., arbitrary units. B) AR, CAD, PSA, TMPRSS2, SRC3, and
HP1 mRNA levels, normalized to cyclophilin A mRNA (means�se; n�4–6 independent experiments). Solid bars represent
means of 3 different controls performed using 3 different siRNAs targeting no known mRNA; these means were set to 1 for
comparison between different experiments. Left to right: bars represent mean values measured in cells transfected with ARp and ARh
(light shaded bars) and CAD1 and CAD2 siRNAs (dark shaded bars), respectively. *P � 0.05; **P � 0.01. C) Immunodetection of AR
and CAD proteins in C4-2 cells transfected with ARp, CAD1, or CAD2 siRNA, as indicated. �-Tubulin was used as a loading
control. D) CAD and AR were immunoprecipitated after a nucleocytoplasmic fractionation of C4-2 cells. Input represents 1/75
of the material involved in the reactions. Blot exposure differs between nuclear and cytosolic fractions. Relative quantification
of the signals in each blot is indicated below the corresponding lanes. E) C4-2 cells were transfected with cont or CAD1 siRNA.
After 2 d, a nucleocytoplasmic fractionation was performed. CAD and AR were immunodetected in each fraction. Quantification
of the AR and CAD signals, normalized to paxilin or HP1� signals in the cytosolic and nucleic fractions, respectively, is indicated
below the corresponding lanes.
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in the translocation of AR to the nucleus. Indeed, when
CAD was silenced, we observed a significant reduction
of AR in the nucleus and an increase in the cytoplasm
(Fig. 2E), showing that CAD facilitates the nuclear
translocation of AR. Similar results were observed in
22RV1 cells by immunofluorescence detection (Supple-
mental Fig. S3D).

CAD, but not AR, is increased in invasive and/or
relapsing androgen-dependent tumors

These results prompted us to study CAD expression
and localization in radical prostatectomy samples. In
low-grade tumors (Gleason 2 and 3), CAD was present
in the nuclei of epithelial prostate cells and weakly in
the cytosol. In high-grade tumors (Gleason 4 and 5), its
expression was reinforced in the nucleus and in the
cytosol (Supplemental Fig. S4A). We then used qRT-
PCR to quantify CAD expression and analyze whether it
was associated with prostate tumor progression. We
analyzed AR and CAD mRNA levels in 38 frozen radical
prostatectomy specimens from patients who did not
receive any radiotherapy and/or hormonal ablation
treatment before surgery.

Neither CAD nor AR mRNA levels were statistically
correlated with the Gleason score, the age of the
patient, or serum PSA level before surgery (Table 3). In
contrast, CAD, but not AR, was significantly increased
in pT3a and pT3b as compared with PT2 tumors (Table
3 and Fig. 3A).

Notably, among the 38 patients included in this
study, 9 experienced PSA relapse after surgery, whereas
20, followed for �30 mo, did not show evidence of
tumor recurrence. CAD mRNA level was significantly
increased in relapsing as compared with nonrelapsing

tumors (P�0.017; Table 3 and Fig. 3B). No such
association with tumor relapse was observed for AR
mRNA.

CAD is a key enzyme in the pyrimidine synthesis
pathway, and we thus asked whether its increase in
tumors might simply reflect an increased proliferation
rate. We analyzed in the same clinical specimens the

TABLE 3. AR and CAD mRNA levels in radical prostatectomy samples

Criteria Nb

AR mRNA CAD mRNA

Mean and range P Mean and range P

All patients 38 0.58 (0.01–1.22) 0.62 (0.06–1.67)
Age

�60 (49–60) 19 0.53 (0.07–0.99) 0.61 (0.06–1.67)
	60 (61–74) 19 0.62 (0.01–1.22) 0.170 0.63 (0.07–1.51) 0.442

Gleason score
6 7 0.64 (0.11–0.87) 0.63 (0.08–0.97)
7 25 0.57 (0.07–1.22) 0.287a 0.58 (0.06–1.67) 0.400a

	7 6 0.53 (0.01–0.98) 0.263,a0.378b 0.77 (0.45–1.39) 0.206,a0.155b

PSA before surgery (ng/ml)
�7 (4.16–7.8) 12 0.58 (0.01–1.22) 0.66 (0.07–1.67)
7–15 (7.7–14) 16 0.55 (0.07–0.98) 0.379c 0.6 (0.06–1.51) 0.341c

	15 (16–50) 10 0.62 (0.11–0.99) 0.395,c0.246d 0.61 (0.08–1.2) 0.394,a0.448d

Clinical stage
pT2 12 0.51 (0.07–0.87) 0.45 (0.06–0.97)
pT3a 10 0.53 (0.01–0.99) 0.447e 0.7 (0.07–1.2) 0.030e

pT3b 16 0.66 (0.25–1.22) 0.092,e 0.125f 0.71 (0.16–1.67) 0.049,e 0.477f

Biochemical/clinical relapse
No; mean follow up: 48 (30–61) mo 20 0.52 (0.01–1.22) 0.52 (0.06–1.51)
Yes 9 0.66 (0.52–0.98) 0.105 0.88 (0.38–1.67) 0.017

Values are presented as means with range in parentheses. aCompared with Gleason 6. bCompared with Gleason 7. cCompared with PSA �
7 ng/ml. dCompared with PSA (7–15). eCompared with pT2. fCompared with pT3a.

Figure 3. AR and CAD mRNA levels in radical prostatectomy
specimens. AR and CAD mRNA levels, normalized to cyclo-
philin A mRNA level, in tumors from 38 frozen prostatectomy
specimens. Error bars indicate lowest and highest value in
each group; the 3 horizontal lines indicate the 25th, 50th
(median), and 75th percentiles. X indicates mean value. P
values are indicated when significant. A) mRNA expression in
pT2, pT3a, and pT3b tumors. B) mRNA levels in radical
prostatectomy samples of patients free of tumor relapse for
�30 mo after surgery (no relapse) or who eventually experi-
enced tumor recurrence.

6 Vol. 26 January 2012 MORIN ET AL.The FASEB Journal � www.fasebj.org

www.fasebj.org


expression of 3 different markers of proliferation: KI67,
topoisomerase II �, and TPX2 (21). There was no
significant association between any of these markers
and CAD expression (Supplemental Fig. S4B–G). These
results show that the CAD increase in invasive tumors,
and in tumors that will eventually relapse, is not asso-
ciated with proliferation.

These results first establish that the CAD increase in
tumors occurs while the AR expression remains un-
changed. They also show that a higher CAD expression
in tumors is associated with locally advanced and high-
grade diseases and with disease recurrence after radical
prostatectomy.

DISCUSSION

We sought in this study partners of AR promoting
prostate tumor progression. Because the interactions
between prostate tumor cells and the stromal compart-
ment, the 3-dimensional structure of a tumor, and the
complex hormonal regulations occurring in a living
animal cannot be reproduced in cell culture, we chose
to perform this analysis in xenografted CRCaP cells,
using a TAP-tag protocol. To our knowledge, this is the
first report where this method, initially set up to purify
protein complexes from cell cultures (18), was used to
analyze complexes into tumors grown in vivo. In addi-
tion to already known AR partners, which validate the
technical approach, we identified several proteins that
had never been previously characterized as interacting
with AR. One of the most represented AR partners in
the purified complexes was CAD, a ubiquitous enzyme
that catalyzes the first 3 steps of de novo biosynthesis of
pyrimidines. We confirmed the interaction of CAD with
endogenous AR protein in 3 different prostate carci-
noma cell lines.

Our data establish that, as in any cell line, CAD is
enzymatically active in prostate cell lines. However, in
addition to its enzymatic function, its interaction with
the endogenous AR protein regulates AR transcrip-
tional activity. We do not know whether the interaction
is direct at that stage. CAD expression in breast cancer
cells is transcriptionally induced by estradiol (14). We
saw no such hormonal regulation of CAD protein level
by androgens in prostate cell lines, and conversely,
CAD silencing did not affect AR expression. Therefore,
regulation of AR transcriptional activity by CAD does
not result from an induction of AR expression. How-
ever, androgens stimulated the CAD-AR interaction,
and in C4-2 cells, CAD silencing impaired the stimula-
tion of proliferation induced by androgens. During the
cell cycle, both CAD and AR shuttle between the cytosol
and the nucleus. Our nucleocytoplasmic fractionation
experiments confirmed the presence of CAD in the 2
compartments, as described previously (10, 22). The
major effect of CAD silencing was a delocalization of
AR, which was retained in the cytosol, even in the
presence of androgens. This cytoplasmic localization
accounts for the strong reduction in the transcription
of AR target genes and thus for the inhibition of
prostate cell proliferation induced by CAD silencing.

AR is a master gene in the prostate, and its key role

in tumors is well established. However, we did not find
in radical prostatectomy samples any significant modi-
fication of AR expression in patients with locally ad-
vanced or high-stage nonmetastatic disease, confirming
other studies (23). The moderate increase in the AR
mRNA level that was found associated with the transi-
tion from androgen-dependent to castration-resistant
stages in experimental models (24) thus appears as a
tardive marker of agressiveness, of no use as a prognos-
tic factor in patients with clinically localized cancer.
Similarly, and in agreement with other reports (25), the
serum level of PSA before surgery was not correlated
with the tumor stage. In contrast, a 1.7-fold increase in
CAD mRNA level was observed between pT2 and pT3a.
This increase thus occurs while the AR mRNA remains
unchanged.

The CAD increase during prostate tumor progres-
sion could be a direct consequence of an increased
proliferation rate. However, the absence of correlation
of CAD expression in radical prostatectomy samples
with 3 different markers of proliferation rules out this
hypothesis. Our in vitro results suggest that the CAD
increase stimulates AR nuclear translocation, thus fos-
tering AR-dependent proliferation before any increase
in AR expression. The interaction between CAD and
AR, which at least in part synchronizes their transloca-
tion, ensures that the pyrimidine biosynthesis level is
upregulated when the AR-dependent proliferative tran-
scription program is activated in prostate tumor cells.

Early markers of disease aggressiveness in patients
with prostate cancer are lacking and highly demanded.
Notably, we found a statistically higher CAD expression
in tumors from patients who experienced tumor recur-
rence than from patients free of cancer relapse for �30
mo after surgery. The significantly higher CAD levels in
locally advanced (pT3) and/or relapsing tumors thus
strongly suggest that CAD is involved in disease aggres-
siveness. This finding may be of importance: even by
combining clinical examination, PSA level, multipara-
metric prostate MRI, and biopsy pathological findings
before treatment, a number of patients are either
under- or overstaged preoperatively. With the develop-
ment of PSA screening, the number of so called clini-
cally insignificant cancers has increased dramatically.
These low-stage and low-grade cancers should probably
not be managed with radical and possibly morbid
treatment, such as radical prostatectomy or radiother-
apy. Tumoral CAD mRNA levels on prostate biopsies
may have an incremental staging value in clinical
practice and improve identification of indolent tumors
preoperatively. On radical prostatectomy specimens,
CAD mRNA may also be of clinical interest to select
patients at risk of PSA relapse and propose additional
treatments such as adjuvant radiotherapy. Larger retro-
spective studies are needed to evaluate whether tu-
moral CAD mRNA level on prostate biopsies or radical
prostatectomy specimens is of staging value in patients
with localized prostate cancer.

Altogether, combining biochemical, cell culture, and
in vivo experiments with retrospective clinical analysis,
our results identify CAD as a key and early player in
prostate tumors, interacting with AR and regulating its
activity. An enhanced CAD expression may help predict

7CAD, AN EARLY MARKER OF PROSTATE CANCER RECURRENCE



tumor stage and grade, as well as PSA relapse after
surgery.
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DISCUSSION 

 

Nous avons montré que CAD se liait à AR, et que cette liaison était nécessaire à son 

activité transcriptionnelle. D’autre part, nous avons montré que l’inhibition de l’expression de 

CAD par la technique d’interférence ARN entrainait une diminution de la translocation d’AR 

vers le noyau et diminuait son activité transcriptionnelle. Enfin, nous avons montré que cette 

inhibition de CAD par ARN interférence inhibait in vitro et in vivo la croissance des tumeurs 

hormono-dépendantes et résistantes, par 2 mécanismes distincts : l’arrêt de la synthèse des 

pyrimidines, et l’inhibition de la transcription des gènes cibles d’AR. À notre sens, deux 

questions restent en suspens, le mécanisme d’activation d’AR par CAD d’une part, et la 

valeur pronostique de l’expression de CAD d’autre part.  

 

Le mécanisme d’activation d’AR par CAD n’est pas encore tout à fait élucidé. Cette 

régulation n’est pas transcriptionnelle ni traductionnelle puisque l’extinction de CAD ne 

modifie pas les quantités d’ARN messager ni de protéine AR. CAD semble en revanche 

réguler la localisation du récepteur, et pourrait aussi réguler directement son activité 

transcriptionnelle. Bien que CAD soit partiellement nucléaire (Sigoillot et al., 2005), la 

fraction de la protéine interagissant avec AR dans le noyau est assez faible. Il parait donc peu 

probable qu’il soit recruté sur les promoteurs des gènes cible d’AR et agisse comme 

coactivateur de type 1. Nous avons en revanche montré que CAD régulait la localisation 

subcellulaire d’AR : l’extinction de CAD par interférence ARN réduisait considérablement le 

taux d’AR nucléaire. Il est possible que CAD et AR transloquent conjointement dans le 

noyau, et que la translocation de CAD favorise celle d’AR. Cette hypothèse est compatible 

avec les faibles fractions de CAD et AR interagissant ensemble dans le noyau, puisque les 

deux protéines pourraient se dissocier rapidement après la translocation nucléaire.  

 

CAD est surexprimé dans divers cancers (Khan et al., 2003 ; Reardon et al., 1987), 

mais son expression et son activité enzymatique n’ont jamais été mesurées dans les 

carcinomes prostatiques. Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire sur des 

prélèvements tissulaires de cancers de la prostate humains ont montré que CAD était plus 

exprimé au centre qu’en périphérie des foyers tumoraux. De plus, l’immunomarquage du 
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CAD phosphorylé sur la thréonine 456 (correspondant à la forme active de l’enzyme) 

présentait un marquage nucléaire plus intense dans les zones tumorales de score de Gleason 

élevé (>3+3). Ces résultats suggèrent que l’expression et la localisation de CAD pourraient 

avoir un rôle pronostic, mais requièrent cependant d’être confirmés sur un plus grand nombre 

de tumeurs.  
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RESULTAT 2 

Rôle de la TSP1 dans les carcinomes prostatiques résistants à la castration 

 

INTRODUCTION 

Dans les cancers de la prostate hormono-dépendants, on observe une corrélation 

inverse entre la MVD et l’expression de la TSP1 (Huggins and Hodges, 1941; Kung and 

Evans, 2009). Cependant, cette corrélation n’est plus retrouvée dans les cancers résistants à la 

castration (CRCaP), dans lesquels la TSP1 est fortement exprimée (Huggins and Hodges, 

1941). De nombreuses protéines, ainsi que des conditions de stress notamment de stress 

hypoxique, sont impliquées dans la régulation de l’ARNm de la TSP1. Vu le caractère 

souvent hypoxique des tumeurs, nous avons étudié la régulation de la TSP1 par l’hypoxie 

dans ces cellules tumorales.  

La partie C-Terminale de la TSP1 possède plus de trente sites de fixation pour le 

calcium (Carlson et al., 2008).C’est le domaine le plus conservé de la famille des 

thrombospondines. La présence de ces sites suggère un rôle de la TSP1 dans l’homéostasie 

calcique et/ou une régulation de l’activité de la TSP1 par le calcium. De plus, une étude 

publiée sur les cancers du rein, montre qu’une diminution de calcium intracellulaire (par une 

diminution de l’expression du canal calcique TRPC4) inhibe la sécrétion et la maturation de la 

TSP1 (Veliceasa et al., 2007). Dans les cancers prostatiques, plusieurs travaux ont montré un 

rôle important des canaux calciques dans la progression tumorale, et notamment des canaux 

calciques non-voltage dépendant (Lehen'kyi et al., 2007 ; Monet et al., 2010; Prevarskaya et 

al., 2007a ; Prevarskaya et al., 2007b ). Nous avons donc posé l’hypothèse que la régulation 

du calcium intracellulaire ou des canaux calciques pouvaient avoir un rôle dans la synthèse et 

la sécrétion de la TSP1. 

Les propriétés anti-angiogéniques de la TSP1 passent par une inhibition de la 

migration, de la survie ainsi que de la prolifération des cellules endothéliales (Good et al., 

1990; Jimenez et al., 2000 ). Cependant, un effet également pro-tumorale de la TSP1 a 

également été suggéré (Albo et al., 1999a ; de Fraipont et al., 2004 ; Sargiannidou et al., 
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2004 ; Zhang and Lawler, 2007). Nous nous sommes donc intéressés à l’effet de la TSP1 dans 

les tumeurs prostatiques. 

Enfin, nous avons cherché à évaluer la valeur pronostique de l’expression tissulaire de 

TSP1 chez les patients ayant un cancer de la prostate localisé ou localement avancé. Pour 

cela, nous avons recherché une association statistique entre l’expression tumorale et 

péritumorale tissulaire de TSP1 et le stade tumorale, le score de Gleason, ainsi que la 

survenue d’une récidive biologique après prostatectomie radicale. 
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Abstract
The antitumor effects of pharmacologic inhibitors of angiogenesis are hampered in patients by the rapid

development of tumor resistance, notably through increased invasiveness and accelerated metastasis. Here, we
reevaluated the role of the endogenous antiangiogenic thrombospondin 1 (TSP1) in prostate carcinomas inwhich
angiogenesis is an active process. In xenografted tumors, we observed that TSP1 altogether inhibited angiogenesis
and fostered tumor development. Our results show that TSP1 is a potent stimulator of prostate tumor cell
migration. This effect required CD36, which also mediates TSP1 antiangiogenic activity, and wasmimicked by an
antiangiogenic TSP1-derived peptide. As suspected for pharmacologic inhibitors of angiogenesis, the TSP1
capacities to increase hypoxia and to trigger cell migration are thus inherently linked. Importantly, although
antiangiogenic TSP1 increases hypoxia in vivo, our data show that, in turn, hypoxia induced TSP1, thus generating
a vicious circle in prostate tumors. In radical prostatectomy specimens, we found TSP1 expression significantly
associatedwith invasive tumors andwith tumorswhich eventually recurred. TSP1may thus help select patients at
risk of prostate-specific antigen relapse. Together, the data suggest that intratumor disruption of the hypoxic
cycle through TSP1 silencing will limit tumor invasion. Cancer Res; 71(24); 7649–58. �2011 AACR.

Introduction

Studies over the past 30 years have shown that angiogenesis
is a key process in progression of cancer froman in situ lesion to
invasive andmetastatic disease, providing the rationale for the
development of antiangiogenic therapies. Several antiangio-
genicmolecules are already in use or under clinical trial to treat
various cancers, including prostate tumors (1). These treat-
ments, which mostly target the VEGF pathway, can lead to
disease stabilization and longer periods of progression free
survival, but substantial benefits remain unrealized for the vast
majority of patients in terms of overall survival because tumors
elicit evasive resistance (2). Recent evidences in preclinical

models suggest that anti-VEGF therapies, although inhibiting
the growth of primary tumors, promote tumor invasiveness
and metastasis (3, 4). Treatment of mice with the antiangio-
genic sunitinib was recently shown to foster the implantation
into lungs of intravenously injected tumor cells (4). Interest-
ingly, a comparable effect was reportedmore than 20 years ago
with the endogenous antiangiogenic molecule Thrombospon-
din 1 (TSP1; ref. 5), and the TSP1-derived antiangiogenic
peptide ABT-510 failed to show antitumor effects in 2 phase
II clinical trials (6, 7). We hypothesized that the capacities to
increase hypoxia and to trigger cell migration were inherently
linked and that this link was shared by endogenous and
pharmacologic inhibitors of angiogenesis.We thus reevaluated
in experimental and clinical prostate tumors the role of TSP1,
the first antiangiogenic molecule characterized (8).

TSP1 is a large—450 kDa—trimeric calcium-binding mole-
cule composed of several domains (9), which binds to numer-
ous ligands and receptors, including several integrins and the
scavenger receptor CD36. TSP1 inhibits in vitro the migration
of endothelial cells and induces their apoptosis (10). TSP1
expression is inhibited in a large number of tumors, including
breast and androgen-dependent prostate carcinomas (ADCaP)
in which there is an inverse correlation between TSP1 expres-
sion andmicrovessel density (MVD; refs. 11–13). The growth of
prostate tumors is initially strictly dependent on androgens,
and androgen ablation efficiently inhibits tumor growth. How-
ever, tumors eventually become resistant to castration, and
recur with a poor prognosis. We previously reported that TSP1
expression is high, and no longer associated with a reduced
MVD, in castration-resistant prostate carcinomas (CRCaP;
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ref. 11), and in breast metastases (12), suggesting that TSP1
might stimulate tumor development. We therefore analyzed in
prostate tumors the functions of TSP1 and the mechanisms
controlling its expression, notably by regulators of calcium
homeostasis and hypoxia.

It is now well established that calcium, which binds to the
type III repeats of TSP1 and modifies its folding and prop-
erties (9, 14), regulates proliferation, differentiation, and
apoptosis of cancer cells (15). The role of calcium signaling
in migration and metastasis becomes now more and more
evident. Indeed, the cyclic morphologic and adherence
changes observed during cell migration are accompanied
by repetitive changes in intracellular cytosolic calcium con-
centration ([Ca2þ]i) depending on Ca2þ influx through chan-
nels located on the plasma membrane. The molecular nature
of these channels in migrating cells, and even more so for
metastatic cancer cells, is still largely unknown. Accumu-
lating evidences suggest that the development of some
cancers involves ion channel aberrations, notably in the
prostate in which several nonvoltage-dependent cationic
channels of the transient receptor potential (TRP) family
were shown to be key players in calcium homeostasis (15).
For instance, TRPM8 (16), TRPV6 (15), and TRPV2 (17) are
differentially expressed between normal prostate and pros-
tate carcinomas, and androgens regulate the expression of
TRPM8 and TRPV3 (18). We therefore studied the role of
calcium and calcium-permeable channels in the regulation
of TSP1 and in the migration of prostate cancer cells.

Patients, Materials, and Methods

Reagents and siRNA
Camphor, thapsigargin, and COCl2 were purchased from

Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier). TSP1 antibodies (Ab-
1, Ab-4, and Ab-11) were fromNeomarkers (Interchim), tubulin
antibody from Sigma-Aldrich, collagen IV antibody fromNovo-
tec, hamster anti-CD31 clone 2H8 fromPierce, and Alexa-Fluor
goat anti-rabbit 488 and Alexa-Fluor goat anti-mouse 568 were
purchased from Molecular probes. siRNAs were purchased
from Sigma-Aldrich. Sequences used are indicated in Supple-
mentary Table S1. ABT-510 was a generous gift from Abbott
laboratories.

Cell culture and transfection
LNCaP and C4-2 cells were grown in RPMI containing 10%

fetal calf serum, PC-3 cells in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium containing 10% fetal calf serum. Hiperfect reagent
(Qiagen) was used to transfect cells in 24-well plates with the
indicated siRNAs (10 nmol/L) as recommended by the man-
ufacturer. For hypoxic conditions, cells were cultured at 37�C
with 5%CO2, 94%N2, and 1%O2 in a hypoxic incubator (Binder
GmbH). In some experiments, to mimic hypoxia, cells were
grown in the presence of 300 mmol/L cobalt chloride.

Migration assay
Migration capacity was measured by Transwell assays (BD

Biosciences). Cells (40,000) were seeded in RPMI 1% FBS in
the upper part of a cell culture-chamber-insert system

separated from the lower chamber by a 8 mm PET mem-
brane. RPMI 10% FBS, or cell-conditioned medium, was
added in the lower compartment as indicated. Eighteen
hours later, nonmigrating cells in the upper compartment
were scrapped off with a cotton swab. Cells on the lower side
of the membrane were fixed with methanol at �20�C and
stained with Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich). Membranes
were then excised, mounted on a glass side with glycergel
(Dako) and cells counted.

Real-time reverse transcriptase PCR, siRNA, and mRNA
analysis

Total RNA was isolated with TRIzol reagent (Invitrogen).
RNA was retrotranscribed using the High capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). cDNA was
quantified by real-time PCR using the Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Human cyclophilin A was
used as an internal control. Sequences of the PCR primers are
indicated in Supplementary Table S2.

ELISA
TSP1 and VEGF protein contents in cell homogenates and

supernatant were measured by ELISA (Quantikine, R&D
systems).

Calcium imaging
Cytosolic Caþþ concentration was measured using ratio-

metric dye Fura-2 (Invitrogen Ltd.) and quantified as described
(19). Cells were loaded with 1 mmol/L Fura-2/AM for 45
minutes, washed and bathed for at least 10 minutes in a
solution containing 140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCl, 1
mmol/L MgCl2, 10 mmol/L HEPES, and 10 mmol/L glucose,
before measuring Ca2þ.

Animals, siRNA injection, and tumorigenicity assays
Studies involving animals, including housing and care,

method of euthanasia, and experimental protocols, were con-
ducted in accordance with the local animal ethical committee
in the Institut Andr�e Lwoff in Villejuif, France. Tumor cells
(2 � 106 cells/mouse) were injected subcutaneously in 50%
(v:v) Matrigel (BD Biosciences) to 6- to 8-week-old male nude
mice and tumors weremeasured every day.When tumors grew
exponentially, siRNA diluted in PBS was injected i.p. on a daily
basis (120 mg/kg). Tumor volume was estimated by the for-
mula: length � width2 � 0.5.

Subjects
Prostate tissue samples were obtained from 35 patients

who underwent radical prostatectomy. Written consent was
obtained from each patient. Immediately after prostate
removal, small pieces of tissues were gross dissected by the
pathologist, snap frozen, and stored in liquid nitrogen until
analysis in tumor banks of the Centre hospitalier Lyon Sud
(Lyon, France), groupe hospitalier Cochin-Saint Vincent de
Paul (Paris, France), or CHU Henri Mondor (Cr�eteil, France).
Histologic analysis of a frozen section was conducted for
each sample by the same pathologist before RNA extraction.
The fragments fully constituted of cancerous glands were
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selected and named "tumor" samples, whereas those that did
not contain cancerous tissue were selected and named
"peritumoral tissue."

Statistical analysis
Results are expressed as mean � SEM. Differences between

means were studied using a 2-tailed t test or ANOVA when 2
groups or more than 2 groups were compared respectively. In
vivo experiments were analyzed by 2-way ANOVA with repeat-
ed measures followed by a Bonferroni post test. Statistically
significant results are labeled as follows in allfigures: �, P< 0.05;
��, P < 0.01; ���, P < 0.001. Statistical analysis was done with
GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc.).

Results

TSP1 is repressed in ADCaP but reexpressed in CRCaP
and AICaP cell lines

The TSP1 promoter is methylated in the ADCaP cell line
LNCaP (20) and accordingly, TSP1mRNAand protein levels are
very low (Fig. 1A-B). In contrast, we found a sustained TSP1
expression in C4-2 cells, which were established from LNCaP
tumors recurring in mice after castration (21). TSP1 was also
found expressed, at the mRNA (Fig. 1A) and protein (Fig. 1B)
levels, in the CRCaP cell line 22RV1, and in the androgen-
independent (AICaP) PC3 cell line which does not express the
androgen receptor.
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Figure 1. TSP1 is antiangiogenic but fosters tumor development in castration-resistant prostate tumors. A, TSP1mRNA level in androgen-dependent (LNCaP),
castration-resistant (C4-2 and 22RV1), or androgen-independent (PC3) prostate tumor cells. Results (mean� SEM, n > 3) are normalized to the cyclophilin A
mRNA level and expressed in arbitrary units (LNCaPset to 1). B, correspondingTSP1protein level in the sameprostate cell lines. Tubulinwasused asa loading
control. C, mice bearing exponentially growing C4-2 tumors were treated daily with i.p. injections of PBS (white triangles), control (black squares), or TSP1-
siRNA (grey diamonds). All siRNAs were diluted (120 mg/kg) in PBS. Tumor volume is expressed in cm3 (mean� SEM, 6mice per group). The experiment was
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Antiangiogenic TSP1 Promotes Prostate Tumor Progression

www.aacrjournals.org Cancer Res; 71(24) December 15, 2011 7651

 American Association for Cancer Research Copyright © 2011 
 on July 11, 2012cancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 

Published OnlineFirst October 28, 2011; DOI:10.1158/0008-5472.CAN-11-0833

http://cancerres.aacrjournals.org/
http://www.aacr.org/


In vivo silencing of TSP1 increases MVD but inhibits the
growth of castration-resistant prostate tumors

Weused RNA interference in vivo to address the role of TSP1
in C4-2 tumors. Tumor cells were xenografted into nude mice.
Once tumors were exponentially growing, mice were random-
ized for treatment and received daily a PBS i.p. injection, or
120 mg/kg of either control-, or a TSP1-siRNA diluted into PBS
and injected i.p. as previously described (22). As comparedwith
tumors treated with PBS, or with a control siRNA with no
known mRNA target, TSP1-siRNA reduced TSP1 mRNA levels
in tumors (Fig. 1D) and significantly inhibited tumor growth
(Fig. 1C). The TSP1-siRNA did not activate the innate immune
system (Supplementary Fig. S1A). Similarly, TSP1-siRNA
injected into mice bearing PC3 tumors inhibited tumor devel-
opment (Supplementary Fig. S1B and S1C). Although the
growth of C4-2 tumors was blunted by TSP1-siRNA, MVD was
significantly higher than in controls in C4-2 (Fig. 1E, Supple-
mentary Fig. S1D) and in PC3 tumors (Supplementary Fig. S1E).
Several genes, including VEGF, GLUT1, and CA-IX are induced
under hypoxic conditions (23). The increasedMVDparalleled a
reduced expression of these 3 genes in TSP1-siRNA–treated
tumors (Fig. 1F and Supplementary Fig. S1F), strongly suggest-
ing that blood vessels were functional. These results establish
that the antiangiogenic properties of TSP1 are maintained in
castration-resistant and androgen-independent prostate
tumors. They also show that TSP1 stimulates the development
of these tumors, and that this property is dominant over its
antiangiogenic effects.

TSP1 stimulates the migration of prostate tumor cells
Weused the above TSP1-siRNA (TSP1a-siRNA) and a second

one (TSP1b-siRNA) to study the mechanism of the protumoral
effect of TSP1 in prostate tumor cells in vitro. The 2 TSP1-
siRNAs silenced TSP1 expression over 70% at the mRNA and
protein levels (Supplementary Fig. S2A–S2B), with no effect on
cell proliferation or apoptosis (Supplementary Fig. S2C–S2D).
In contrast, TSP1 silencing strongly inhibited the migration of
C4-2 cells in a Transwell assay (Fig. 2A). This effect was not
dependent upon the expression of the androgen receptor
because the migration of PC3 cells was also strongly affected
by TSP1 silencing (Fig. 2A). Conversely, themigration of LNCaP
cells, which do not express TSP1 and are poorly motile, was
stimulated when cells migrated towards C4-2 cells–condi-
tioned medium (Fig. 2B). To further establish the role of TSP1
on the migration of prostate tumor cells, we took advantage of
a cell line, JT8, in which the production of TSP1 is under the
control of a tetracycline-repressible promoter (24). We pre-
pared conditioned media from TSP1-induced or TSP1-
repressed JT8 cells (Supplementary Fig. S2E) and compared
their effect on themigration of C4-2 cells. The presence of TSP1
strongly increased the capacity of cells to migrate (Fig. 2C).

Antiangiogenic TSP1 peptides foster prostate cell
migration

TSP-1–derived peptides inhibiting endothelial cell migra-
tion and neovascularization in vivo have been characterized
(25). A stabilized derivative of one of these peptides, which
retains the antiangiogenic activity of TSP1 (26) was further

developed by Abbott as ABT-510 for clinical applications. In a
Transwell assay, ABT-510 induced a 3.5-fold increase in the
number of LNCaP migrating cells (Fig. 2D).

TSP1-induced migration requires CD36
The antiangiogenic properties of TSP1 are mediated by its

binding to the CD36 receptor (26, 27) which we previously
found induced by androgen ablation and expressed in CRCaP
tumors in patients (11). TSP1 antibody A4.1 inhibits the
interaction between TSP1 and CD36 and blocks TSP1 anti-
angiogenic activity (25). This antibody inhibited by 65% the
migration of C4-2 cells (Fig. 2E). Similarly, transfection of C4-2
cells with an siRNA silencing CD36 (Supplementary Fig. S2F)
cells also inhibited cell migration by 65% (Fig. 2F). Altogether
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Figure2. TSP1-stimulatedmigration of tumor cells requiresCD36. A,C4-2
(black bars) or PC3 cells (gray bars) were transfected with the indicated
siRNAs and their migration capacity toward culture medium containing
10% FBS measured 3 days later in a Transwell assay. The experiment
was repeated 3 times with comparable results. B, LNCaP (black bars) or
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doxycycline (TSP1þ). D, migration of LNCaP cells toward 10% FBS-
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nmol/L of ABT-510. E, migration of C4-2 cells toward culture medium in
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upper compartment. F, C4-2 cells were transfected with cont-siRNA or
CD36-siRNA as indicated, and their migration capacity measured 3 days
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these results show that the promigratory and antiangiogenic
properties of TSP1 are closely linked at the molecular level.

TSP1 expression and secretion are regulated by cytosolic
calcium concentration
We next sought the mechanisms inducing TSP1 in prostate

tumors. Each TSP1 molecule binds approximately 35 calcium
ions (28), whichmodifies its folding. TSP1 silencing significantly
increased the basal cytosolic calcium concentration ([Ca2þ]i) in
C4-2 (Fig. 3A) and PC3 cells (Supplementary Fig. S3A), showing
that, directly or indirectly, TSP1 contributes to regulate calcium
concentration in prostate tumor cells. Because a 2-hour treat-
ment with thapsigargin, an inhibitor of SERCA pump which
increases [Ca2þ]i, induced TSP1 secretion (Supplementary Fig.
S3B–S3C), we investigated whether reciprocally the cytosolic
calciumconcentration in prostate tumor cells could regulate the
expression and secretion of TSP1 and cell migration.
Several channels of the TRP family, which are deregulated

during prostate tumor progression (15), actively regulate
[Ca2þ]i in prostate cells, in particular TRPV2, TRPV6, and
TRPM8 (16, 17, 29, 30). TRPV3 was recently described as an
androgen-receptor target gene (18) and we found this channel
expressed in prostate tumor cell lines (Fig. 3B), with a reduced

expression in LNCaP cells, as observed for TSP1 (Fig. 1A). In C4-
2 cells, the basal [Ca2þ]i was not significantly affected by
TRPV3 silencing but was increased 1.6-fold by thapsigargin-
induced store depletion (Fig. 3C), indicating that this channel
was regulating calcium homeostasis, possibly through an ER
membrane localization. TRPV3 silencing in PC3 cells increased
the basal [Ca2þ]i level but only marginally affected thapsigar-
gin-induced store depletion (Supplementary Fig. S3D). Treat-
ment of C4-2 cells with camphor, a well-established agonist of
TRPV3 and TRPV1 (31, 32), induced after 2 hours a dose-
dependent secretion of TSP1 in the culture medium (Fig. 3D),
followed after 6 hours by a dose-dependent increase in TSP1
mRNA level (Fig. 3E). These results suggested that TRP chan-
nels might regulate TSP1 expression and cell migration.
Indeed, silencing TRPV2, TRPV3, TRPV6 or TRPM8, resulted
into a reduced TSP1 level in C4-2 cells (Fig. 3F and Supple-
mentary Fig. S3E and S3F). In contrast, TRPC4 and TRPC6
silencing increased TSP1 mRNA level in C4-2 cells, whereas
TRPC1, TRPC3 or ORAI had no significant effect (Fig. 3F). In
addition, silencing TRPV3 or TRPM8 inhibited C4-2 cells
migration as efficiently as TSP1-siRNA, whereas silencing
TRPC4 or TRPC6 stimulated cell migration (Fig. 3G). We chose
to further analyze the regulation of TSP1 expression by TRPV3
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normalized to cyclophilin A mRNA in C4-2 cells 6 hours after treatment with camphor at the indicated concentrations. F, C4-2 cells were transfected by the
indicated siRNAs and the TSP1mRNA level, normalized to cyclophilin A, wasquantified 2days later (mean�SEM, n> 3). To target TRPV3, TRPM8, and TSP1,
2 different siRNAs, noted a and b, were used for each gene. The TSP1mRNA level in control cells was set to 1 (mean�SEM, n¼ 3). G,migration in a Transwell
assay towardmedium containing 10%FBSof C4-2 cells transfected 3 days before with the indicated siRNAs. Results are expressed as in Fig. 2. H, C4-2 cells
were transfected with control- or TRPV3-siRNA. Three days later, their migration toward conditioned medium prepared from control- or TSP1-siRNA–
transfected C4-2 cells was quantified in a Transwell assay. Results expressed as the percentage of cells migrating in control condition (mean� SEM, n¼ 3).
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because this channel is expressed at all stages of prostate
tumor progression (Fig. 3B), and because, in contrast with
TRPV6 (30) and TRPM8, TRPV3 silencing did not affect cell
proliferation (Supplementary Fig. S3G), a phenotype which
could bias the interpretation of migration assays.

TSP1 mediates the regulation of prostate tumor cell
migration by TRPV3

To further analyze the relative contributions of TSP1 and
TRPV3 in cell migration, we prepared conditioned medium
from control- or TSP1-siRNA–transfected C4-2 cells (Supple-
mentary Fig. S3H). We then measured in Transwell assays the
migration of control, or TRPV3-silenced C4-2 cells, toward
control, or TSP1-depleted media. Consistent with the results
shown in Fig. 3G, migration of TRPV3-silenced cells toward
TSP1-depleted medium was inhibited by 86% (Fig. 3H). Impor-
tantly, addition of TSP1 in the lower compartment fully
restored migration of TRPV3-silenced cells (Fig. 3H), showing
that the stimulation of cell migration by TRPV3 is mediated by
the secreted TSP1.

Using the same protocol as for TSP1-siRNA, we treatedmice
bearing exponentially growing C4-2 or PC3 tumors with
TRPV3-siRNA daily. TRPV3-siRNA treatment was as efficient
as TSP1 to inhibit tumor development in the 2 tumor models
(Supplementary Fig. S4A and S4B).

Hypoxia modifies calcium homeostasis in C4-2 cells and
induces TSP1 expression

The antitumoral properties of antiangiogenicmolecules rely
on their capacity to increase hypoxia. One of the constant early
responses to hypoxia in almost all cell types is an increase in
[Ca2þ]i (33). We thus analyzed how hypoxia affected calcium
homeostasis and TSP1 expression in prostate tumor cells. As
compared with normoxia, hypoxia induced in C4-2 cells a 2.2-
fold increase in [Ca2þ]i level after thapsigargin-induced store
depletion (Fig 4A). TRPV3 silencing further increased both
resting and thapsigargin-induced [Ca2þ]i levels in hypoxia.
Similar results were obtained in PC3 cells (Supplementary
Fig. S5A). These data suggested that TSP1 could also be
induced by hypoxia. We thus measured in C4-2 cells grown
in 1% or 20% oxygen, the expression and secretion of TSP1. We
observed a time-dependent increase of both TSP1 and VEGF
mRNA levels in hypoxia as compared with normoxia (Fig. 4B).
TSP1 protein was synthesized in hypoxia (Fig. 4C) and secreted
in the cell culture medium (Fig. 4D). TSP1 was also induced by
hypoxia in PC3 cells (Supplementary Fig. S5B) and its secretion
in cell culture medium was induced by thapsigargin and
Colbalt Chloride treatments (Supplementary Fig. S5C).

TSP1 expression is associated with invasion and cancer
recurrence after radical prostatectomy

In prostate tumors, TSP1 inhibits angiogenesis and thus
increases hypoxia. Our results show that in turn, hypoxia
induces TSP1 which fosters cell migration. A vicious circle is
thus likely to take place as tumors progress toward more
advanced and invasive stages. To test this hypothesis, we
quantifiedTSP1mRNA level in 35 frozen radical prostatectomy
specimens from patients with clinically localized prostate

cancer who did not receive any radiotherapy and/or hormonal
ablation treatment before surgery. Pairs of tumor and peritu-
moral tissue were analyzed in 32 specimens. There was no
significant association between either tumoral or peritumoral
TSP1 mRNA level and patients' age, Gleason score, or serum
prostate-specific antigen (PSA) level before surgery (Table 1).
As compared with prostate-localized pT2 tumors, and to pT3a
tumors, in which the tumor has spread through the prostatic
capsule, there was a significant increase in pT3b tumors, which
invade seminal vesicles, indicating an association between
TSP1 expression and invasion in patients (Fig. 5A; Table 1).
Of the 35 patients included in this study, 9 experienced PSA
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relapse, whereas 19, followed for at least 30 months after
surgery, did not show evidence of tumor recurrence. Impor-
tantly, at the time of radical prostatectomy, TSP1 mRNA level

in tumors, but not in peritumoral tissue, was significantly
associated with PSA relapse (Table 1; Fig. 5B).

Discussion

The antiangiogenic functions of TSP1 in tumors, extensively
showed in most tumor models, are exemplified by the inverse
correlation between TSP1 expression and MVD in androgen-
dependent prostate carcinomas (11, 13, 34). TSP1 expression is
inhibited by promotermethylation in the androgen-dependent
cell line LNCaP (20), but surprisingly, reexpressed in C4-2 cells,
a castration-resistant derivative of LNCaP cells, and in andro-
gen-independent PC3 cells. This TSP1 reexpression is also
observed in CRCaP in patients in which angiogenesis is an
active process (11). TSP1 reexpression in CRCaP and AICaP is
not fortuitous as TSP1 silencing blunted tumor development in
vivo (Fig. 1C and Supplementary Fig. S1B), showing that TSP1
actively stimulates tumor growth, as observed in other exper-
imental (5, 35) and clinical situations (12, 36). Indeed, our
experiments show that TSP1, which does not regulate CRCaP
cell proliferation or apoptosis, is a potent trigger of tumor cell
migration. This property was also observed in other cell types
(35), and notably in a glioblastoma model, in which the over-
expression of an N-terminal fragment of TSP1 gave rise to less
angiogenic but more invasive tumors (37). Recently, it was also
reported that the growth of primary tumors is increased in
TSP1 knockout mice, whereas the number of metastases is
decreased (38).

We investigated if, in addition to its stimulatory effect on
tumor cell migration, TSP1 could have lost its antiangiogenic
effects in CRCaP and AICaP. This might occur through an

Table 1. TSP1 mRNA level in peritumoral and tumoral tissue from radical prostatectomy specimens

TSP1 mRNA TSP1 mRNA
Mean (range) Mean (range)

Criteria n PT P n Tumor (T) P pT versus PT

All patients 32 0.38 (0.01–1.19) 35 0.71 (0.02–3.68) 0.041
Age
�60 16 0.37 (0.01–0.93) 18 0.95 (0.04–3.68) 0.048
>60 16 0.39 (0.01–1.19) 0.453 17 0.46 (0.02–1.37) 0.058 0.308

Gleason score
6 6 0.26 (0.04–0.56) 0.266 6 0.86 (0.05–2.11) 0.189 0.127
7 20 0.41 (0.01–1.19) 0.404 22 0.52 (0.02–3.68) 0.280 0.307
>7 6 0.31 (0.13–0.59) 0.308 7 1.2 (0.07–3.48) 0.051 0.082

PSA before surgery
<7 10 0.25 (0.01–0.91) 0.071 11 0.6 (0.02–3.68) 0.382 0.184
7–15 14 0.47 (0.05–1.19) 0.266 16 0.72 (0.04–3.48) 0.300 0.196
>15 8 0.36 (0.01–0.93) 0.269 8 0.84 (0.04–2.06) 0.381 0.088

Stage
pT2 9 0.25 (0.01–0.89) 0.113 10 0.4 (0.04–1.33) 0.470 0.242
pT3a 10 0.51 (0.01–1.19) 0.206 10 0.41 (0.04–1.47) 0.041 0.329
pT3b 13 0.37 (0.02–0.93) 0.195 15 1.12 (0.02–3.68) 0.045 0.022

Relapse
No 19 0.38 (0.01–1.19) 19 0.31 (0.02–1.33) 0.283
Yes 8 0.45 (0.13–0.93) 0.335 9 1.74 (0.27–3.68) 0.00003 0.013

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

T
S

P
1

 m
R

N
A

 l
e
ve

l 
(a

.u
.)

T
S

P
1

 m
R

N
A

 l
e
ve

l 
(a

.u
.)

pT2 pT3a pT3b No relapse Relapse

A B
*

***

*
*

**

Figure 5. TSP1 mRNA in radical prostatectomy samples. TSP1 mRNA
level, normalized to cyclophilin A mRNA level, in peritumoral (PT, gray
bars) and tumoral (T, dark gray bars) tissues from frozen radical
prostatectomy samples taken before any other treatment. Each box plot
is composed of 3 horizontal lines that display the 25th, 50th (median), and
75th percentiles. The highest and lowest values are shown by error bars;
mean value is indicated with an �. A, analysis with respect to the
pathologic tumor stage. B, comparison in samples from patients who did
not show evidence of tumor recurrence for at least 30 months (mean
follow-up: 48 months, range: 30–64 months, n¼ 19) or who experienced
PSA relapse (n ¼ 9).
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increased secretion of proangiogenic factors (24), or through
a lack of TSP1 secretion. The latter was described in renal
cell carcinomas in which a decreased expression of TRPC4
impaired calcium uptake and TSP1 secretion (39). In CRCaP,
however, TSP1 is secreted, and this secretion is fostered
by hypoxia (Fig. 4D and Supplementary Fig. S5C) or by an
increase in [Ca2þ]i (Fig. 3D, Supplementary Figs. S3B and
S5C). In addition, silencing TSP1 increased tumor MVD
(Fig. 1E, Supplementary Fig. S1D and S1E), showing that
TSP1 is still antiangiogenic in CRCaP. It might seem para-
doxical that silencing an antiangiogenic molecule inhibits
tumor development. A similar situation was described for
DLL4: the inhibition of this antiangiogenic factor increased
MVD but reduced tumor development (40). However, DLL4
regulates the specification of tip cells and thus, despite an
increased MVD, hypoxia was increased in DLL4-inhibited
tumors because blood vessels were not functional. The
antitumoral effects associated with TSP1 silencing are likely
mediated by a different mechanism: TSP1, through its bind-
ing to CD36, induces apoptosis of endothelial cells (10), and
in TSP1-siRNA–treated tumors the increased MVD was
associated with a reduced VEGF, GLUT1, and CA-IX mRNA
levels (Fig. 1F, Supplementary Fig. S1F), indicative of a
reduced hypoxia, suggesting that blood vessels in TSP1-
silenced tumors are functional. It thus seems that the
proinvasive effects of TSP1 in CRCaP are dominant over its
antiangiogenic effects.

TSP1 folding and functions depend on the binding of
calcium ions (9, 14) whose intracellular concentration is
tightly regulated (41). In C4-2 cells, at least 6 membrane
receptors of the TRP family regulated the TSP1 expression
positively—TRPM8, TRPV2, TRPV3, and TRPV6—or nega-
tively—TRPC4 and TRPC6. Cell migration was induced by
TRPC4 or TRPC6 silencing, or, conversely, inhibited by
TRPM8 or TRPV3 silencing. In addition, in TRPV3-silenced
cells, migration was restored by the addition of TSP1 in the
extracellular medium, placing TSP1 as a central mediator of
the TRPV3 effect on cell migration. These results show that
intracellular calcium concentration is a major regulator of
TSP1 synthesis, secretion, and capacity to induce cell migra-
tion. In patients, while prostate tumor progresses, the intra-
cellular calcium homeostasis is disrupted, at least in part
because the expression of several TRP channels is deregu-
lated, notably TRPV2 (17), TRPV6, and TRPM8 (42). This
mechanism thus most likely participates in the upregulation
of TSP1 expression and secretion during prostate tumor
progression.

Hypoxia, which spontaneously increases during prostate
tumor progression (43), is associated with a shorter time to
biochemical failure or progression free survival (44, 45). One
of the early events induced by hypoxia is an increase in
[Ca2þ]i (33), notably through TRP channels (46, 47). TRPV3
appears as an important regulator of calcium homeostasis in
hypoxia in prostate tumor cells, as its silencing markedly
increased [Ca2þ]i levels in C4-2 and PC3 cells. Because
calcium homeostasis is an important regulator of TSP1
secretion and synthesis, we studied the effect of hypoxia
on TSP1 expression. Importantly, hypoxia increased TSP1

protein synthesis and secretion (Fig. 4B, 4C, Supplementary
Fig. S5B and S5C). TSP1 translation in hypoxia likely occurs
through an internal ribosome entry site recently described in
the 50 TSP1 mRNA (48). Hypoxia was also reported to induce
TSP1 in heart infarction, in wound healing (49), and in
several situations of ischemia in the retina, brain, leg (50),
and kidney. In atherosclerotic lesions, hypoxia-induced TSP1
expression promotes migration of vascular smooth muscle
cells (51), showing that the interplay between hypoxia, TSP1,
and cell migration is not restricted to tumor cells. Likely,
TSP1-induced migration helps cells survive escaping the
hypoxic environment.

The antiangiogenic effects of TSP1 are mediated by its
binding to CD36 (10, 27). The TSP1–CD36 interaction also
stimulates resorption by osteoclasts (52) and induces TIMP-1
production and secretion in prostate and breast tumor cell
lines (53). In addition, our results now establish that TSP1
promotes prostate tumor cell migration. This function also
requires CD36 as silencing of this receptor, or inhibition of the
TSP1–CD36 interaction using specific antibodies, impaired
migration. The TSP1-mimetic antiangiogenic peptide ABT-
510 also stimulated migration in LNCaP cells although the
role of CD36 in that activity was not investigated. These results
support the hypothesis that the capacity of TSP1 to stimulate
cell migration, invasion, and tumor dissemination is intrinsi-
cally linked to its capacity to increase hypoxia. Similarly,
hypoxia triggered by pharmacologic antiangiogenic drugs
induces invasion (3, 4). These observations strongly suggest
that the increased invasion and formation of distantmetastasis
in hypoxia occurs whatever the trigger of hypoxia. This is of
particular importance in the treatment of prostate cancers
because castration, the first-line treatment for invasive pros-
tate tumors, represses VEGF (54) and induces TSP1 (11, 13, 55),
creating a hypoxic stress which contributes to the antitumoral
effect. Because hypoxia induces VEGF, the VEGF repression
is only transient, and in the prostate of castrated rats, VEGF
returns to control levels after 3 days (54). No such feedback
mechanism occurs for TSP1, as castration induces TSP1
which increases hypoxia, which in turn induces TSP1 expres-
sion in a vicious circle. Castration-resistant cells express
TSP1, which stimulates their migration. These cells, which
proliferate in low testosterone levels, have enhanced migrat-
ing capabilities, and resist to hypoxia, are prone to give rise
to aggressive metastases. Disrupting this vicious circle
silencing TSP1 in patients undergoing chemical castration
should help controlling cell dissemination in response to
hypoxia-induced castration. In addition, our experimental
data show that TSP1 silencing increases MVD. Therefore,
association of TSP1 silencing with chemotherapeutic treat-
ments should also be beneficial, improving penetration of
therapeutic agents, and inhibiting invasion and metastasis
dissemination.

Importantly, in radical prostatectomy specimens taken
before any other treatment, we observed an increased TSP1
mRNA level in pT3b as compared with less invasive pT3a-
and pT2-staged cancers and a statistically higher tumoral
TSP1 expression in patients who experienced tumor recur-
rence. This finding may be of importance: with the
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development of PSA screening, the number of so called
"clinically insignificant cancers" has increased dramatically.
TSP1 expression on prostate biopsies may have an incre-
mental staging value in clinical practice, and improve iden-
tification of indolent tumors, thus avoiding unnecessary
radical and possibly morbid treatment such as radical
prostatectomy. On radical prostatectomy specimens, TSP1
mRNA may also be of clinical interest to select patients at
risk of PSA relapse and propose additional treatments such
as adjuvant radiotherapy.
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Supplementary table 2: Sequences of real time PCR primers used. 

Cyclophilin A Forward 5’- GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3’  

Reverse 5’- CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT-3’ 

TRPV3 Forward 5’- AACCCCACAGTTGCCAAGAC-3’ 

Reverse 5’- TCCACGCAGCCCTCAGA-3’ 

TSP1 Forward 5’- CTCAGGACCCATCTATGATAAAACC-3’ 

Reverse 5’- AAGAAGGAAGCCAAGGAGAAGTG-3’ 

TRPM8 Forward 5’- CGGTCATCTACGAGCCCTAC-3’ 

Reverse 5’- CACACACAGTGGCTTGGACT-3’ 

VEGF Forward 5’- GCCCACTGAGGAGTCCAACA-3’ 

Reverse 5’- GCTGGCCTTGGTGAGGTTT-3’ 

actin Forward 5’- CTGGTGCCTGGGGCG-3’ 

Reverse 5’- AGCCTCGCCTTTGCCGA-3’ 

TLR3 Forward 5'- GGCTTTTGAGGTTGACGCAC-3’ 

Reverse 5’- CCCTTTCATGATTCAGCCCA-3’ 

TLR7 Forward 5’- CCACCAGACCTCTTGATTCCAT-3’ 

Reverse 5’- CCATCGAAACCCAAAGACTCTAGA-3’ 

TLR8 Forward 5'- CGATCTGAACCACAATGCCA-3’ 

Forward 5'- AGACTCAGGCAACCCAGCAG-3’ 

IL6 Forward 5'- ACCACGGCCTTCCCTACTTC-3’ 

Reverse 5’- TGCAAGTGCATCATCGTTGT-3’ 

IL12a Forward 5’- AAGACCTGTTTACCACTGGAACTACAC-3’ 

Reverse 5’- CTCCCTCTTGTTGTGGAAGAAGTC-3’ 

IL12b Forward 5'- TCATGGCTGGTGCAAAGAAA-3’ 

Reverse 5’- GCAGACAGAGACGCCATTCC-3’ 

IFNβ Forward 5’- GCAGCTCCAGCTCCAAGAAA-3’ 

Reverse 5’- TGGATGGCAAAGGCAGTGTA-3’ 

IFNγ Forward 5’- TGGCTTTGCAGCTCTTCCTC-3’ 

Reverse 5’- TCCTTTTGCCAGTTCCTCCA-3’ 

IP10 Forward 5’- AGCTTGAAATCATCCCTGCG-3’ 

Reverse 5’- GGGGAGTGATGGAGAGAGGC-3’ 

GLUT 1 Forward 5’- GTGCAGCAGCCTGTGTATGC-3’ 

Reverse 5’- GCACAACCCGCCATGC-3’ 

CA-IX Forward 5’- GTGTCATCTGGACTGTGTTTAACCA-3’ 

Reverse 5’- GAAGTTCAGCTGTAGCCGAGAGT-3’ 

 

 



Supplementary table 1: Sequences of siRNAs used. Sequence of the sense strand is 

indicated 

Cont 5’-UAGCAAUGACGAAUGCGUAdTdT-3’ 

TSP1a 5’-CCUUGACAACAACGUGGUGdTdT-3’  

TSP1b 5’-UACCCGAGACGAUUGUAUGdTdT-3’  

TRPV3a 5’-CAAGGAGAGCGAACGCAUCdTdT-3’  

TRPV3b 5’-AUGUACAGCGUCAUGAUCCdTdT-3’ 

TRPM8a 5’-UCUCUGAGCGCACUAUUCAdTdT-3’ 

TRPM8b 5’-UAUUCCGUUCGGUCAUCUAdTdT-3’ 

CD36 5’-UACAGACAGUUUUGGAUCUdTdT-3’ 

TRPV2 5‘-UAAGAGUCAACCUCAACUAdTdT-3’ 

TRPC1 5’-GGGUGACUAUUAUAUGGUUdTdT-3’ 

TRPC3 5’- UGAUGUGGUCUGAAUGUAAdTdT-3’ 

TRPC4 5'-UUUACUGAGUUUGUUGGUGdTdT-3' 

TRPC6 5’- UUGAACGGCCUCAUGAUUAdTdT-3’ 

ORAI 5’-UGAGCAACGUGCACAAUCUdTdT-3’ 
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DISCUSSION 

 

In vitro, nous avons montré que la TSP1 stimulait fortement la migration cellulaire 

sans affecter la prolifération ou l’apoptose des cellules tumorales prostatiques. Dans des 

modèles expérimentaux in vivo, nous avons montré que l’inhibition de la TSP1 diminuait 

fortement la croissance tumorale de tumeurs issues de cellules de carcinomes prostatiques 

résistants à la castration (lignée C4-2) ou indépendante des androgènes (lignée PC3). Il est 

important de noter que les activités anti-angiogéniques de la TSP1 étaient maintenues au sein 

de ces tumeurs. En effet, nous avons observé une augmentation de la MVD dans les tumeurs 

des souris traitées par des siRNA ciblant la TSP1.Cette augmentation de la MVD associée à 

une inhibition de la croissance tumorale parait à priori paradoxale. Différentes hypothèses 

peuvent néanmoins expliquer ces résultats. Plusieurs études ont montré que l’invalidation du 

facteur anti-angiogénique DLL4 entrainait une augmentation de la vascularisation associée à 

une réduction de la croissance tumorale (Hu et al., 2009; Noguera-Troise et al., 2006 ; 

Ridgway et al., 2006 ). Dans le cas de DLL4, il a été montré que les vaisseaux surnuméraires 

étaient peu fonctionnels et que leur perfusion était par conséquent moins efficace dans les 

tumeurs invalidées pour DLL4 que dans les tumeurs contrôles. La situation est ici différente 

puisque l’inhibition de la TSP1 s’accompagne d’une diminution significative de l’expression 

de trois gènes induits par l’hypoxie : le VEGF, la CAIX et Glut-1. Les vaisseaux néoformés 

sont donc fonctionnels puisqu’ils réduisent l’hypoxie. Ce résultat montre qu’une 

augmentation de la vascularisation tumorale n’est pas nécessairement corrélée à une 

augmentation du développement des tumeurs. En d’autres termes, la densité vasculaire au sein 

des tumeurs contrôles n’est pas ici un facteur limitant de leur croissance. Cette observation 

montre que les propriétés antiangiogéniques et protumorales de la TSP1 s’exercent 

simultanément dans ces tumeurs, les dernières étant prédominantes dans ce modèle 

préclinique. 

La TSP1 est une protéine composée de nombreux domaines et de qui se lie à de 

multiples récepteurs. Dans cette étude, nous n’avons cherché à identifier les domaines 

responsables des activités antiangiogéniques et protumorales. De nombreuses données de la 

littérature montrent l’implication du CD36 dans l’effet antiangiogénique. Il est intéressant de 

noter que l’inhibition du CD36, ou de la liaison de la TSP1 au CD36, réduit fortement la 

capacité de migration des cellules. Le peptide ABT-510 conserve les propriétés 
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antiangiogéniques de la TSP1 et a été utilisé dans cette optique en clinique. Deux essais de 

phase II de ce peptide (sarcomes mous et mélanome) ont montré une absence de bénéfice pour 

les patients et le développement de cette molécule a été interrompu. Nos données montrent 

que l’ABT-510 stimule fortement la migration des cellules tumorales prostatiques. Il serait 

intéressant de tester si tel est également le cas dans d’autres types de cancers. L’ensemble de 

ces données suggère donc que les propriétés antiangiogéniques et promigratoires de la TSP1 

sont liées. Des études de mutagenèse réalisées notamment dans les domaines d’activation du 

TGFβ, de la liaison au CD36 devraient permettre d’éclaircir ce point. 

 

La mise en évidence du rôle pro-tumoral de la TSP1 dans les carcinomes prostatiques 

nous a amené à nous intéresser à ses mécanismes de régulation, et plus particulièrement au 

rôle de l’hypoxie. Le caractère souvent hypoxique des tumeurs prostatiques nous a amené à 

étudier les conséquences d’une diminution en pression en oxygène sur l’expression de la 

TSP1 dans ces cellules tumorales (Carnell et al., 2006 ; Stewart et al., 2010). L’hypoxie a été 

également décrite comme augmentant la concentration de calcium intracellulaire notamment 

par une augmentation du nombre des canaux calciques de type TRP (Hon et al., 2002; Jeong 

et al., 2002 ). En conditions hypoxiques, nous avons observé une augmentation de 

l’expression de la TSP1 et de la concentration de calcium intracellulaire. L’hypoxie, via 

notamment HIF1α, régule de nombreux gènes (Semenza, 2003), notamment le VEGF. Cette 

augmentation du VEGF est considérée comme un des facteurs clefs de la néo-angiogenèse 

tumorale, permettant la vascularisation des tumeurs. Il est généralement proposé que 

l’angiogenèse résulte à la fois d’une augmentation des facteurs pro angiogéniques et d’une 

diminution des facteurs anti angiogéniques. Si on observe bien une augmentation du VEGF en 

réponse à l’hypoxie dans les cellules tumorales prostatiques, on observe de façon à priori 

paradoxale une augmentation et non une diminution de la TSP1 dans ces mêmes conditions. 

Cette augmentation de la TSP1 en hypoxie engendre donc une augmentation de la migration 

des cellules tumorales prostatiques et donc une augmentation de la dissémination 

métastatique. Plusieurs mécanismes pourraient expliquer l’augmentation de l’expression de la 

TSP1 en hypoxie. Une première hypothèse serait un rôle direct de l’hypoxie sur la 

transcription de la TSP1 via un mécanisme faisant intervenir les facteurs de transcription 

classiques de réponse à l’hypoxie HIF1 ou HIF2. Ceci a été montré dans les fibroblastes du 

derme (Distler et al., 2007). Une seconde hypothèse serait que l’augmentation de la TSP1 en 

hypoxie soit secondaire à une augmentation du calcium intracellulaire médiée par l’activation 
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de canaux calciques. Il semblerait donc intéressant d’étudier si l’augmentation de la TSP1 en 

hypoxie est liée à HIF1 ou HIF2, ou si c’est l’augmentation de calcium intracellulaire qui 

provoque une augmentation de l’expression de TSP1 dans les cellules tumorales prostatiques 

en hypoxie.  

La présence de sites de liaison du calcium suggère un rôle de la TSP1 dans 

l’homéostasie calcique et/ou une régulation de l’activité de la TSP1 par le calcium. De plus, 

une étude réalisée sur un modèle de cancer du rein a montré qu’une diminution du calcium 

intracellulaire (par une diminution de l’expression du canal calcique TRPC4) inhibait la 

sécrétion et la maturation de la TSP1 (Narizhneva et al., 2005). Plusieurs travaux sur le cancer 

de la prostate ont suggéré le rôle important des canaux calciques dans la progression tumorale, 

et notamment celui des canaux calciques non-voltage dépendants (Lehen'kyi et al., 2007 ; 

Monet et al., 2010; Prevarskaya et al., 2007a ; Prevarskaya et al., 2007b ). Dans notre étude, 

nous avons montré que l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium stimulait 

la sécrétion de TSP1 par les cellules tumorales prostatiques. Nous avons montré également 

que les canaux calciques TRPV2, TRPV3, TRPV6, TRPM8, TRPC4 et TRPC6 régulaient 

l’expression de la TSP1. L’inhibition de TRPV3 diminuait la migration des cellules tumorales 

prostatiques CRCaP et AICaP in vitro. La migration de ces cellules était ensuite restaurée par 

l’addition de TSP1 dans le milieu de culture, démontrant que la TSP1 est un des médiateurs 

majeurs de la fonction stimulatrice du canal TRPV3 sur la migration cellulaire tumorale 

prostatique. Nous avons également montré que l’inhibition de TRPV3 entraînait une 

diminution de la taille des tumeurs CRCaP et AICaP xénogreffées. Enfin, nous n’avons pas 

observé d’effet de TRPV3 sur la prolifération ni sur l’apoptose des cellules tumorales 

prostatiques. Le rôle de ce canal dans la progression tumorale semblait donc lié à ses 

propriétés de stimulation de la migration, de façon tout à fait similaire à ce que nous avons 

observé avec la TSP1. Ces résultats ont donc démontré que le calcium intracellulaire était un 

régulateur clé de la TSP1 au niveau de son expression, de sa sécrétion ainsi que qu’au niveau 

de sa capacité à induire la migration cellulaire. Une perspective potentielle pour un travail 

futur serait d’étudier l’expression des différents canaux calciques au cours de la progression 

tumorale prostatique. Nous avons en effet montré sur la lignée C4-2 que la stimulation des 

différents canaux calciques entrainait des effets inverses. La stimulation des canaux calciques 

TRPV2, TRPV3, TRPV6 et TRPM8 de lignées C4-2 entrainait une augmentation de 

l’expression ARN et de la sécrétion de TSP1, alors que l’inhibition des canaux TRPC4 et 

TRPC6 avait le même effet. De même, l’inhibition des canaux TRPC4 et TRPC6 stimulait la 
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migration cellulaire. L’étude précise des profils d’expression de ces canaux calciques au cours 

de la progression tumorale prostatique permettrait donc de mieux comprendre leur rôle dans la 

carcinogenèse prostatique et d’envisager les canaux calciques comme nouveaux marqueurs ou 

comme de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 

Nos résultats sur l’implication de la TSP1 dans la progression tumorale nous ont 

amené à évaluer sa valeur pronostique chez les patients ayant un cancer de la prostate. Nous 

avons donc mesuré l’expression tissulaire de la TSP1 sur pièce de prostatectomie radicale 

chez des patients traités pour un cancer localisé ou localement avancé de la prostate. 

L’analyse d’association statistique entre le niveau d’expression de TSP1 et les caractéristiques 

anatomopathologiques des cancers étudiés a montré que la TSP1 était significativement plus 

exprimée en cas de cancer localement avancé (pT3). Enfin, la survenue d’une récidive 

biologique après prostatectomie radicale était associée de manière significative à un niveau 

d’expression tissulaire élevé de TSP1. Ces résultats sont en accord avec des observations 

antérieures réalisées chez des patients ayant un cancer du sein. Dans un travail antérieur du 

laboratoire, il avait en effet été suggéré qu’une forte expression de TSP1 dans les tumeurs du 

sein était associée à une diminution de la survie globale (Fontana et al., 2005). Ces résultats 

cliniques renforcent donc nos résultats expérimentaux sur le rôle pro tumoral de la TSP1.  
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RESULTAT 3 

Rôle de l’axe SDF-1/CXCR4 dans l’invasion tumorale prostatique 

 

INTRODUCTION 

Plusieurs travaux ont suggéré un rôle majeur du ligand SDF1 et de son récepteur CXCR4 au 

cours des étapes finales de la progression métastatiques du cancer de la prostate. Des niveaux 

d’expression osseuse élevée de SDF1 entraineraient un chimiotactisme des cellules tumorales 

prostatiques circulantes exprimant CXCR4 (Sun et al., 2005). Néanmoins, CXCR4 et son 

ligand SDF1 pourraient aussi avoir un rôle au cours des étapes initiales de la progression 

tumorale, du fait de leur capacité à activer plusieurs métallo protéases de la matrice extra-

cellulaire (chapitre IV.5.), et à favoriser la transition épithélio-mésenchymateuse, comme cela 

a été montré récemment in vitro sur des cellules tumorales coliques HT29 (Wang et al., 2011). 

Dans cette étude, il a été en effet rapporté que l’axe SDF1/CXCR4 régulait négativement 

l’expression du complexe E-cadhérine/β-caténine.  

L’expression tissulaire de CXCR4 et SDF1 a été peu étudiée dans les cancers localisés et 

localement avancés de la prostate. À notre connaissance, seuls 2 travaux récents ont été 

consacrés à l’expression tissulaire locale de CXCR4 dans les carcinomes prostatiques 

humains (Jung et al., 2011; Okera et al., 2011 ). Dans ces études, seule l’expression tissulaire 

intra-tumorale de CXCR4 était évaluée par immunohistochimie sur pièce de prostatectomie 

radicale. 

 

Dans un premier temps, nous avons cherché à évaluer si l’expression tissulaire de CXCR4 et 

SDF1 était différente en fonction de la localisation tissulaire au sein de la glande tumorale de 

patients ayant un cancer localisé ou localement avancé de la prostate. Pour répondre à cette 

question, nous avons quantifié les ARNm de CXCR4 et SDF1 sur des tissus distincts prélevés 

au centre de la tumeur, dans la région du front tumoral ou à distance de la masse tumorale. 

L’expression protéique de CXCR4 a été ensuite mesurée par immunohistochimie sur des 

coupes provenant de pièce de prostatectomie radicale. 
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Dans un deuxième temps, nous avons cherché à évaluer si l’expression protéique tissulaire de 

CXCR4 était associée à celle de marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM). Pour cela, nous avons évalué l’expression protéique tissulaire de l’E-cadhérine et de 

la β-caténine par immunohistochimie, sur les mêmes coupes de pièce de prostatectomie 

radicale. 

Enfin, nous avons évalué la valeur pronostique de l’expression tissulaire locale de CXCR4, E-

cadhérine et β-caténine en associant leur niveau d’expression à chaque localisation tissulaire 

aux facteurs pronostiques connus (PSA, stade tumoral, score de Gleason) de même qu’à la 

survenue d’une récidive biologique après prostatectomie radicale. 
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Abstract:  

Background: To evaluate the expression of CXCR4, SDF-1, β-catenin and E-cadherin 

throughout the local tumor microenvironment of prostate cancer. 

Methods: A total of 64 prostate cancer specimens, 24 frozen and 40 paraffin-embedded 

sections, were obtained from patients treated with radical prostatectomy for clinically 

localized cancer. Real-time RT-PCR was used for mRNA quantification of CXCR4 and SDF-

1 in the tumor center (T), tumor front (F), distal peritumoral tissue (D). Immunohistochemical 

analysis was used to investigate the expression patterns of CXCR4, E-cadherin and β-catenin. 

Clinical records of these patients were studied for follow-up data and the prognostic value of 

expression of these molecules was statistically assessed. 

Results: CXCR4 mRNA and protein were mostly expressed at the tumor front, with a 

significant increase in protein immunodetection. In comparison, SDF-1 mRNA level 

gradually increased from the tumor center to the distal peritumoral tissue. High CXCR4 

together with low SDF-1 mRNA levels at the tumor front were associated with adverse 

pathological features and disease recurrence. Moreover, high CXCR4 nuclear staining at the 

tumor front was associated with a high Gleason score, a decreased β-catenin and increased 

cytosolic E-cadherin expression in the same location.  

Conclusions: Our results show that CXCR4 is over expressed at the tumor front of prostate 

tumors, where it potentially promotes cell migration towards the SDF-1 centrifugal attracting 

gradient, as well as epithelial-mesenchymal transition. Measurement of these markers at the 

tumor front may serve as additional prognostic tools. 

 

Introduction 

Many factors have been implicated in the process of prostate cancer invasion and metastasis, 

but the precise initial molecular transforming events occurring in prostatic epithelial cells and 

their local microenvironment are unknown(Schioppa et al., 2003; Staller et al., 2003; Sun et 

al., 2005; Taichman et al., 2002; Wang et al., 2011). SDF-1 ligand and its receptor CXCR4 
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were reported to play a major role in the final steps of prostate cancer metastatic process. In 

this setting, high levels of SDF-1 in bones were suggested to direct the metastasis of CXCR4-

expressing tumor cells (Sun et al., 2005; Taichman et al., 2002). However, CXCR4 and SDF-

1 were also believed to take part locally in the initial steps of cancer progression. In vitro 

studies showed that SDF-1 / CXCR4 enhanced invasion to extracellular matrix by inducing 

MMP-9 expression, secretion and activation, as well as down regulating of TMP2 expression 

(Chinni et al., 2006; Wang et al., 2011). More recently, it was suggested that SDF1 / CXCR4 

may also have a pivotal role in the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process by 

regulating the E-cadherin/β-catenin complex expression. In vitro studies in HT29 colon-

derived cells showed that CXCR4 / SDF-1 down-regulated E-cadherin/β-catenin expression 

and complex formation (Wang et al., 2011). Also, CXCR4 was shown to be upregulated by 

hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) (Hirota and Semenza, 2006; Schioppa et al., 2003; Staller 

et al., 2003; Zagzag et al., 2005)and vascular endothelial growth factor (VEGF), which are 

increased in the local micro-environment of prostate tumors during progression because of 

hypoxic conditions(Bachelder et al., 2002; Helbig et al., 2003; Hirota and Semenza, 2006). 

All these observations suggest that increased levels of hypoxia-induced CXCR4 may 

contribute to the migration and invasion of cancer cells through the extracellular matrix. 

Although recent data suggested an association between CXCR4 nuclear expression and 

metastatic progression in renal cell carcinoma (Wang et al., 2009b) and colorectal 

cancer(Speetjens et al., 2009), its expression has been poorly studied in localized and locally 

advanced prostate cancer (Jung et al., 2011; Okera et al., 2011), and to our knowledge only 

one report suggested its association with metastatic progression after surgery. More 

importantly, CXCR4 expression pattern has never been evaluated in distinct tumor and 

peritumoral areas. Given its potential role in local tumor invasion, CXCR4 expression might 

differ throughout the prostate gland. The aim of the present study was therefore to evaluate 

and compare the expression of CXCR4 and its ligand SDF-1 in radical prostatectomy 

specimen from patients treated for localized or locally advanced prostate cancer, and to assess 

their value as a prognostic marker of aggressiveness. We compared three zones: tumor center, 

tumor front and contiguous peritumoral tissue, and distal peritumoral tissue. To evaluate a 

potential regulation of E-cadherin and β-catenin expressions by the CXCR4 / SDF-1 axis, we 

further investigated the expression of these adhesion proteins in the same tissue areas. 

 



118 
 

Patients and methods 

Human tissue inclusion and pathological analysis: all human tissues were obtained from 

the department of Surgical Pathology, Cochin hospital, Paris, France, in accordance with the 

ethical policy and procedure of the hospital’s Institutional Review Board. Written consent was 

obtained from each patient. Tumor tissues were graded according to the modified Gleason 

grading system. Pathologic stage was determined according to the 2009 tumor-node-

metastasis classification for prostate cancer. 

Real-time RT-PCR mRNA analysis: Tissue samples were obtained from 24 patients who 

underwent radical prostatectomy for clinically localized or locally advanced prostate cancer 

and 10 patients who underwent transurethral resection of the prostate for benign prostatic 

hyperplasia (controls). Immediately after surgical removal, small pieces of tissues were gross 

dissected by the pathologist, snap-frozen and stored in liquid nitrogen. Histological analysis 

of radical prostatectomy frozen sections was performed by the same pathologist before RNA 

extraction. Nine samples were fully constituted of cancerous glands and were labeled “tumor 

center” (T). Twenty three samples were constituted of approximately 40 to 60% of cancerous 

glands were labeled “tumor front” (F). Finally, 9 samples did not contain any cancerous tissue 

and were labeled “distal tissue” (D). Total RNA was isolated using TRIzol reagent 

(Invitrogen, CergyPontoise, France). RNA was retrotranscribed using a High capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). cDNA was quantified 

by real time PCR using the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Courtaboeuf, France). Human Cyclophilin A was used as an internal control. The sequences 

of gene-specific primers were 5-TTCCCTTCTGGGCAGTTGAT-3 (forward) and 5-

CCAGACGCCAACATAGACCA-3 (reverse) for CXCR4, 5-TCGAAAGCCATGTTGCCA-

3 (forward) and 5-TTAAAGCTTTCTCCAGGTACTCCTGA-3 for SDF-1, and 5-

GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3 (forward) and 5-CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT-3 

(reverse) for Cyclophilin A, respectively.  

Immunohistochemistry: we selected 40 cases of patients diagnosed with presumed clinically 

localized prostate cancer and treated by radical prostatectomy. Fresh-cut sections were 

selected from Formalin-fixed/paraffin-embedded tissue blocks containing tissue with the 

highest density of tumor cells and the highest Gleason score. Sections were heated for 20 min 

at 99°C in Bond Epitope Retrieval Solutions for antigen retrieval (AR9961 Menarini for β-

catenin and E-Cadherin and AR9640 Menarini for CXCR4). Slides were then incubated with 
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CXCR4 (Abnova, clone 2F1, dilution 1/150), E-Cadherin (Tebu-Bio, sc-8426, clone G-10, 

dilution 1/100) or β-catenin (BD Biosciences, clone 14, dilution 1/400) antibodies for 20 min 

at room temperature. The labeling was detected with the "Bond Polymer Refine Detection" kit 

(DS9800, Menarini) Automate Bond-Max (Menarini-Leica). On each slide, BPH cells with 

known positive expression of E-cadherin and β-catenin, as well as lymphocytes infiltrates 

with known positive expression of CXCR4, served as positive controls. Two pathologists 

independently scored the tissue staining for CXCR4, E-cadherin and β-catenin. An ordinate, 

categorical (semi-quantitative) method was used to assess staining across each area (T, F, and 

PT). CXCR4, E-cadherin and β-catenin expressions were graded as: 0 = no staining; 1= weak 

staining; 2= moderate staining; and 3= strong staining and further stratified as absent or weak 

(0-1) and high (2-3).  

Statistical analysis: preoperative characteristics and follow-up data were available for all 

patients. PSA failure after radical prostatectomy was defined as a rise of serum PSA >0.2 

ng/mL on two consecutive measurements. Comparison between proportions was performed 

using the χ2 test with Yates continuity correction. *: p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001. 

  

Results 

SDF1 and CXCR4 mRNA levels in localized tumors 

We observed that SDF1 mRNA level gradually increased from the center of tumor to the 

tumor front and distal tissue. Still higher SDF1 mRNA levels were observed in BPH (Fig 1B). 

CXCR4 mRNA level was not statistically different between tumor center, distal peritumoral 

tissue and BPH, whereas a significant increase (p=0.04) was observed in tumor front (F) as 

compared to tumor center (Fig 1A). 

Association of SDF1 and CXCR4 mRNA levels with adverse histological findings and 

outcomes after RP 

CXCR4 and SDF1 mRNA levels were not dependent on patient’s age or PSA level at 

diagnosis. At the tumor front, CXCR4 mRNA level was significantly higher in high grade 

tumors (Gleason score >6) as compared to low grade tumors (Gleason score 6) (mean: 1.86, 

range: 0.86-3.78 vs mean: 1.33, range: 0.47-3.17, p=0.025). SDF1 mRNA level at the tumor 

front was lower in PT3 as compared to pT2 tumors (mean: 0.25, range: 0.13-0.41 vs mean: 
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0.54, range: 0.24-1.18, p=0.007). Interestingly, SDF1 mRNA level at the tumor front was also 

significantly lower in patients who experienced biochemical relapse after RP (mean: 0.23, 

range: 0.16-0.37 vs mean: 0.45, range 0.24-0.68, p=0.0015). 

CXCR4, E-Cadherin and β-catenin immunodetection on tumor sections 

CXCR4 expression was either negative or weak, cytosolic, nuclear or nucleocytoplasmic (Fig 

2). E-cadherin and β-catenin were either negative, localized to the plasma membrane, or 

cytosolic (Fig 2). 

Increased CXCR4 protein expression at the tumor front 

CXCR4 expression was detected in distal tissue in only 2 samples (5%), and in tumor in only 

6 samples (15%) out of 40. In sharp contrast, 34 samples (85%) were positive for CXCR4 

expression at the tumor front, confirming RNA data. In this area, CXCR4 was expressed in 

the nucleus or in the nucleus and the cytosol in 62% of positive samples.  

Increased cytosolic expression of E-cadherin at the tumor front 

E-cadherin was more expressed in distal tissues, where 83% of analyzed samples showed a 

membrane-bound labeling, than in tumors or at tumor fronts. Interestingly, E-cadherin was 

more present in the cytosol and less associated with the plasma membrane at the front of 

tumors than in their centers or in distal tissues.  

Decreased β-catenin expression at the tumor front 

In all samples but one, β-catenin was highly expressed in distal tissues. The labeling was 

restricted to the plasma membrane in 70% of the cases. Ninety percent of tumors were also β-

catenin positive but the expression was strictly associated with the plasma membrane in only 

44% of the cases. Significantly less samples exhibited β-catenin at the tumor front than in 

tumors. 

Association between CXCR4, β-catenin and E-cadherin staining patterns and adverse 

histological findings or outcomes after RP. 

CXCR4 expression in the center or at the front of tumors was associated with Gleason score 

and pathological stage. In these 2 tissue locations, we indeed observed a significant increase 

of CXCR4 nuclear expression in Gleason score >6 and locally advanced (pT3) cancers (fig 

4B and 4C). 
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E-Cadherin expression in tumors was significantly increased in Gleason score>6 cancers, with 

no predominant subcellular pattern of expression (fig 4C). The expression of β-catenin was 

not associated with any adverse pathological finding, whatever the tissue location (fig 4B and 

4C). 

 

Discussion 

SDF-1 and its receptor CXCR4 may promote tumor progression by multiple mechanisms and 

at different steps of the dissemination process. During the initial steps of cancer invasion, 

earlier observations using various in vitro models showed that stromal cells present in the 

tumor microenvironment expressed high levels of SDF-1, directly stimulating proliferation 

and migration of CXCR4-expressing cancer cells. These observations were not to our 

knowledge previously confirmed on human tissues. Our results on radical prostatectomy 

specimen from patients with localized or locally advanced prostate cancer clearly indicate the 

presence of an increasing gradient of SDF-1 expression from the center of tumors to the 

periphery of cancer foci, coexisting with an increased expression of CXCR4 at the tumor 

front. These observations suggest that tumor cells located at the tumor front may be 

specifically attracted towards the SDF-1 expression gradient, thus participating to local 

invasion. 

Most clinical studies evaluating potential new tumor markers use tissue microarrays, which 

allow studying a large number of cases, but are only representative of a small amount of 

tissue, and most usually the tumor center. Some tumor markers, such as CXCR4, are more 

expressed in periphery of tumors, likely because they are expressed by cells migrating or 

undergoing EMT. Our results clearly highlight the importance of studying the tumor front, as 

well as surrounding peritumoral tissue before starting large assays to avoid biased 

interpretations. Importantly, while SDF-1 expression in the center of tumors had no 

prognostic significance, its mRNA level at the tumor front was associated with pathological 

stage and PSA relapse after radical prostatectomy. Interestingly, high CXCR4 and low SDF-1 

levels at tumor front seemed to be both associated with adverse histological features, 

suggesting a potential higher attraction of CXCR4 expressing cells towards distal tissue when 

the SDF-1 gradient is higher. The question whether the tissue expression of CXCR4 may 

serve as a prognostic marker in patients with localized or locally advanced prostate cancer 

remains poorly documented. To our knowledge, our study is the first evaluating CXCR4 
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expression at the tumor front and peritumoral tissue. Two other studies evaluated CXCR4 

tumor expression in patients with localized disease. Only one of them suggested that a high 

tumor expression of CXCR4 was associated with disease recurrence after radical 

prostatectomy (Jung et al., 2011; Okera et al., 2011). 

The increased expression of CXCR4 at the tumor front was much more pronounced at the 

protein level, suggesting a post-transcriptional regulation of this receptor, as previously 

hypothesized by Sun et al(Sun et al., 2003). These authors found that CXCR4 expression was 

significantly elevated in localized and metastatic cancer, but only at the protein level. At the 

RNA level, they did not find any significant difference (Sun et al., 2003). Interestingly, post 

transcriptional regulation of CXCR4 was reported to be at least partially mediated by 

estrogens in breast carcinoma (Sengupta et al., 2009). In prostate cancer, androgens were 

reported to up regulate CXCR4 transcription (Frigo et al., 2009). These data may however not 

explain the increased CXCR4 protein expression we observed at the tumor front. A recent 

study suggested that CXCR4 may have a role in the nucleus translocation of the androgen 

receptor (AR) (Kasina and Macoska, 2012b). The authors showed that SDF-1/CXCR4 axis 

mediated AR accumulation in the nucleus in prostate cancer cells expressing the wild-type 

AR or different forms of mutant AR (Kasina and Macoska, 2012b). In our study, we observed 

a nuclear staining at the tumor front in nearly 2 third of the cases, suggesting that nuclear 

localization was associated with increased protein expression, as well as with adverse 

histological features (higher Gleason score and pathological stage). We may thus hypothesize 

that CXCR4 and AR translocation into the nucleus could be potentially involved in the post-

transcriptional regulation of CXCR4. Further studies are needed to elucidate these complex 

mechanisms. 

E-cadherin and β-catenin being two major components of the EMT process, we further 

evaluated their expression profile. Although these 2 proteins have been thoroughly studied in 

the normal and cancerous prostate (Kallakury et al., 1999; Wang et al., 2000), their expression 

with respect to their precise tissue location remains poorly documented. The cadherin family 

of transmembrane glycoprotein is a major component of cell-cell adhesion. The inter-

epithelial binding of E-cadherin mediates lateral cell-cell adhesion in secretory tissues such as 

the prostate, and results in the formation of adherens junctions that are required for tissue 

morphogenesis and maintenance of the differentiated phenotype. β-catenin binds to the 

carboxy-terminal 100 amino acids of the cadherin cytoplasmic region, and α-catenin links β-

catenin to actin, which in turn has the ability to promote adherens junctions protein clustering 
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and stabilization of cell adhesion. At the tumor front, we observed an overall decrease of β-

catenin expression, associated with an increased cytosolic expression of E-Cadherin, 

suggesting a disruption of the E-Cadherin/β-catenin complex, which has been has been shown 

to facilitate EMT (Tian et al., 2011). Tumor front cells are indeed more likely to become 

detached from the primary tumor site, migrate through the gland and invade lymphovascular 

system. 

Interestingly, β-catenin staining was inversely correlated with that of CXCR4 at the tumor 

front. These findings are in agreement with those from Wang et al (Wang et al., 2011), who 

suggested the potential down-regulation of β-catenin by SDF-1/CXCR4 in colon cancer. They 

showed that treating HT29 colon-derived cells with SDF1 for 48h resulted in a decreased E-

cadherin and β-catenin mRNA expression levels. Also, SDF-1 induced significant 

phosphorylation of β-catenin. They concluded that phosphorylation of β-catenin led to the E-

cadherin/β-catenin complex disruption. Other reports also suggested that the tyrosine 654 

phosphorylation of β-catenin by an intracellular signaling event could disrupt the E-

cadherin/β-catenin complex by releasing β-catenin from E-cadherin, leading to decreased cell-

cell junction adhesion, and increased cell migration and invasiveness(Behrens et al., 1993; 

Hulsken et al., 1994; Taddei et al., 2002).  

In the tumor center, E-Cadherin expression was statistically associated with Gleason score. 

While unanticipated and somewhat confusing, this result is in agreement with a recently 

published study evaluating 13 EMT markers in patients with clinically localized prostate 

cancer(Behnsawy et al., 2013). The authors evaluated the tissue expression of these proteins 

by immunohistochemistry on 197 radical prostatectomy specimens. E-Cadherin tumor 

expression was reported to be associated with Gleason score, whereas β-catenin was not 

associated with any conventional prognostic marker. Our own results do not however 

corroborate the fact that E-Cadherin expression in the tumor center could be related to an 

EMT process.  

 

Conclusions 

Our results suggest that CXCR4 is specifically over expressed at the tumor front of prostate 

tumors, where it promotes cell invasion towards the SDF-1 centrifugal increasing gradient. 
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The over expression of CXCR4 is associated with a down-regulation of the β-catenin/E-

cadherin complex.  
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Tables 

Table 1: SDF1 and CXCR4 mRNA level analysis in RP: patients’ demographic and 

pathological data. 

 

Criteria Value 

All patients (n) 24 

Median age (years): median [range] 61 [49-71] 

PSA (ng/mL): median [range] 9.2 [4.4-30] 

Gleason score  

6 (n, %) 10 (42%) 

>6 (n, %) 14 (58%) 

Pathological stage  

pT2 (n, %) 13 (54%) 

pT3 (n, %) 11 (46%) 

Follow up (months): median [range] 43 [19-84] 

PSA relapse (n, %) 9 (37%) 
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Table 2: CXCR4, E-Cadherin and b-Catenin immunodetection: patients’ demographic and 

pathological data. 

Criteria Value 

All patients (n) 40 

Median age (years): median [range] 63 [(51-75] 

PSA (ng/mL): median [range] 10 [2.5-27] 

Gleason score  

6 (n, %) 16 (40%) 

>6 (n, %) 24 (60%) 

Pathological stage  

pT2 (n, %) 19 (47%) 

pT3 (n, %) 21 (53%) 

Follow up (months): median [range] 52 [6-120] 

PSA relapse (n, %) 19 (47%) 
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Figure Legends: 

Figure 1: SDF1 and CXCR4 RNA levels in frozen radical prostatectomy samples. RNA in 

each sample was quantified by real time RT-qPCR and normalized to cyclophilin-A mRNA 

level using the delta-delta CT method. Horizontal lines in the box plots represent the 25th, 

50th and 75th quartiles. Error bars are used to indicate the lowest and highest values in each 

group. Statistical differences are indicated as follows: *: p<0.05; ***: p<0.001. 

Figure 2: CXCR4, E-cadherin and β-catenin immunodetection on tumor sections. Examples 

of typical CXCR4 (A, B, C), E-Cadherin (D, E, F) and β-catenin (G, H, I) labelling. Weak 

cytosolic (A), nucleo-cytoplasmic (B) and nuclear (C) CXCR4 labelling; Absent (D and G), 

membrane bound (E and H), or cytosolic and membrane bound (F and I) E-cadherin (D, E, F) 

and β-catenin (G, H, I) labelling. 

Figure 3: CXCR4 expression at the tumor front. 

Figure 4: CXCR4, E-cadherin and β-catenin protein expression and subcellular localization in 

tumors (T), at tumor fronts (F) and distal tissues D); Association with tumor stage and 

Gleason score. Color legend: CXCR4 : blue: no or weak labeling; Green: cytosol; yellow: 

cytosol an nuclear; orange: nuclear. E-cadherin and β-catenin: blue: no or weak labeling; 

green: plasma membrane; yellow: plasma membrane and cytosol; orange: cytosol. A: 

CXCR4, E-Cadherin and β-catenin expressions and subcellular localizations in tumor, front 

and distal tissue. *: p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001. Red stars compare T to F, black stars F 

to D, white stars, T to D. B: Comparison of CXCR4, E-Cadherin and β-catenin expressions 

and subcellular localizations between pT2 (19 samples) and pT3 (20 samples) tumors and 

tumor fronts. Black star indicates a statistical difference (p<0.05) between groups in the same 

subcellular localization. C: Comparison of CXCR4, E-Cadherin and β-catenin expressions 

and subcellular localizations between Gleason 6 (16 samples) and Gleason >6 (24 samples) 

tumors and tumor fronts. Black star indicates a statistical difference (p<0.05) between groups 

in the same subcellular localization. 
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DISCUSSION 

 

Plusieurs travaux antérieurs ont suggéré que l’axe SDF1/CXCR4 avait un rôle local dans 

l’invasion tumorale à travers la matrice extra-cellulaire (chapitre IV.5). Pour étudier en détail 

l’expression de CXCR4 et SDF1 dans l’environnement de la tumeur primaire, il nous a donc 

semblé important de distinguer différentes localisations tissulaires au sein de la glande 

prostatique : au centre de la tumeur, au niveau du front tumoral et à distance de la tumeur. A 

titre de comparaison, nous avons utilisé également du tissu prostatique non tumoral provenant 

de patients opérés pour une hyperplasie bénigne de prostate symptomatique. Une difficulté de 

cette approche est de localiser précisément le tissu prélevé sur les tissus congelés. L’élément 

le plus fiable étant le pourcentage de cellules tumorales détectées dans le prélèvement 

congelé, nous avons classé les prélèvements en fonction du pourcentage de cellules tumorales 

qu’ils contenaient :  

1- Tissu tumoral : 80-100% de cellules tumorales 

2- Front tumoral : <80% de cellules tumorales 

3- Tissu non tumoral distant : 0% de cellules tumorales 

L’extraction des ARNm directement sur tissu inclus en paraffine, nous aurait 

potentiellement permis d’augmenter la fiabilité de notre classification. Néanmoins, ce type 

d’extraction ne permet pas d’obtenir de l’ARN de qualité optimale. L’analyse de l’expression 

protéique de CXCR4 n’a pas posé de problème de localisation tissulaire, puisqu’elle a été 

effectuée par immunohistochimie sur tissu inclus en paraffine. Sur chaque coupe sélectionnée, 

étaient à la fois présent du tissu centrotumoral, du front tumoral et du tissu non tumoral 

distant. Nous avons donc pu distinguer précisément les 3 localisations d’intérêt. Le fait que 

nos résultats en ARN et en immunohistochimie soient concordants nous a confortés à 

postériori dans la validité de notre classification. 

Avec cette méthodologie, nous avons observé une surexpression de CXCR4 au niveau du 

front tumoral, associée à un gradient croissant d’expression de SDF1 du centre des tumeurs 

vers la périphérie. Notre première hypothèse a été qu’il existait probablement un 

chimiotactisme local des cellules exprimant CXCR4, les attirant à distance de la tumeur, puis 

éventuellement vers la capsule prostatique. Cette hypothèse est en accord avec le rôle décrit 
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précédemment de l’axe SDF1/CXCR4 dans la dissémination et la nidation métastatique 

(Taichman et al., 2002) (Muller et al., 2001). Néanmoins, cette hypothèse est discutable en 

raison des limites méthodologiques de notre travail. L’orientation des tissus prélevés et leur 

localisation macroscopique au sein de la glande n’étaient pas connus. De même, le cancer de 

la prostate étant dans la majorité des cas multifocal, un tissu considéré comme distant du 

foyer étudié aurait pu être contigu à un foyer secondaire non détecté sur le prélèvement. Une 

perspective de travail additionnel serait donc d’étudier plus précisément l’expression de 

CXCR4 et SDF1 sur la totalité d’une glande. Ce travail serait possible en immunohistochimie 

sur grandes lames intégrant la totalité d’une section de prostate, après avoir repéré la tumeur 

index et l’ensemble des foyers tumoraux secondaires sur l’ensemble des coupes, et mesuré 

l’orientation tridimensionnelle de chaque tumeur.  

La surexpression de CXCR4 au niveau du front tumoral était particulièrement bien visible 

en immunohistochimie, avec une différence significative par rapport aux autres localisations 

étudiées (centrotumoral et tissu non tumoral distant). En comparaison, l’expression ARNm de 

CXCR4 au niveau de front tumoral n’était significativement plus élevée que par rapport au 

tissu centrotumoral. Ce résultat nous a poussé à émettre l’hypothèse d’une éventuelle 

régulation post-transcriptionnelle de CXCR4, hypothèse déjà évoquée par Sun et al (Sun et 

al., 2003) dans une publication récente. Ces auteurs ont étudié l’expression ARNm et 

protéique de CXCR4 sur des TMA provenant de tumeurs primaires et métastatiques de la 

prostate, et rapportés des niveaux d’expression protéiques supérieurs à ceux en ARNm. 

Néanmoins, il n’existe pas à notre connaissance d’étude ayant évalué les éventuels 

mécanismes de régulation post-transcriptionnelle de CXCR4 dans le cancer de la prostate. 

Nos observations en immunohistochimie nous ont permis néanmoins d’évoquer un 

mécanisme possible de régulation par la translocation de CXCR4 vers le noyau, induisant 

possiblement une plus grande stabilité. En effet, nous avons observé que la surexpression de 

CXCR4 au niveau du front tumoral était associée à un marquage nucléaire de CXCR4 dans 

environ deux tiers des cas. Cette hypothèse est confortée par les travaux de Kasina et al 

(Kasina and Macoska, 2012a) effectués sur des lignées tumorales prostatiques et suggérant 

que CXCR4 aurait un rôle de coactivateur du RA en participant à sa translocation dans le 

noyau.  

Nos résultats, malgré le faible nombre de cas étudiés, suggèrent que l’expression au front 

tumoral de CXCR4 et SDF1 pourrait avoir une valeur pronostique. En effet, les tumeurs 

exprimant des niveaux élevés de CXCR4 et des niveaux faibles de SDF1 au front tumoral 
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étaient celles ayant les caractéristiques histologiques les plus péjoratives. De plus, des niveaux 

faibles d’expression ARNm de SDF1 au front tumoral étaient associés à la récidive biologique 

après prostatectomie radicale. La littérature est pauvre sur le rôle pronostique éventuel de 

CXCR4 en tant que marqueur tissulaire (chapitre IV.5), avec des résultats controversés. 

Néanmoins, ces études ont été réalisées sur du tissu tumoral, et non pas au niveau du front. 

Etant donné les rôles rapportés de CXCR4 et SDF1 dans l’invasion tumorale, il paraissait peu 

probable de mettre en évidence des modifications d’expression intra-tumorale. Nos résultats 

soulignent donc l’importance du choix de la localisation tissulaire précise pour évaluer la 

valeur pronostique des différents marqueurs tumoraux. 

La surexpression de CXCR4 au niveau du front tumoral nous a amené à rechercher un lien 

entre son expression et celle de deux protéines majeures de la TEM : E-cadhérine et β-

caténine. Nos résultats sont en concordance avec les mécanismes rapportés de la TEM 

(chapitre IV-5) puisque nous avons observé une diminution de l’expression de β-caténine au 

niveau du front tumoral, associée à une augmentation du marquage cytoplasmique de l’E-

cadhérine. L’interprétation des différents marquages immunohistochimiques a été néanmoins 

difficile en raison de la diversité possible des localisations subcellulaires de ces deux 

protéines. Cette hétérogénéité de marquage était particulièrement marquée au niveau centro-

tumoral. A ce niveau, l’immunomarquage a montré principalement une localisation aberrante 

de l’E-cadhérine et/ou la β-caténine. Le marquage de la β-caténine était souvent diffus, 

associé ou non à un marquage membranaire de l’E-cadhérine. Cette hétérogénéité, observée 

par plusieurs auteurs (Aaltomaa et al., 2005; Chen et al., 2004 ; Jaggi et al., 2005 ), est 

probablement le reflet d’une multitude d’événements moléculaires complexes engageant 

plusieurs voies de signalisation différentes. Les mécanismes pro tumoraux multiples 

impliquant ces deux protéines pourraient expliquer la variabilité des résultats de la littérature 

concernant leur rôle possiblement pronostique. L’association possible entre l’expression 

tumorale d’E-cadhérine et le score de Gleason, mise en évidence dans notre étude, a été aussi 

suggérée par un travail récemment publié (Behnsawy et al., 2013). Ces auteurs ont mesuré 

l’expression tissulaire tumorale de 13 protéines (dont E-cadhérine et β-caténine) impliquées 

dans la TEM chez 190 patients opérés d’une prostatectomie radicale pour un cancer de la 

prostate cliniquement localisé. Ils ont mis en évidence une association statistique entre le 

score de Gleason et l’immunomarquage intra-tumoral de l’E-cadhérine en analyse 

multivariée. En revanche, l’expression tumorale de β-caténine n’était associée à aucun critère 

de mauvais pronostic, ce qui est en accord avec nos résultats. Une autre étude, réalisée sur une 
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cohorte de 122 patients traités par prostatectomie radicale, n’a pas montré d’association entre 

l’expression tumorale de la β-caténine et la survenue d’une récidive biologique (de la Taille et 

al., 2003).  
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DISCUSSION GENERALE 
 

L’ensemble de mon travail de thèse s’inscrit dans un même objectif global, la recherche de 

mécanismes de progression du cancer de la prostate qui permette de disposer de nouveaux 

marqueurs pronostiques ou diagnostiques et/ou d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

 

CAD, potentielle cible thérapeutique 

 

Le premier travail exposé dans ce manuscrit démontre que CAD, une enzyme clé de la voie de 

néosynthèse des pyrimidines, interagit avec AR et régule son activité transcriptionnelle. Ces 

deux fonctions sont requises pour la croissance des carcinomes prostatiques, y compris au 

stade résistant à la castration. La surexpression de CAD et/ou l’augmentation de sa 

phosphorylation et de sa translocation nucléaire dans les carcinomes prostatiques pourrait 

donner deux avantages prolifératifs aux cellules cancéreuses : la synthèse de grandes quantités 

de pyrimidines pour suffire aux besoins de cellules se divisant rapidement ; et l’augmentation 

de l’activité transcriptionnelle d’AR indépendamment des androgènes. Cette dernière fonction 

pourrait aussi être impliquée dans la résistance à la castration. De ce fait, CAD pourrait 

représenter une nouvelle cible thérapeutique potentielle chez les patients ayant un cancer de la 

prostate résistant à la castration. 

 

Plusieurs essais cliniques du PALA, un inhibiteur de l’activité enzymatique de CAD ont été 

réalisés dans d’autres types de carcinome. Cependant, les résultats des études cliniques 

menées avec cette drogue ont été décevants, à la fois sur le plan carcinologique et de la 

toxicité induite (Braasch et al., 2004 ; Hursting et al., 2002 ; Kemeny et al., 1992 ; Langer et 

al., 1998 ; Muggia et al., 1984 ; Muss et al., 1984 ; Paroo and Corey, 2003; Zhang et al., 

2003 ). Un des mécanismes invoqués pour expliquer la résistance au PALA serait 

l’accumulation de carbomoyl phosphate (voir figure 8), qui entrerait en compétition avec le 

PALA et permettrait la restauration de la voie métabolique après un certain délai (Hanahan 

and Folkman, 1996 #1713; Wu et al., 2005 ).Le PALA n’a jamais été testé dans les 
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carcinomes prostatiques. Cependant, notre travail montre que le PALA n’affecte pas la voie 

androgénique, mais seulement la biosynthèse des pyrimidines. Inhiber l’activité enzymatique 

de CAD dans ces cancers n’affecterait donc pas sa capacité à co-transloquer avec AR dans le 

noyau,(Braasch et al., 2004 ; Hanahan and Folkman, 1996 #1713; Hursting et al., 2002 ; 

Kemeny et al., 1992 ; Langer et al., 1998 ; Muggia et al., 1984 ; Muss et al., 1984 ; Paroo and 

Corey, 2003; Wu et al., 2005 ; Zhang et al., 2003 ). En revanche, l’extinction de CAD par 

interférence ARN in vivo pourrait ouvrir de nouvelles perspectives sur le plan thérapeutique, 

en permettant d’inhiber en même temps la voie de biosynthèse des pyrimidines, et la 

translocation d’AR, deux processus essentiels pour la croissance des tumeurs prostatiques, y 

compris en absence de ligands d’AR dans les tumeurs résistantes à la castration. 

 

Plusieurs antagonistes d’AR, dits de nouvelle génération, sont en cours de développement. Le 

plus abouti sur le plan clinique est l’enzalutamide (MDV3100), qui a fait la preuve de son 

efficacité en cas de résistance à la castration (Scher et al., 2012). L’enzalutamide a une 

affinité cinq fois supérieure pour AR que le bicalutamide, et seulement deux fois inférieure à 

celle de la DHT, son ligand naturel (Tran et al., 2009). À la différence du bicalutamide, il 

limite la translocation nucléaire du complexe ligand-AR, et empêche sa fixation sur l’ADN et 

le recrutement des co-activateurs de la machinerie transcriptionnelle (Tran et al., 2009). Sa 

tolérance, à la posologie habituelle de 160 mg, est en pratique quotidienne excellente ; les 

principales toxicités (asthénie, troubles du transit, crises convulsives) ayant été observées dans 

les essais de phase I pour des doses élevées (240 mg/j). Dans ce contexte, une perspective de 

travail ultérieur au laboratoire serait d’évaluer si l’enzalutamide a un effet sur la fixation de 

CAD sur AR. 

 

Réévaluation des effets des drogues antiangiogéniques et perspectives 

 

L’angiogenèse est considérée comme une cible thérapeutique dans de nombreux 

cancers. Deux types de traitements visant à inhiber l’angiogenèse ont été développés : 

l’inhibition des voies pro-angiogéniques, avec en majorité des traitements ciblant la voie 

VEGF/VEGFR ; la stimulation des voies anti-angiogéniques, avec l’utilisation de fragments 

de la TSP1. De nombreux traitements ciblant la voie VEGF/VEGFR ont été évalués par des 

études contrôlées, notamment chez les patients ayant un cancer de la prostate métastatique 
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résistant à la castration (Aragon-Ching and Dahut, 2009). Le bénéfice rapporté sur la survie 

globale était très modeste. Un nombre important d’effets secondaires inattendus et de 

nombreux mécanismes de résistances ont été observés (Azam et al., 2010; Chen and Cleck, 

2009 ). Dans des modèles expérimentaux, plusieurs auteurs ont observé une augmentation de 

la dissémination métastatique secondaire à l’utilisation des voies de transduction du VEGF 

(Ebos et al., 2009 ; Paez-Ribes et al., 2009). En clinique la seule démonstration d’un effet 

proinvasif des inhibiteurs pharmacologiques de l’angiogenèse n’a cependant à ce jour été faite 

que dans le cas des glioblastomes (de Groot et al., 2010; Norden et al., 2008; Thompson et al., 

2011; Wick et al., 2011). 

La stimulation des voies anti-angiogéniques a été testée avec un peptide dérivé de la 

TSP1 (ABT-510). Ce peptide a été évalué dans le traitement de sarcomes des tissus mous et 

dans les mélanomes lors de deux études cliniques de phase II. Bien que conservant les 

propriétés anti-angiogéniques de la TSP1, l’ABT-510 n’a pas produit de bénéfice clinique 

(Baker et al., 2008; Markovic et al., 2007). 

Le rôle de l’hypoxie est considéré comme central dans les mécanismes d’échappement 

des tumeurs aux antiangigoéniques (De Bock et al., 2011). L’ensemble de ces résultats nous a 

conduits à réévaluer l’effet sur la croissance tumorale d’un inhibiteur endogène de 

l’angiogenèse, la TSP1, du fait de sa capacité à augmenter l’hypoxie tumorale, et à étudier 

l’expression de CXCR4 et de SDF1 dans les carcinomes prostatiques, cet axe étant connu 

pour être régulé par l’hypoxie. 

 

TSP1 

 

Les souris pyT développent spontanément des tumeurs dans la glande mammaire qui 

métastasent dans le poumon. Le croisement de ces souris avec des animaux KO pour la TSP1 

a permis au groupe de J. Lawler de montrer que la TSP1 inhibe la croissance des tumeurs 

primaires mais stimule le développement des métastases. Ce travail met en évidence la 

complexité du rôle de la TSP1 mais ne fournit pas de mécanisme pour expliquer ces données.  

Dans notre étude, nous avons montré que la TSP1 était effectivement un puissant 

inhibiteur de l’angiogenèse tumorale, mais qu’elle induisait également la migration des 
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cellules tumorales prostatiques : La TSP1 aurait donc deux actions sur les tumeurs 

prostatiques: une action de stimulation de la migration et de la dissémination métastatique et 

un effet anti-angiogénique. En effet, l’inhibition de l’expression de la TSP1 par ARN 

interférence entraînait une diminution de la migration des cellules tumorales prostatiques à 

travers une membrane microporeuse. De plus, l’inhibition de l’expression de deux  récepteurs 

de la TSP1, le CD36 et l’intégrine β3, diminuait également la migration des cellules tumorales 

prostatiques. Des expériences complémentaires effectuées au laboratoire, utilisant un 

anticorps anti-TSP1 inhibant spécifiquement l’interaction TSP1/CD36, ont confirmé 

l’implication de la liaison de la TSP1 au CD36 dans l’induction de la migration des cellules 

tumorales prostatiques. De façon intéressante, nous avons récemment montré que 

l’heptapeptide anti-angiogénique ABT-510 dérivé de la TSP1 était également un puissant 

stimulateur de la migration des cellules tumorales prostatiques in vitro. L’implication du 

CD36, déjà connu pour son rôle dans l’inhibition de l’angiogenèse, dans la migration des 

cellules tumorales d’une part et l’effet pro-migratoire de peptide ABT-510 d’autre part 

suggèrent que les fonctions de la TSP1 sur la migration et sur l’inhibition de l’angiogenèse 

sont proches : portées par des régions communes de la protéine qui utilisent les mêmes voies 

de transduction. Des études de mutagenèse de la protéine seraient intéressantes à conduire 

pour déterminer si l’on peut inhiber l’action antiangiogénique sans affecter l’effet sur la 

migration et réciproquement. 

 

Nos résultats sur la valeur pronostique de l’expression tissulaire de la TSP1 ne portent 

que sur un nombre restreint de patients (38 dont 9 ayant rechuté après la chirurgie) et 

nécessitent d’être confirmés par l’étude d’une plus large cohorte. Or, la quantification des 

ARNm de la TSP1 sur des pièces de prostatectomies radicales congelées n’est pas une 

méthode compatible avec l’étude d’un grand nombre de cas et moins encore avec un 

dépistage en routine. L’expression tissulaire de la TSP1 ne peut en effet être évaluée en 

pratique clinique qu’après un geste invasif (biopsies de la prostate, prostatectomie radicale). 

La TSP1 est une protéine sécrétée et quantifiable par ELISA dans le sang. Une étude conduite 

dans les cancers du sein a montré une augmentation significative de la TSP1 plasmatique chez 

les patientes ayant un cancer localisé par rapport à des contrôles sains, et une augmentation 

plus importante encore lorsque le cancer était métastatique (Byrne et al., 2007). Nous avons 

entrepris de réaliser une étude du même type sur une cohorte de 400 patients (CHU de 

Toulouse). Ces patients ont eu une série de biopsies de la prostate en raison d’une élévation de 
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leur PSA sérique. Avant les biopsies, un échantillon plasmatique a été prélevé et congelé de 

manière prospective chez tous les patients. Plusieurs groupes de patients ont été 

individualisés, en fonction de la présence ou non de cancer sur les biopsies, du stade et du 

score de Gleason. Les premiers résultats, à confirmer sur l’ensemble de la cohorte, ont indiqué 

que les patients ayant un cancer diagnostiqué sur les biopsies avaient une TSP1 plasmatique 

significativement augmentée par rapport aux patients ayant des biopsies normales. De même, 

le taux de TSP1 plasmatique était associé de manière statistiquement significative au stade 

tumoral.  

 

Puisque la TSP1 est régulée par l’hypoxie, son expression plasmatique pourrait aussi 

être utilisée comme marqueur prédictif d’efficacité des traitements anti-angiogéniques. Pour 

tester cette hypothèse, nous réalisons actuellement le dosage de la TSP1 plasmatique de 

patients ayant un cancer de la prostate métastatique résistant à la castration et traités par 

Sunitinib dans le cadre de l’essai PROSUT. Dans cet essai clinique, tous les patients ont eu un 

premier plasmatique au moment de l’inclusion puis après 3 mois de traitement continu par 

Sunitinib à demi-dose (37,5 mg/jour). Plusieurs groupes de patients ont été identifiés en 

fonction de la réponse au traitement et de leur survie sans progression. Notre objectif est 

d’évaluer l’évolution des taux plasmatiques de TSP1 au cours du traitement anti-angiogénique 

et de rechercher une association statistique entre la TSP1 pré-thérapeutique et la réponse au 

traitement. Cette recherche est effectuée en collaboration avec le service d’oncologie de 

l’hôpital européen Georges Pompidou (Pr Oudard). 

 

Enfin les implications cliniques potentielles de nos résultats, en plus des aspects 

diagnostics et pronostics discutés précédemment, pourraient être importants pour le traitement 

du cancer de la prostate métastatique. La castration, stratégie thérapeutique de première ligne, 

induit une involution tumorale, une diminution de la vascularisation provoquée par une 

diminution de l’expression du VEGF, ainsi qu’une augmentation de l’expression de TSP1 

(Huggins and Hodges, 1941 ; Johnson et al., 2008; Mattila et al., 2006 ). L’hypoxie induite 

par la castration participerait donc potentiellement à l’émergence de la résistance à la 

castration. Nos résultats suggèrent donc qu’un traitement associant castration et inhibition de 

TSP1 pourrait repousser le délai avant l’échappement thérapeutique.
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L’axe SDF1/CXCR4 

 

Nos travaux sur la TSP1 et son action sur la migration des cellules tumorales nous a 

conduit naturellement à nous intéresser à l’axe SDF1/CXCR4, impliqué lui aussi dans 

l’invasion locale des cellules tumorales (chapitre IV-5). 

En réalité, CXCR4 et son ligand SDF1 participeraient à la progression tumorale par 

différents mécanismes et à différentes étapes de la progression tumorale. Dans notre travail, 

nous avons étudié l’expression de ces protéines au moment des étapes initiales de la 

progression tumorale, chez des patients ayant un cancer non métastatique localisé ou 

localement avancé.  

Plusieurs travaux expérimentaux ont montré que l’axe CXCR4/SDF-1 jouait un rôle 

majeur dans les dernières étapes de la prolifération métastatique dans de nombreux cancers 

(chapitre IV.5). Ces modèles expérimentaux ont suggéré que les cellules exprimant CXCR4 

allaient préférentiellement migrer vers les organes secondaires présentant les plus fortes 

concentrations de SDF-1 (Muller et al., 2001). La présence d’un gradient d’expression de 

SDF1 exercerait un effet chimiotactique sur les cellules tumorales, entrainant migration et 

dissémination. Ces observations n’avaient pas à notre connaissance été confirmées sur tissu 

humain, et surtout localement, au sein même de la glande prostatique. Notre analyse a en effet 

montré l’existence de ce même gradient d’expression au sein des glandes prostatiques 

envahies. Une expression croissante de SDF1 a été observée du centre des tumeurs vers leur 

front puis vers le tissu sain distant. Ce gradient de SDF1 était associé à une surexpression de 

CXCR4 au niveau du front tumoral, confortant donc l’hypothèse d’un chimiotactisme 

SDF1/CXCR4 du front tumoral vers le tissu environnant. D’après nos observations, plus le 

gradient de SDF1 était important (plus son expression était basse au niveau du front 

tumorale), et plus le risque de récidive biologique après prostatectomie radicale était 

important. De même, plus l’expression de CXCR4 était élevée au niveau du front tumoral, 

plus les caractéristiques histologiques (score de Gleason et stade pathologique) étaient 

péjoratives. Toutes ces observations concordantes suggèrent que l’étude de l’environnement 

périphérique de la tumeur a une importance majeure dans la compréhension des mécanismes 

de progression tumorale, de même que pour le développement de nouveaux marqueurs 

pronostiques. Peu d’études cliniques se sont intéressés au front tumoral pour étudier la valeur 
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pronostique de nouveaux marqueurs. Pour des raisons évidentes d’efficacité, les profils 

d’expression tissulaire s’étudient sur TMA. Pourtant, cette méthodologie peut conduire à des 

résultats biaisés, ou au minimum à de mauvaises interprétations. Dans un travail récent, 

Behnsawy et al (Behnsawy et al., 2013) ont évalué par immunohistochimie les profils 

d’expression tissulaire de 13 protéines impliquées dans la TEM sur des pièces de 

prostatectomie radicale provenant de 190 patients opérés pour un cancer cliniquement localisé 

de la prostate. Il s’agissait de l’E-cadhérine, la N-cadhérine, β-caténine, γ-caténine, 

fibronectine, MMP2, MMP9, Slug, Snail, Twist, la Vimentine, ZEB1 et ZEB2. L’ensemble de 

ces protéines étant impliqués dans des phénomènes survenant à la périphérie des tumeurs, 

l’analyse des profils d’expression à ce niveau aurait pu sembler logique. Or, ces auteurs se 

sont intéressés exclusivement au tissu tumoral, sans rapporter leurs observations éventuelles 

par rapport au front des tumeurs et au tissu non tumoral adjacent. Ils ont rapportés que seuls 

les niveaux d’expression de Twist et de la Vimentine étaient associés à la récidive biologique. 

Ces résultats ne permettent néanmoins pas d’éliminer la valeur pronostique éventuelle de 

l’ensemble de ces marqueurs, s’ils étaient évalués au niveau du front tumoral. 

 

L’implication de CXCR4 dans la TEM avait déjà été suggérée par plusieurs études 

(chapitre IV.5), en particulier récemment sur un modèle in vitro de cancer du colon (lignée 

HT29) (Wang et al., 2011). Wang et al (Wang et al., 2011) ont en effet suggéré que l’axe 

CXCR4/SDF1, en plus de son rôle chimiotactique, régulerait négativement le complexe E-

cadhérine/β-caténine, en entrainant sa décomposition. Or, l’E-cadhérine est un composant 

majeur des liaisons inter-cellulaires dans la prostate comme dans toutes les glandes, 

responsable des jonctions adherens permettant de maintenir un phénotype différencié 

(chapitre IV.5). La β-caténine se lie à la région C-terminale cytoplasmique de l’E-cadhérine, 

de même qu’à l’actine, stabilisant l’adhésion cellulaire. La décomposition du complexe 

faciliterait la TEM (Tian et al., 2011). De plus, la β-caténine serait un effecteur de la voie 

Wnt/wg, impliquée dans de nombreux processus prolifératifs tumoraux (Mimeault and Batra, 

2011). Dans l’étude de Wang et al, les auteurs ont montré une diminution de l’expression 

ARNm d’E-cadhérine et de β-caténine après incubation des cellules HT29 en présence de 

SDF1. Enfin, ils ont montré que SDF1 induisait une phosphorylation de la β-caténine, ce qui 

entrainait la dislocation du complexe E-cadhérine/β-caténine. Sur pièce de prostatectomie 

radicale, nous avons observé une diminution de l’expression de la β-caténine au niveau du 

front tumoral A ce niveau, l’immunomarquage de la β-caténine était significativement plus 



144 
 

faible ou absent, alors que celui de CXCR4 était intense. Nos résultats sont donc en accord 

avec ceux de Wang (Wang et al., 2011), et suggèrent que l’action régulatrice de l’axe 

SDF1/CXCR4 sur le complexe E-cadhérine/β-caténine se joue au niveau du front tumoral. 

 

En conclusion, nos résultats suggèrent que l’axe SDF1/CXCR4 pourrait avoir un rôle 

double au sein des glandes prostatiques tumorales : Un rôle chimiotactique local induit par le 

gradient de SDF1 sur les cellules du front tumoral exprimant CXCR4, facilité par la 

dislocation du complexe E-cadhérine/β-caténine secondaire à l’action du même couple 

SDF1/CXCR4. La perte consécutive des jonctions adherens permettrait donc aux cellules 

tumorales de migrer vers le gradient de SDF1. Etant donné la régulation de CXCR4 par HIF-1 

et le VEGF, eux-mêmes augmentés dans l’environnement tumoral immédiat des cancers de la 

prostate, il semblerait que la voie SDF1/CXCR4 participe également à la migration cellulaire 

et à la progression tumorale induite par l’hypoxie. 
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CONCLUSIONS 

 

Nous présentons dans ce manuscrit deux cibles thérapeutiques potentielles dans la prise en 

charge du cancer de la prostate résistant à la castration, la protéine CAD et la TSP1. Enfin, 

nous présentons un travail observationnel sur l’expression tissulaire de CXCR4 et SDF1, deux 

protéines impliquées dans la progression locale et métastatique, potentiellement induite, en 

partie du moins, par l’hypoxie.  

 

Nos travaux ont permis d’identifier un nouveau cofacteur du récepteur aux androgènes, la 

protéine CAD, impliquée dans la translocation du récepteur vers le noyau. Ce nouveau 

cofacteur ouvre des perspectives thérapeutiques, en particulier par interférence ARN. 

 

Nos travaux ont montré par ailleurs que la TSP1, malgré son effet anti-angiogénique, a un rôle 

pro-tumoral dans les cellules de carcinome prostatique, en régulant la migration cellulaire. 

Les thérapies visant à inhiber totalement la vascularisation ne semblent donc pas être 

appropriées dans les traitements des carcinomes prostatiques. En effet, l’hypoxie excessive 

induite par ces traitements est effectivement efficace sur la tumeur primaire mais induit une 

dissémination métastatique accrue.  

 

Enfin, nos travaux sur CXCR4 et SDF1 s’inscrivent dans la recherche des mécanismes 

multiples de progression tumorale liée à l’hypoxie. Il semblerait que l’axe SDF1/CXCR4, 

possiblement en réponse à l’hypoxie, agisse non seulement par chimiotactisme cellulaire, 

mais participe aussi à la régulation de la TEM au niveau du front tumoral. 
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