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Résumé

La radiothérapie est I’'une des options thérapeutiques les plus utilisées pour le cancer
localisé de la prostate. Cette approche présente toutefois des limites avec le développement de
radiorésistance, mettant en échec ce traitement dans presque la moitiée des cas. Les mécanismes
de la radiorésistance du cancer de la prostate mettent en jeu ’implication des voies de
signalisation PI3K-Akt, PTEN, de I’autophagie, mais également des altérations des génomes
nucléaire et mitochondrial, allant jusqu’a des atteintes du métabolisme. Plusieurs de ces
paramétres sont associés a la mitochondrie et a son métabolisme. Cet organite joue un réle
central non seulement dans la tumorigénése prostatique mais également dans 1’acquisition de

la radiorésistance.

Contrecarrer les phénomenes de radiorésistance constitue un enjeu majeur des stratégies
radiothérapeutiques actuelles. La quantité de dose délivrée aux organes cibles est limitée. Le
rehaussement local des doses cherche a radiosensibiliser les tumeurs. Il repose en partie sur
I’utilisation d’¢éléments radiosensibilisateurs a haut numéro atomique comme 1’or. Notre
approche a consisté a utiliser des composés organomeétalliques type carbéne-or capables de
cibler la mitochondrie grace a leurs caracteéristiques, tout en amplifiant potentiellement les effets
des irradiations par la présence du métal. L’analyse conduite en parall¢le sur deux lignées
cellulaires prostatiques, LNCaP et PC3, montre une internalisation cellulaire du carbéne et une
localisation préférentiellement mitochondriale. Ce composé présente une cytotoxicité
intrinséque, aboutissant a ’arrét de la prolifération cellulaire. L’utilisation de faibles
concentrations de carbéne, inférieures a 1’ICso, en combinaison aux irradiations X, a permis de
diminuer la survie et la croissance cellulaires, en partie par la perturbation des voies de mort
cellulaire, ainsi que des parametres mitochondriaux tels que le potentiel de membrane ou la

chaine respiratoire.

L’ensemble des résultats converge vers un effet radiosensibilisateur du ciblage
mitochondrial par le carbene-or, vraisemblablement via I’altération en premier lieu des

mitochondries, renforgant I’effet des irradiations.

Mots-clés: Cancer de la prostate; Radiothérapie; Mitochondrie; Carbéne-Or;

Radiosensibilisation.



10



Abstract

Radiation therapy is one of the most widely used treatment options for localized prostate
cancer. However, this approach encounters limits with the development of radioresistance,
which defeats this treatment in almost half of the cases. This local recurrence is the major
obstacle to radiation therapy. The discovery of the radioresistance mechanisms in prostate
cancer highlights the involvement of the PI3K-Akt, PTEN signaling pathways, autophagy, but
also of nuclear and mitochondrial genomes alterations and metabolism alterations. The
involvement of mitochondria in some of these disordered functions highlights the central role
of this organelle not only in the tumorigenesis of prostate cancer but also in its progression and

in the acquisition of radioresistance.

Counteracting the phenomena of radioresistance is a major issue in current
radiotherapeutic strategies. The amount of dose delivered to the target organs is limited. The
local increase in doses seeks to radiosensitize the tumors and relies in part on the use of high
atomic number radiosensitizing elements such as gold. Our approach consisted in using
organometallic compounds such as gold carbenes that present the dual advantage of targeting
the mitochondria thanks to its characteristics and potentially amplifying the effects of radiations
due to the presence of gold. The parallel analysis on two prostate cell lines LNCaP and PC3
shows cellular internalization of the carbene and its mitochondrial localization. This compound
exhibits intrinsic cytotoxicity, resulting in the arrest of cell proliferation. The use of low
concentrations of carbene, lower than the ICso in combination with X-rays allowed to decrease
cell survival and cell growth, in part by the disruption of cell death pathways and mitochondrial
parameters such as membrane potential or the respiratory chain.

All the results converge towards a radiosensitizing effect of mitochondrial targeting by
gold carbene, probably through the primary alteration of the mitochondria, which reinforces the

effect of irradiations.

Keywords: Prostate cancer; Radiation therapy; Mitochondria; Gold carbene;

Radiosensitization.
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Liste des abréviations

5

53BP1: P53 binding protein 1

A

ADN: Acide désoxyribonucléique

ADNmMt: ADN mitochondrial

ADNN: ADN nucléaire

ADP: Adénosine diphosphate

AFM: Atomic Force Microscopy

AFU : Association Francaise d'Urologie

AIF: Apoptosis Inducing Factor

AMACR: a-Methylacyl Coenzyme A
Racémase

AMPc: Adénosine monophosphate
cyclique

AMPK: AMP-activated protein kinase

APAF: Apoptotic peptidase activating
factor

APE: Apurinic/Apyrimidinic endonuclease

AR : Androgen Receptor

ARN: Acide ribonucléique

ARNTr: ARN ribosomique

ARNLt: ARN de transfert

ARSi: Androgen Receptor Signaling
Inhibitor

ATCC: American Type Culture Collection

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

ATP: Adénosine triphosphate

ATR: ATM and Rad3 related protein

B

Bad: Bcl-2-associated agonist of cell death

Bak: Bcl-2 - homologous antagonist/ killer

BamH1: Bacillus amyloliquefaciens H
restriction enzyme

Bax: Bcl-2-associated X protein

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 protein

BER: Base excision repair

BET: Bromure d'éthidium

BMP: Bone Morphogenetic protein

BNIP3: Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa
protein-interacting protein 3

BRCA: Breast Cancer

BSA: Bovine serum albumin

C

CAB: Complete or combined androgen
blockade

CAPK: Ceramide activated protein kinase

CCCP: Carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone

CDB: Cassure double-brin

CDC: Cell division cycle

CDK: Cycline dependent-kinase

CDKi: CDK inhibitor

CerS: Ceramide synthase

CHEK: Checkpoint Kinase

COX: Cytochrome c oxidase

CRPC: Castration-resistant prostate
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cancer

CSB: Cassure simple brin

CSC: Cellule souche cancéreuse

CTC: Cellule tumorale circulante

CX3CL1 : C-X3-C Motif Chemokine
Ligand

CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand

CXCR: Chemokine (C-X-C motif) receptor

D

DDT: Dichlorodiphényltrichloroéthane

DHT : 5a-dihydrotestostérone

DMSO: Diméthylsulfoxyde
Drpl: Dynamin-related protein

E

EAU: European Association of Urology

ECBU : Examen cytobactériologique des
urines

EGF-R : Epidermal Growth Factor
Receptor

EN2: Engrailed 2

EPR: Enhanced permeability and retention

ERG: E-twenty six - related gene

ETS : E-twenty six

F

FADH: Flavine adénine dinucléotide

FADH»: Forme réduite de la flavine

adenine dinucléotide

FASN: Fatty acid synthase

FDG: FluoroDéoxylGlucose

FFIP: Fixation au formol et inclusion dans
la paraffine

FGF: Fibroblast Growth Factor

FISH: Fluorescent in situ hybridization

FSC: Forward scatter

FSH: Follicle stimulating hormone

G

Glso: Half maximal growth inhibitory
concentration

GnRH: Gonadotropin releasing hormone

GSH: Glutathion

GSTP1 : Gutathione S-transférase 1

GTPase: Guanosine triphosphatase

Gy: Gray

H

H2AX: Histone 2A, member X

HAS : Haute Autorité de la Santé

HBP: Hyperplasie bénigne de la prostate
HDL.: High density lipoprotein

HGF: Hepatocyte growth factor

HGPIN: High grade PIN

HIF: Hypoxia inducing factor

HIFU: High intensity focused ultrasound
HK: Hexokinase

HR: Homologous recombination

HSP: Heat-shock protein
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IA: Intelligence artificielle

IAP: Inhibitor of apoptosis

ICso: Half maximal inhibition
concentration

ICCF: Institut de Chimie de Clermont-
Ferrand

IL: Interleukine

IMC: Indice de masse corporelle

INCa : Institut National du Cancer

IP: lodure de propidium

IRM: Imagerie par résonance magnétique

ISUP: International Society of Urological

pathology

J

JC-1: 5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -
tetraethylbenzimidazolycarbocyanine
iodide

K

keV: Kilo électron-volt
KLK: Kallikréines

L

LC3: microtubule-associated protein
1A/1B light chain 3

LGPIN: Low grade PIN

LH: Luteinizing hormone

LHRH: Luteinizing hormone releasing
hormone

LMDS: Locally multiply damged sites

LNCaP: Lymph node Carcinoma of the
prostate
LP-BER: Long patch BER

M

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MELAS: Mitochondrial
encephalomyopathy with lactic acidosis
and stroke-like episodes

MeV: Méga électron-volt

MFN: Mitofusine

MIA: Mitochondrial import and assembly

MIM: Mitochondrial import

MMP: Métalloprotéinase

MMR: Mismatch repair

MTT: Bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium

N

NAD": Nicotinamide adénine dinucléotide
NADH: Forme réduite du NAD+

NER: Nucleotide excision repair

NF«B: Nuclear factor-kappa B

NHC: N-heterocyclic carbene

NHEJ: Non-homologous end-joining
NUR: NADH - ubiquinone oxydoreductase

O

OGG: 8-oxoguanine DNA glycosylase
OMS: Organisation Mondiale de la Santé
OriH: origine de réplication du brin H
OriL: origine de réplication du brin L

ORL: Oto-rhino-laryngologie
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OXPHOS: Oxidative phosphorylation

P

PAM: Presequence translocase-associated
motor

PARP: poly(ADP-ribose) polymerase

PBS: Phosphate buffered saline

PCAS3: Prostate cancer antigen 3

PCB: Polychlorobiphényles

PCR: Polymerase chain reaction

PDE4D7: c-AMP-specific 3',5'-cyclic
phosphodiesterase 4D

PDGF: Platelet Derived Growth Factor

PGC-1a: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-
alpha

PHI: Prostate health index

Pi: Phosphate inorganique

PI3K: Phosphatidylinositolbisphosphate

3-kinase

PIA: Proliferative Inflammatory

Atrophy

PIN: Prostate Intraepithelial

Neoplasia

PINK1: PTEN-induced putative kinase 1

PRb : protéine du rétinoblastome

PSA : Prostate Specific Antigen

PTEN : Phosphatase and Tensin homolog

R

RANK: Receptor activator of nuclear
factor kappa-B

RANKL.: Receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand

RCMI: Radiothérapie conformationnelle
par modulation d'intensité

ROS: Reactive Oxygen Species

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
medium

RT: Rétrotranscription

S

SAM: Sorting and assembly machinery

SDS: Sodium dodécyl sulfate

SEM: Standard Error of the Mean

SER: Sensitizing enhancement ratio

SF: Surviving fraction

SLC: Solute carrier

SMase: Sphingomyélinase

SMS: Sphyngomyéline synthases

SOD : Superoxyde dismutase

SP-BER: Short patch BER

SPECT: Single Photon Emission

Computed Tomography

SRD5A2 : Sa-réductase de type 2

SSC: Side scatter

STATS: signal transductor activator of
transcription 5

STS: Staurosporine

SUR: Succinate - ubiquinone
oxydoreductase

SVF: Sérum de veau foetal
T
TEL: Transfert d'énergie linéique
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TEM: Transition épithélio-
mésenchymateuse

TEP: Tomographie a Emission de

Positons

Tfm : Testicular feminized mouse/mice

TGF-B: Transforming growth factorfs

TIM: Translocase of the inner membrane

TMPRSS-ETS: TransMembrane PRotease
Serine 2-E-Twenty Six

TNF: Tumor necrosis factor

TNM: Tumor, Node, Metastasis

TOM: Translocase of the outer membrane

TrXR: Thiorédoxine réductase

TSP1: Thrombospondine 1

U

UCCR: Ubiquinol cytochrome ¢
oxydoreductase
UQ: Ubiquinone

\Y

VEGF: Vascular endothelial growth factor

Z

Z: Numéro atomique
ZIP: Zrt and Irt-like Protein 1
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Chapitre | :Le cancer de la prostate

I. La prostate: anatomie et physiologie
A. Localisation et structure

La prostate est une glande exocrine de 1’appareil uro-génital méale. Sous I’influence de
la testostérone, sa taille, de celle d’un pois a la naissance, double a I’adolescence et atteint celle
d’une noix a I’age adulte (15 a 20 g et 3 a 4 cm de long). Elle devient progressivement
hypertrophiée apres 1’age de 50 ans. Elle a la forme d’une chataigne et sa partie inférieure est
nommee « I’apex » alors que sa partie supérieure est appelée la « base ». C’est la principale
glande accessoire du systeme reproducteur male. La prostate adulte est une structure canalaire
hétérogene avec des régions proximale, centrale et distale bien définies (Lee et al., 1990). Chez
I’homme, elle est formée d’une masse unique située sous la vessie, en arriere du pubis et en
avant du rectum (Timms, 2008) ; elle entoure 1’urétre de sa partie supérieure a son extrémité
(Figure 1A et B). Elle est délimitée au niveau de sa base, dans sa partie ventrale par la vessie
et dans sa partie dorsale par les canaux déférents et les vésicules séminales. Ces derniéres ne
sont rencontrées que chez les mammiferes herbivores et I’homme, les mammiferes carnivores
ayant habituellement une prostate mais pas de vésicules séminales. La prostate permet le
passage de quatre conduits a travers la prostate : 1’urétre prostatique, les deux conduits
¢jaculateurs et ’utricule prostatique (Figure 1A et B). Sur le plan structurel, elle est composée
de deux principaux compartiments : un épithélium différencié, entouré de stroma (Figure 2)
(Barron & Rowley, 2012) . Le premier permet la contraction de la glande et le second, sous
I’influence des androgeénes, sécréte des facteurs de croissance qui stimulent la prolifération et
la différenciation de cellules souches et intermédiaires, conduisant a la formation de cellules
luminales définitives qui composent 1’épithélium prostatique. Ces deux compartiments
s’influencent réciproquement via différentes voies de signalisation, leur permettant d’assurer
un bon développement et I’homéostasie de la prostate (Verze et al., 2016). Trois types
cellulaires composent la prostate : les cellules luminales, les cellules basales et les cellules
neuroendocrines, tres minoritaires. Les cellules luminales, formant la principale population,
sont trés différenciées et sont responsables de la sécrétion du PSA (Prostate Specific Antigen)
et du liquide prostatique. Les cellules basales sont quant a elles indifférenciées et sont situées
entre les cellules luminales et la membrane basale. Enfin, les cellules neuroendocrines, sont au

contact de la membrane basale et sont nécessaires a la viabilité et la croissance des cellules
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luminales (Barron & Rowley, 2012).
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Figure 1 : lllustration de [’anatomie et de la structure zonale de la prostate humaine.

Coupes frontales (A) et sagittales (B) de [’appareil urogénital male montrant la prostate et les
structures associées (CE : canal éjaculateur ; GB : glande bulbo-urétrale ; UP : utricule prostatique).
Les zones anatomiques décrites par McNeal sont indiquées : AFS : stroma fibromusculaire antérieur;
CZ : zone centrale ; PZ : zone périphérique ; TZ : zone transitionnelle. Modifiée d apreés (Timms, 2008).
(C): zomes de la prostate; modifié d’apreés https://www.cancer.ca/fr-calcancer-information/cancer-
type/prostate/prostate-cancer/the-prostate/?region=qc
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Figure 2: Représentation schématique des composants cellulaires d’un acinus prostatique

Représentation schématique des composants cellulaires d’un acinus prostatique humain.
Modifiée d’apres Barron and Rowley, 2012.
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Plusicurs mode¢les de I’anatomie de la prostate ont été proposes sur une période de 50
ans, mais le modele actuel incluant le concept de zones dans la prostate est celui proposé par
Mc Neal dans les années 1980. Ainsi, chez ’homme, il est possible de distinguer différentes
zones anatomiques : une zone transitionnelle, une zone centrale, une zone périphérique et un

stroma fibromusculaire antérieur (Figure 1) (McNeal, 1981):

- Zone périphérique : elle constitue la plus grande partie de la prostate (80%).
C’est dans cette région que se développent la plupart des cancers de la prostate
ainsi que les prostatites. Elle se situe dans la zone postérieure de la prostate et
est proche du rectum, permettant d’étre facilement palpable lors d’un toucher

rectal.

- Zone transitionnelle : ¢’est la partie centrale de la glande ; elle entoure la portion
de I'urétre qui traverse la prostate (urétre prostatique). Cette zone est souvent
touchée par I’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP ; augmentation de son
volume due a I’4ge). Cette pathologie touche environ 50% des hommes agés
entre 50 et 60 ans et environ 90% des hommes de plus de 80 ans. Elle se
caractérise par des troubles urinaires car la prostate devenue trop volumineuse

comprime |’uretre.

- Zone centrale : ¢’est la zone se trouvant derriére la zone transitionnelle et qui
entoure les canaux éjaculateurs, qui unissent les vésicules séminales a ’uretre

prostatique. Elle est trés peu touchée par les cancers de la prostate.

- Stroma fibromusculaire antérieur : situé¢ a I’avant de 1’urétre, il s’agit d’un
épaississement du tissu qui entoure 1’apex de la prostate. Il est formé de fibres
musculaires et de tissu conjonctif fibreux. Il est également rarement touché par

les cancers de la prostate.
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D’un point de vue clinique, la prostate est souvent décrite comme un ensemble de trois
lobes : deux lobes latéraux gauche et droit séparés par une scissure centrale, palpable lors d’un
toucher rectale et un lobe central, situ¢ dans la partie supérieure de 1’urétre prostatique. Ce
dernier se projetterait dans la vessie chez les hommes agés. Ces lobes ne correspondent pas
histologiquement aux structures définies dans la prostate saine mais sont généralement lies a
une hypertrophie pathologique de la zone transitionnelle et des glandes péri urétrales (Figure
3).

La prostate comprend des lobules qui sont des unités fonctionnelles formées de glandes
tubulo-alvéolaires, au nombre de 30 a 50 (Figure 4). On distingue des acini et les canaux ou
est le liquide prostatique est respectivement produit et excrété.

Glandes péri-urétrales

Glandes péri-urétrales internes
externes

Urétre
prostatique

Canaux Glandes principales

éjaculateurs

Figure 3: Coupe transversale de la prostate montrant les glandes péri-urétrales.

Tissu glandulaire

Tissu musculaire lisse

/AT Cellule basale Cellules épithéliales
@ [ Y ) \ Cellule glandulaires
@@ ‘\ ! - l | luminale
Y=\ Cellule
Cellule P neuroendocrine

mésenchymateuse
(muscle lisse)

Figure 4: Schéma représentant [’organisation générale du tissu prostatique.

D’un point de vue structurel, il est composé de deux principaux compartiments: un épithélium,
et un stroma. La prostate est formée de 30 a 50 glandes tubulo-alvéolaires formant des lobules. Trois
types cellulaires composent la zone glandulaire : les cellules luminales, les cellules basales et les
cellules  neuroendocrines. Modifié ~a partir de « Prostate  Cancer UK:
https://prostatecanceruk.org/prostate-information/further-help/rare-prostate-cancer ».
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B. Fonction

La fonction principale de la prostate est de produire, stocker et sécréter par ses cellules
épithéliales luminales, du liquide prostatique, qui représente un cinquieme a un tiers du liquide
séminal. Le reste est secrété par les vésicules séminales. Le mélange des spermatozoides
produits par les testicules et du liquide séminal forme le sperme. Le fluide prostatique contient
plusieurs facteurs qui contrélent 1’éjaculation et régulent certaines protéines dont le role est
d’activer la maturation des spermatozoides. En effet, en étant expulsés dans la premiére fraction
de I’éjaculat, le fluide prostatique et le liquide séminal joueraient un rdle protecteur des
spermatozoides en favorisant leur survie, leur pouvoir fécondant et leur résistance contre les
agents pathogeénes (Kelly et al., 1991; Sitaram & Nagaraj, 1995). On trouve également dans le
liquide prostatique, du citrate, des ions Zn?" (Bedwal & Bahuguna, 1994) et des kallikréines
(une sous-famille de sérine protéases) dont le r6le est de maintenir le sperme sous forme liquide,
d’assurer le cycle de coagulation et la motilité des spermatozoides (Kalinska et al., 2016). Une
de ces protéines est le PSA, une glycoprotéine a activité sérine protéase. 1l s’agit d’une enzyme
specifique sécrétée par la prostate sous la dépendance des androgenes. D’un point de vue
physiologique, les protéines sécrétées par la prostate se retrouvent dans le sang a concentration
minime. Cette concentration se retrouve augmentée dans des cas de déreglements ou de
pathologies prostatiques (inflammation, prolifération bénigne ou maligne) (Lilja et al., 2008).
Ce dernier point reste tout de méme controversé en ce qui concerne le PSA. La prostate permet
également d’éviter le mélange des urines et du sperme pendant I’éjaculation en obturant I’urétre
et empéche aussi la remontée des urines dans les vésicules séminales lors de la miction. Elle est
¢galement impliquée dans la transformation d’environ 5% de la testostérone en dihydro-
testostérone. Quant a elles, les cellules du stroma ont pour role principal d’assurer un
microenvironnement adéquat a I’épithélium prostatique, en assurant [’homéostasie ou la
régénération de la glande. Plusieurs sources de données indiquent également que le stroma
pourrait avoir un réle central dans les processus inflammatoires de la prostate (Nieto et al.,
2014; Verze et al., 2016). En effet, la prostate est la cible de plusieurs maladies qui pourraient

affecter la fertilité male a différents moments de la vie d’un homme.
C. Une glande prostatique existerait-elle chez la femme ?

Depuis 2002, les glandes para-urétales ont été officiellement renommeées « prostate

féminine » par le Federative International Committee on Anatomical Terminology. Cependant,
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les fonctions physiologiques de ces glandes ne sont pas encore connues mais comme chez
I’homme, elles produisent du PSA dont la concentration augmente en cas de cancer (Zaviacic
and Ablin, 2000). La production par ces glandes d’un fluide présentant les caractéristiques des
sécrétions prostatiques, au moment de 1’orgasme féminin, a été observée chez certaines femmes

(Wimpissinger et al., 2007).

D. Morphogénese et développement de la prostate
1. Origine embryologique et étapes de développement de la prostate

Le développement de la prostate reléve d’un processus coordonnant signalisations
endocrine, paracrine, autocrine, juxtacrine ainsi que des facteurs de transcription. Les conduits
génitaux et les vésicules séminales dérivent du mésonéphros mais contrairement a ces derniers,

la prostate a pour origine le sinus urogénital (Prins & Putz, 2008).

Cing étapes sont nécessaires au développement de la prostate : la détermination,
I’initiation et le bourgeonnement, la morphogénese des branches, la différenciation et enfin, la
maturation (Figure 5). Chez I’homme, ces processus se déroulent pendant les deuxieme et
troisiéme trimestres de grossesse et prennent fin & la naissance. En effet, autour de la 8°™
semaine, la production de testostérone par les testicules feetaux et sa liaison aux récepteurs des
androgénes (AR : Androgen Receptor), induit la formation de la prostate qui s’initiera autour
de la 10°™ semaine de gestation, contrairement aux rongeurs chez lesquels la prostate
rudimentaire a la naissance, se développe durant les 15 premiers jours de vie. En effet, chez une
souche de souris ayant une durée totale de gestation de 19 jours, la croissance initiale des
bourgeons se produit entre 16,5 et 17,5 jours post fécondation (E16,5-17,5) (Sugimura et al.,
1986) alors que chez le rat, elle se produit a E18,5, avec une durée de gestation de 21 jours
(Hayashi et al., 1991).
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Figure 5: Morphogenese de la prostate humaine.

Représentation des différents stades de développement de la prostate de la période feetale a
I’dge adulte. Modifiée d’apres Prins and Putz, 2008.

Ainsi, chez I’homme, I’excroissance initiale des bourgeons prostatiques a partir du sinus
uro-génital, se produit en réponse a la liaison de la Sa-dihydrotestostérone AR localisés dans le
tissu mésenchymateux (Shannon & Cunha, 1983; Timms, 2008). Ces excroissances sont
d’abord sous forme de solides cordons de cellules épithéliales, puis subissent une élongation,
et une morphogenése intensive de branchement dans les stades tardifs de la croissance fcetale.
Durant la période post-natale, les canaux forment une lumiére et 1’épithélium revétant les acini,
se différencie et synthétise les produits de sécrétion sous 1’influence des androgenes (Timms,
2008).

Les androgénes ont un role clé dés le développement embryonnaire comme expliqué
précédemment : ils ont un réle majeur dans la différenciation des canaux de Wolff, de la prostate
et des organes génitaux masculins. Ils agissent sur les cellules stromales, stimulant la production
de facteurs de croissance nécessaires au renouvellement et au maintien des cellules épithéliales,
mais également directement sur les cellules luminales, permettant le maintien de leurs fonctions
différenciées telles que la production de sécrétions (Litvinov et al., 2003). En effet, les cellules
épithéliales luminales expriment fortement AR, tandis que peu de cellules basales sont positives
pour le récepteur (Prins et al., 1991). De plus, lors de la différenciation des cellules épithéliales,
seules les cellules luminales expriment AR (Prins & Birch, 1995), ce qui conforte I’implication
des androgenes dans la fonction de sécrétion exercée par les cellules épithéliales (Cooke et al.,
1991).
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2. Régulation hormonale de la prostate

La prostate est un organe sensible aux hormones et subit de multiples régulations qui
sont tout autant complexes. Nous nous limiterons volontairement de facon succincte a
I’implication des androgénes. En effet, la détermination et I’initiation du développement de la
prostate humaine sont entierement dépendantes des androgenes produits par les testicules du
feetus (Figure 6) (Isaacs & Isaacs, 2004). Des expériences ont démontré que le développement
de I’épithélium prostatique nécessite un mésenchyme capable de répondre aux androgénes, ce

qui n’est pas nécessairement requis dans 1'épithélium lui-méme (Shannon & Cunha, 1983).

L’effet des androgeénes est médié par leur liaison a I’AR. Ce dernier est un membre de
la superfamille des facteurs de transcription et appartient a la sous-famille des récepteurs
nucléaires aux hormones stéroides (Liao & Fang, 1970).

Lumiere Cellule luminale secrétoire
__ (non proliférative;

" compartiment différencié

et exprimant AR

Sécrétions

Cellule basale (proliférative;
compartiment précurseur
n’exprimant pas AR

Epithélium

™ Membrane basale

Stroma

GF = facteur de croissance
Andromédines .
SF = facteur de survie

Capillaires

Figure 6: Signalisation des récepteurs aux androgenes dans les cellules prostatiques saines.

La croissance et le maintien de [’épithélium prostatique dépendent des andromédines, qui sont
peptides solubles (facteurs de croissance ou de survie). La production de ces derniéres est induite par
la liaison des androgénes a leur récepteur dans les cellules du compartiment stromal. Ces molécules
peuvent ensuite diffuser a travers la membrane basale pour atteindre le compartiment épithélial.
Présents dans ce dernier, les cellules épithéliales expriment AR, contrairement aux cellules basales.
Modifié d’apres Isaacs & Isaacs, 2004.
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La testostérone, principale hormone masculine circulante, est majoritairement
synthétisée par les cellules de Leydig au niveau des testicules. Dans les années 1970, la 5a-
dihydrotestostérone (DHT) était connue comme 1’androgene responsable du développement de
la prostate (Wilson & Gloyna, 1970). La DHT est synthétisée dans 1’épithélium prostatique a
partir de la testostérone par la 5a-réductase de type 2 (SRD5A2) et il a été démontré que les AR
possedent plus d’affinité pour la DHT par rapport a la testostérone (Galbraith & Duchesne,
1997). Les testicules ne représentent pas le seul lieu de synthese des stéroides. En effet, la
glande surrénale, les ovaires, le placenta et le cerveau sont également capables de secréter de la

déhydroepiandrostérone (DHEA), un précurseur inactif de la DHT.

Différentes études illustrent clairement 1’implication des androgeénes ainsi que de leur
récepteur dans I’homéostasie et la physiologie de la glande prostatique. Ainsi, une castration
chirurgicale ou chimique (par administration d’anti-androgénes par exemple) de rongeurs dans
des périodes critiques de la vie feetale conduit a une inhibition du développement de la prostate
(Price, 1936). Cependant, I’étendue de I’inhibition dépend de la durée d’administration des anti-
androgenes (Timms, 2008). Afin d’étudier cela, Cunha s’est servi dune culture de sinus uro-
génitaux murins issus de males dont le bourgeonnement de la prostate s’initic a E17 in vivo
(Cunha, 1973). Les sinus uro-génitaux récupérés de souris E12-13, donc avant la production de
testostérone a E14, ne produisirent pas de bourgeons prostatiques lorsqu’ils furent mis en
culture 6 a 8 jours en ’absence d’androgénes. Cependant, les sinus uro-génitaux récupérés a
E14 ou E15, c’est-a-dire, apres le début de la production de testostérone in vivo, et mis en
culture pendant 6 jours sans androgenes produisirent des canaux respectivement dans 15% et
53% des tissus. A E16, 100% des explants produisirent des bourgeons prostatiques alors qu'ils
furent cultivés en I'absence d'androgénes. En utilisant un protocole similaire sur des rats males,
Lasnitzki et Mizuno obtinrent des résultats comparables (Lasnitzki & Mizuno, 1977). Ceci
indique que malgré le fait de sa nécessité pour la détermination de la prostate ainsi que pour un
nombre et une longueur maximale des conduits durant I’initiation, le bourgeonnement peut se
produire dans une large mesure, méme en I’absence de testostérone. Cependant, des expériences
de privation androgénique par castration chirurgicale ou pharmacologique ont montré a 1’age
adulte une involution des épithélium génitaux et notamment celui de la prostate (Litvinov et al.,
2003). Ainsi, la réduction des niveaux intra prostatiques de DHT chez le rat entraine, par

apoptose, une perte massive des cellules épithéliales assurant ’activité de sécrétion.

D’autres études sur des souris mutantes tfm (testicular feminized mouse/mice) qui
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possedent un AR non-fonctionnel et une insensibilité compléte aux androgénes montrent
qu’elles présentent une absence de prostate (Cunha & Lung, 1978). De plus, des études sur ces
souris ont montré une action paracrine des androgenes du mésenchyme vers 1’épithélium : en
effet, des bourgeons épithéliaux et des canaux étaient formés méme avec une signalisation
androgénique restreinte au mésenchyme du sinus uro-génital (Cunha et al., 2004; Lasnitzki &
Mizuno, 1980) (Figure 7). Cependant, Foster et Cunha remettent en cause la présence absolue
de DHT dans I’induction des bourgeons aprés 1’étape de détermination étant donné que la
testostérone et des androgenes synthétiques non réductibles étaient capables d'induire des

nombres de bourgeons équivalents a ceux de la DHT (Foster & Cunha, 1999).

UGM (+) UGE (Tfm) Prostate

Figure 7: Médiation de I’effet des androgenes sur 1’épithélium prostatique au cours du
développement.

Développement du tissu prostatique en fonction de combinaison variées de greffes provenant
de mésenchyme (UGM) et d’épithélium (UGE) de souris mdles sauvages (+) ou Tfin (testicular
feminized mouse), montrant ['importance de la signalisation androgénique dans le mésenchyme pour le
développement de la prostate. D'aprés (Cunha et al., 2004).
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La mise en évidence de 1’absolue nécessité de AR pour le développement de la prostate
vient de I’observation de I’absence de la prostate chez des souris ou humains avec des récepteurs
completement dysfonctionnels (Bardin et al., 1973; Brown, 1995). En effet, chez les hommes
atteints d’un syndrome de déficit en Sa-réductase, il a été observé une absence totale de
morphogeneése de la prostate avec un développement normal des vésicules séminales et du canal
déférent qui donnent dans un vagin fermé (Siiteri & Wilson, 1974). A été corrélé a cela, une
diminution de la production de PSA. De méme, le traitement de rattes gestantes avec un
inhibiteur de la Sa-réductase de f14-22 a oblitéré la formation de bourgeons prostatiques, une
conséquence qui pourrait étre inversée avec I'administration concomitante de DHT (Wilson &
Lasnitzki, 1971). Cependant, 1’épithélium basal et les cellules stromales restent peu affectés.
En effet, AR est fortement exprimé dans le mésenchyme des sinus uro-génitaux avant et
pendant la morphogénése prostatique alors que son expression au niveau de 1’épithélium est
induite aprés bourgeonnement et morphogénése des branches (Prins & Birch, 1995; Shannon
& Cunha, 1983). Des études menées par Cunha confortent cela : ce sont les AR présents dans
le mésenchyme et non les AR épithéliaux qui sont responsables de la morphogénése prostatique
(Cunha et al., 1987; Cunha & Chung, 1981).

Ont été également mis en évidence, des rdles clés d’autres stéroides tels que les
cestrogénes, et les rétinoides dans le développement de la prostate (Huang et al., 2004; Prins et
al., 2001; Prins & Korach, 2008). En effet, des récepteurs de ces stéroides ont été observés
pendant la morphogénése de la prostate du rat, avec une expression évoluant dans le temps et
selon la région ou le type cellulaire et assez conservée entre les différentes espéces (Prins et al.,
1998, 2002; Prins & Birch, 1997). Bien que ces facteurs de transcription ne soient pas essentiels
au développement de la prostate, il a ét€ proposé qu’ils seraient impliqués dans la modulation
de I’expression de genes spécifiques impliqués dans sa différenciation et son homéostasie. Un
schéma résumant l'action des stéroides a travers des récepteurs spécifiques au cours du

développement prostatique est illustré dans la figure 8.

Les génes impliques dans la régulation de la morphogénese prostatique se divisent en

trois catégories :

- Les génes homéotiques (Hox)
- Les facteurs de transcription : Nkx3.1 ; Fox Al et A2 ; Notch-1/Delta/Jagged
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- Les ligands de signalisation secrétés et codes par un petit nombre de génes tres

conserves comme les génes de la famille Hedgehogs ; Bmps / TGF-$ / Activin ;

Whts, Fgf
Cellules progeénitrices Cellules différenciées
h‘-
| | |
RAR:RARctRAR(RARRAR( RAR
RARR RARBI ERS | ERB  ERP  ERB | ERS  ERP
(4 ax | A% (AR AR AR ' AR AR | AR
AR RXRa AR AR RARy AR AR’ ERc
AR ERa - RARY
AR RXRB AR ERct — AR RAR: /
AR RAR AR RXRa :
\ 9 /
M 0 0 -
=
Développement

Figure 8: Localisation et actions des stéroides au cours du développement de la prostate.

Durant les stades périnataux précoces, AR est fortement exprimé dans les cellules
mésenchymateuses alors que leur expression est quasi absente des cellules épithéliales progénitrices.
Une production autocrine (ronds roses) et paracrine (ronds jaunes et verts) de facteurs de croissance
par les cellules mésenchymateuses en réponse aux androgenes va induire la prolifération et la
différenciation des cellules épithéliales. AR est surexprimé au cours de cette différenciation.

Ces molécules régulatrices permettent la communication paracrine et autocrine entre les
cellules mésenchymateuses et épithéliales grace a leurs récepteurs. Elles sont également

connues pour leur implication dans des mécanismes associés au développement tumoral.

Les androgenes et leur récepteur ont un réle fondamental dans le développement de la
prostate mais aussi dans la carcinogenése prostatique (Gelmann, 2002). AR est assimilé a un
proto-oncogéne qui en fonctionnant dans des conditions physiologiques, contréle a la fois le
développement et la différenciation de la prostate. Cependant, au cours de la carcinogenése, il
peut subir une amplification génique et/ou des mutations « gain-de-fonction », induisant une
augmentation de la survie et de la prolifération des cellules tumorales (Feldman & Feldman,
2001).
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E. Pathologies prostatiques non cancéreuses
1. Les prostatites

Les prostatites sont des inflammations de la prostate dues principalement a une infection
et fréquemment retrouvées chez I’homme agé. En effet, c’est le diagnostic urologique le plus
courant chez les hommes de moins de 50 ans et le troisieme diagnostic le plus fréquent chez les
hommes de plus de 50 ans (Khan et al., 2017). Elles peuvent étre causees par une infection
virale, bactérienne ou fongique, due a une biopsie de la prostate, ou la pose d’un cathéter. De
plus, les infections sexuellement transmissibles (IST) peuvent également provoquer une
prostatite. Enfin, des antécédents d’infections urinaires, ou une obstruction dans la vessie ou

dans un canal éjaculateur sont également des facteurs de risque de développer une prostatite.

La prostatite peut étre aigtie ou chronique (Thin, 1999). Lorsqu’elle est aigiie, elle est
caractérisée par une crise unique et intense alors que la chronique va durer plusieurs mois. Les
principaux signes sont des symptdmes urinaires assez marqués comme des brdlures, des
difficultés a uriner ou de fréquents besoins d’uriner, des douleurs périnéales, péniennes,
abdominales, testiculaires, rectales, des douleurs a 1’¢jaculation, conduisant a des douleurs
systémiques (fievre, frissons, grande fatigue, nausées). La prostatite aiglie est accompagnée de
signes grippaux tels que des douleurs musculaires diffuses et articulaires. Une palpation
abdominale, génitale ainsi qu’un toucher rectal permettent de détecter une prostate
inflammatoire chaude, douloureuse et qui a parfois augmenté de volume (Coker, 2016).
L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) permet I’identification des bactéries ou
germes a ’origine de la pathologie dont les plus courants sont Escherichia coli, Streptococcus

D ou encore des chlamydiae, gonocogues ou mycoplasmes.

Il existe quatre formes de prostatites, dont trois qui sont peu communes : les prostatites
bactériennes aigiies (catégories I) qui résultent d’une infection de la prostate par E. coli (80%)
et P. aeruginosa, S.marcenscens, Klebsiella spp et P. mirabilis (20%) ; les prostatites
chroniques (catégorie 1) qui sont des infections récurrentes de la prostate et la prostatite
chronique non bactérienne ou encore appelée le syndrome de douleur pelvienne chronique
(catégorie III) qui représente a elle seule 95 % des prostatites diagnostiquées et dont I’étiologie
reste inconnue. Elle peut étre inflammatoire (111a) ou non inflammatoire (111b) et est traitée par
des alpha-bloquants, des antalgiques, des massages de la prostate ou des antihistaminiques alors

que les deux premiéres sont traitées par des antibiotiques. La quatrieme forme, les prostatites
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de catégorie 1V ou prostatites inflammatoires asymptomatiques, sont tres peu répandues (Khan
et al., 2017). Ne causant aucun symptdéme, leur diagnostic se fait lors d’examens pour la
détection d’autres pathologies mais la détection de leucocytoses (présence de leucocytes dans
les tissus et les sécrétions prostatiques) est essentiel pour confirmer le diagnostic (Coker, 2016;
Meares & Stamey, 1968).

2. L’hypertrophie Bénigne de la Prostate (HBP)

L’Hypertrophie ou Hyperplasie Bénigne de la Prostate (HBP) est une hypertrophie non
cancéreuse de la prostate (Figure 9). Cette pathologie survient chez I’homme de plus de 50 ans
et sa prévalence augmente avec 1’age : une HBP est histologiquement observée chez la moitié
des hommes de plus de 50 ans, chez 80 % des hommes de plus de 60 ans et chez 100% des
hommes de plus de 90 ans. L’HBP se met en place sous la forme d’un adénome au niveau de
la zone transitionnelle, menant a 1’augmentation de son volume indépendamment du reste de la
prostate et entrainant une constriction plus ou moins importante de 1’urétre, en fonction de la
progression de la pathologie. Les différents symptdmes sont principalement deux grands
troubles urinaires (McVary, 2003):

- Les troubles irritatifs dus a une irritation de la vessie entrainant un besoin
fréquent d’uriner
- Les troubles obstructifs dus au rétrécissement de 1’urétre, ayant pour

conséquence des difficultés & uriner et une mauvaise vidange de ’urétre
On distingue trois différents types d’HBP :

- L’HBP microscopique, correspondant a 1’apparition de 1ésions histologiques
d’HBP

- LHBP macroscopique, correspondant a I’apparition de I’hypertrophie

- L’HBP clinique, correspondant a I’HBP microscopique ou macroscopique

associée a des troubles urinaires.

52



Tumeur de la prostate

Prostate saine Prostate hypertrophiée

Figure 9: HBP et cancer de la prostate.

Représentation schématique d’une prostate normale (A), présentant une hypertrophie bénigne
(B) et une tumeur ©). https://urbancare.clinic/movember-beating-prostate-
cancer/; https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/prostate-cancer/symptoms-causes/syc-
20353087

Les traitements sont médicamenteux (phytothérapie, inhibiteurs de la Sa-réductase de
type I et/ou 11, les a-1-bloquants) ou chirurgicaux (résection trans-urétrale) dans les cas les plus
avancés. Dans ce cas, il s’agit de réaliser par endoscopie, laser, micro-ondes ou par
¢lectrovaporisation, une ablation d’une partie ou de 1’intégralité de la prostate. Ces interventions
peuvent avoir pour conséquences une incontinence et une éjaculation rétrograde (vers la vessie
et non vers 1’extérieur) (Bayne et al., 2000; Frye et al., 1998; Ishani et al., 2000; Yoo & Cho,
2012).

En France, la chirurgie de ’HBP est la deuxiéme opération pratiquée apreés celle de la
cataracte (65000 actes pour I’HBP contre plus de 800 000 actes pour la cataracte, estimés en
2017) (Association Frangaise d’Urologie (AFU) ; Haute Autorité de la Santé (HAS)). Des
méta-analyses suggerent un lien entre HBP, obésité, et diabete (Parsons et al., 2006; Sarma et
al., 2009). Bien qu’il existe des études contradictoires, la consommation de viandes rouges et
un régime riche en graisse semblent augmenter le risque de développer une HBP (Kristal et al.,
2008).
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I1. Le cancer de la prostate

A. Généralités — Incidence, prévalence et mortalité/ épidémiologie

Les cancers représentent la deuxieme cause de mortalité dans le monde, aprées les
maladies cardio-vasculaires (Figure 10). En France, presque 3 millions de personnes de plus
de 15 ans ont déja eu au moins un cancer dans leur vie (INCa). Aux Etats-Unis, un américain
sur trois sera touché par le cancer (Siegel et al., 2019). Le cancer de la prostate est le deuxieme

cancer le plus fréquent chez ’homme, dans le monde, derriére le cancer du poumon et le

cinquiéme en termes de mortalité (Figures 11 - 15).

Maladies cardiovasculaires
Cancers

Maladies respiratoires ——— 3 21 million
Infections des voies respiratoives inférienres |—_G__C 56 million
Démence I 7 51 million
Maladies digestives G 2 38 million
Troubles néonataux [ 1.78 million
Maladies diarrhéiques [ 1.57 million
Diabétes NN 1.37 million
Maladies du foie [ 1.32 million
Accidents de 1a route [ 1.24 million
Maladies rénales [ 1.23 million
Tuberculose [N 1.18 million

VIH/SIDA g 954 492
Suicide g 793,823
Paludisme [ 619,827
Homicide g 405,346
Maladie de Parkinson | 340 639
Noyades [ 295,210
Meningites JJj 268,021
Déficiences nutritionnelles JJ 269 997
Malnutrition protéino-energetique JJj 231,771
Troubles maternels JJ 193 639
Alcoolisme JJ 184 934
Toxicomanie || 166,613
Conflits | 122,720
Heépatites | 126,391
Feu | 120,632
Empoisonnement | 72,371
Exposition a la chaleur et au froid | 53,350
Terrorisme | 26 445
Dégats naturels 9603

0 2 million

Source: IHME, Global Burden of Disease

Figure 10: Causes de mortalité dans le monde en 2017.

Les données représentent le nombre de morts pour chaque cause, tout age et sexe confondu.
Modifié d’aprés Hannah Ritchie (2018) - "Causes of Death”; 'https://ourworldindata.org/causes-of-

death'.
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Figure 11: Estimation du taux
d'incidence des cancers dans le monde,
tout age et sexe confondu.

Le cancer de la prostate se
retrouve a la quatrieme place. Modifié
d’aprés GLOBOCAN 2020.
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Figure 12: Estimation du taux d'incidence standardisé sur 1’dge des cancers dans le monde en

2020.

D’aprés GLOBOCAN 2020 ; (ASR : taux spécifique a I’age).
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Figure 13: Estimation
du taux d'incidence des cancers
survenant chez I'homme dans le
monde en 2020.

Dans le monde, le
cancer de la prostate est le
deuxiéme cancer touchant le
plus les hommes. Modifié
d'aprés GLOBOCAN 2020.
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Figure 14: Estimation du taux de mortalité standardisé sur [’dge due aux cancers dans le monde
en 2020.

D’aprés GLOBOCAN 2020 ; (ASR : taux spécifique a l’age).
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Figure 15: Estimation du taux de mortalité due a un cancer survenant chez les hommes dans le
monde en 2020.

Le cancer de la prostate est le cinquiéme cancer le plus meurtrier. D'aprés GLOBOCAN 2020.

La majorité des cancers de la prostate sont des adénocarcinomes (environ 95%). Ceux-
ci se développent a partir des cellules épithéliales de la prostate, préférentiellement au niveau
de la zone périphérique. Les autres formes de cancers de la prostate (tumeurs neuroendocrines,
carcinomes des cellules basales, carcinome urothélial, tumeurs stromales prostatiques) sont

beaucoup plus rares (environ 5%) et plus agressives.
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Plus particulierement, en France, d’aprés les derniéres données épidémiologiques
disponibles, les cancers sont la premiére cause de mortalité (Figure 16) et le cancer de la
prostate est le cancer le plus répandu chez I’homme, devant le cancer du poumon et le cancer
colorectal. En effet, il représente a lui seul prés de 26% de I’ensemble des cancers incidents
masculins et son incidence augmente avec 1’age : 66% des cancers survenant chez des hommes
de plus de 65 ans sont des cancers de la prostate (Figure 17). On estime 50 430 nouveaux cas
diagnostiqués en 2015 en France Métropolitaine, avec une moyenne européenne de 190 000
nouveaux cas par an. Cependant, ces chiffres subissent une relative baisse depuis quelques
annees (en moyenne -3.5% par an entre 2010 et 2015 en France), notamment suite a un épisode
d’une forte augmentation observée en 2005, suivie d’une baisse, mais aussi grace aux

modifications de pratiques de dépistages individuels par le dosage du PSA (Tuppin, 2016).

Our World

in Data
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Figure 16: Causes de mortalité en France en 2017.

Les données représentent le nombre de morts pour chaque cause, tout age et sexe confondu.
Modifié d’aprés Hannah Ritchie (2018) - "Causes of Death”; 'https://ourworldindata.org/causes-0f-
death’.

57



Prostate
Poumon
Colon-rectum
Vessie

Rein
Estomac
Meélanome

Pancréas

Lymphome non hodgkinien

Foie

0 100 000 200000 300000 400000 500000
[ ———

Nombre @

Figure 17: Estimation du taux d'incidence de cancers survenant chez les hommes en France en
2020, placant le cancer de la prostate a la premiére place.

Modifié d'apres GLOBOCAN 2020.

Le cancer de la prostate se situe au troisieme rang des causes de déces (8512 déces
estimes en 2015), avec 79% de morts chez les hommes de plus de 75 ans (INCa) (Figure 18).
La mortalité diminue également depuis quelques années : en moyenne -2.8% par an entre 1990
et 2018. Cette baisse s’explique d’une part par I’amélioration des traitements en ce qui concerne
les cancers évolués et d’autre part par I’amélioration de 1’acces au dépistage, permettant un

diagnostic de certains cancers a des stades précoces, et de ce fait, curables.
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Figure 18: Estimation du taux de mortalité due & un cancer survenant chez les hommes en
France.

Le cancer de la prostate est le troisiéme cancer le plus meurtrier en France. Les chiffres sont
toutefois a la baisse depuis 1990. D'apres GLOBOCAN 2020.
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En France, le taux de survie nette a 5 ans pour ce cancer est de 93% et a10 ans, de 80%
(mais ce chiffre diminue lorsque le cancer est diagnostiqué chez des patients jeunes ou a un

stade déja avancé).

En termes d’incidence, il existe entre les différentes régions du monde, de grandes
disparités : en effet, le taux d’incidence le plus élevé (Afro-Américains aux Etats-Unis) est 25
fois supérieur au taux d’incidence le plus faible (Asiatiques vivant dans leur pays d’origine)

(Ferlay et al., 2015).

Toutefois, I’incidence n’est pas corrélée a la prévalence puisqu’en analysant des
données d’autopsie d’hommes décédés de causes diverses dans le monde, il a été révélé des
Iésions cancéreuses chez 70 & 90% des hommes &gés de 80 & 90 ans, quel que soit leur
appartenance ethnique ou leur origine géographique. Beaucoup d’hommes meurent avec un
cancer de la prostate mais pas nécessairement a cause de ce dernier, d’ou I’importance de

comprendre les facteurs et mécanismes qui favorisent son agressivité (Haas & Sakr, 1997).

B. Tumorigénése, progression du cancer de la prostate et

échappement tumoral : stades d’évolution

La tumorigénése du cancer de la prostate est un processus relativement long. Dans la
plupart des cas, il s’agit d’adénocarcinomes (environ 95%), mais des formes rares telles que
des carcinomes épidermoides a cellules squameuses ou a cellules transitionnelles, des sarcomes,
des lymphomes ou des carcinomes neuroendocrines existent également. Environ 70% des
cancers de la prostate se développent dans la zone périphérique, souvent dans la région
postérieure (Epstein et al., 1994) et environ 20-30%, a partir de la zone transitionnelle (Bracarda
et al., 2005; Sinnott et al., 2015).

Sa mise en place et sa progression sont les conséquences de plusieurs événements
moléculaires et peuvent étre subdivisées en quatre étapes principales : I’atrophie inflammatoire
proliférative (PIA), la néoplasie intra-épithéliale (PIN), le carcinome et enfin, la dissémination
métastatique (Figure 19) (Abate-Shen & Shen, 2000; Tomlins et al., 2007).
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Figure 19: Les étapes de la progression du cancer de la prostate.
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Modifié d’aprés Abate-Shen & Shen, 2000.

1. Les bases moléculaires du cancer de la prostate : les mécanismes de

Pinitiation et de la progression du cancer de la prostate

Certains mécanismes a la base de ’acquisition de capacités de prolifération et
d’évitement de la mort cellulaire, caractéristiques de la cellule tumorale ont été mis en évidence
mais ne sont toutefois pas totalement compris. Seulement quelques-uns seront abordés dans les

paragraphes suivants.

a. Altérations génétiques et épigénétiques impliquées dans la

progression du cancer de la prostate
i. Les oncogénes

Les oncogeénes sont une catégorie de genes impliqués dans la mise en place des cancers.
Les mutations, translocations et amplifications peuvent altérer leur expression, favorisant la
synthese de protéines, appelées oncoprotéines, stimulant la division cellulaire ou inhibant la
mort cellulaire, induisant ainsi la prolifération et la régulation anormales des cellules.
L’expression de ces oncogeénes est quasiment absente dans les cellules de la prostate saine mais

ils se retrouvent surexprimés dans les cellules tumorales.
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C’est le cas de bcl-2, une protéine anti-apoptotique, surexprimeée dans le cancer de la
prostate. Cette surexpression est le résultat de I’amplification du géne (Nupponen & Visakorpi,
1999). Sa surexpression est corrélée a la progression du cancer de la prostate (Bubendorf et al.,
1996). L’augmentation de 1’expression de 1’oncogéne c-myc a également été mise en évidence
et est corrélée au score de Gleason. C’est un facteur de transcription impliqué dans la régulation
de la prolifération, de la différenciation et dans 1’apoptose des cellules de la prostate (Grandori
et al., 2000). Enfin, STAT5 (signal transductor activator of transcription 5) est un facteur de
survie important dans la cellule tumorale. Son activation est corrélée au grade du cancer de la
prostate (Li et al., 2004).

Les oncogénes joueraient également un role dans 1’altération du métabolisme lipidique

dont nous parlerons plus tard.
ii. Les génes suppresseurs de tumeur

Egalement appelés anti-oncogénes, les génes suppresseurs de tumeur sont des
régulateurs négatifs de la prolifération. Par conséquent, leur perte de fonction par délétion ou
mutation participe également au développement des cancers. L’un des plus importants dans le
cancer de la prostate, gstpl (Glutathione S-transférase 1), est impliqué dans la prévention des
dommages a I’ADN en détoxifiant les cellules des produits oxydants (Nelson et al., 2001). Sa
perte de fonction pourrait étre la cause de 1’augmentation du stress oxydant survenant au cours
du vieillissement dans la prostate. PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) est également un
géne suppresseur de tumeur. Ce géne est inactivé dans 30 a 70% des cancers de la prostate: la
perte d’un alléle de PTEN survient dans la plupart des cancers primaires de la prostate et une
délétion homozygote est retrouvée dans environ 70% des cancers avancés de la prostate (Cairns
et al., 1997; Gray et al., 1995; Komiya et al., 1996; Shen & Abate-Shen, 2010; Suzuki et al.,
1998; Whang et al., 1998). L’action de PTEN passe par I’inhibition de la voie de signalisation
PI3K-Akt, impliquée dans la survie cellulaire, et sa perte de fonction a des impacts assez
importants sur la progression tumorale (Figure 20). P53, un facteur de transcription capable de
se lier de maniere spécifique a I’ ADN, est également souvent inactivé ou muté dans les cancers
avancés de la prostate. Sa mutation est retrouvée dans 26% des cancers de la prostate (Navone
et al., 1999; Schlechte et al., 1998). Ce gene est impliqué dans I’apoptose des cellules ayant
subi des dommages a I’ADN en leur empéchant I’entrée en phase S du cycle cellulaire ; sa perte

de fonction entraine les cellules dans une croissance incontrolée (Gao et al., 1997; Shen &
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Abate-Shen, 2010). Des analyses de séquencage ont montré une co-délétion ou une co-mutation
de PTEN et P53 dans des cancers de la prostate agressifs, létaux et résistants a la castration
(Grasso et al., 2012). Par ailleurs, d’autres études ont montré que la perte de PTEN et de P53

conférait une faible survie pour les patients (Markert et al., 2011).

Enfin, I’inactivation par phosphorylation de pRb, mise en évidence dans plusieurs
cancers dont le cancer de la prostate (Bookstein et al., 1990; Hanahan & Weinberg, 2000),
entraine une stimulation de la transcription de génes impliqués dans la transition G1/S, et ainsi,

la prolifération anarchique des cellules.

Espace extracellulaire

Voie de signalisation
PISK/Akt/mTOR

Voie de signalisation
MERK

d RN

Croissance cellulaire Migration cellulaire
Prolifération cellulaire Invasion cellulaire

I’ADN

Figure 20 : L’activation d’Akt médie la tumorigénése et la résistance thérapeutique a travers
plusieurs mécanismes.

Modifié d’aprés (Chang et al., 2015).

iii. Altération des génes régulant la prolifération et ’apoptose

Des conséquences des deux points abordés ci-dessus sont la prolifération anormale des
cellules ainsi qu’une capacité a éviter la mort cellulaire, notamment I’apoptose. L’évitement de
I’apoptose dans les cellules passerait entre autre par la surexpression de Bel2 précédemment
abordée. En effet, dans la prostate normale, son expression est limitée aux cellules basales
(Hockenbery et al., 1991) , sa surexpression dans les cellules de carcinomes de la prostate
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LNCaP protege ces derniéres de 1’apoptose induite par une déplétion androgénique (Raffo et
al., 1995). De plus, un lien entre la résistance a la chimiothérapie et la surexpression de Bcl-2 a
été mise en évidence, faisant de Bcl-2, une caractéristique d’un cancer de la prostate avancé et

réfractaire aux hormones (McDonnell et al., 1997; Tu et al., 1995).

La prolifération anormale et anarchique des cellules lors de la carcinogenese est
soutenue par des dérégulations au niveau des voies de signalisation impliquées dans la survie
et la prolifération cellulaires mais aussi dans 1’apoptose. Ainsi, des altérations des voies de
signalisation PI3K/Akt, et Myc précédemment abordés, mais aussi des MAPK (Mitogen-
activated protein kinases), ont été mises en évidence dans le cancer de la prostate. En effet,
’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt est retrouvé dans la plupart des tumeurs solides
et promeut la survie comme dit précédemment, mais également 1’adhésion, la migration,
I’invasion et I’angiogené¢se (Bader et al., 2005; Karar & Maity, 2011). Aussi, une altération de
la voie des MAPK est retrouvée dans environ 5% des tumeurs primaires et dans environ 8%

des métastases (Armenia et al., 2018).
Iv. L’altération de AR

Le cancer de la prostate est un cancer androgéno-dépendant (Huggins & Hodges, 1972).
En effet, les androgénes sont nécessaires a la physiologie de la glande prostatique mais sont
également cruciaux pour la survie des cellules tumorales. AR est un facteur de transcription
régulant ’expression de génes (EGF-R, c-myc, cavéoline-1) impliqués dans la mise en place et
la progression du cancer de la prostate (Suzuki et al., 2003). En effet, ces génes sont impliqués
dans la survie, la prolifération et 1’invasion cellulaire (Bernard et al., 2003; Li et al., 2001,
Terring et al., 2003, p. 1). La stabilité de AR, sa translocation nucléaire et son activité
transcriptionnelle sont augmentées suite a des mutations et des modifications post-
traductionnelles (Abate-Shen & Shen, 2000; Gioeli et al., 2006). Par ailleurs, les androgénes,
via leur récepteur régulent également 1’apoptose des cellules prostatique en régulant
négativement 1’accumulation des céramides, sphingolipides (Eto et al., 2003). AR est souvent
surexprimé dans les premiers stades de la tumorigénese prostatique et est egalement impliqué

dans les phénomenes de résistance aux thérapies (Grasso et al., 2012; Robinson et al., 2015).

L’augmentation de I’activité de AR est en partie responsable des fusions des génes E-

twenty six (ETS) dont nous parlerons dans le prochain paragraphe.
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v. Les fusions TMPRSS2-ERG

Il s’agit de fusions entre TMPRSS2, un géne régulé par les androgénes et le plus
souvent, le gene ERG (ETS-related gene) appartenant a la famille des facteurs de transcription
ETS. Ces altérations chromosomiques sont souvent retrouvees dans les tumeurs solides
humaines (Clark et al., 2007, 2008), et plus particulierement dans le cancer de la prostate. En

effet, 70% des cancers de la prostate présentent ces fusions (Petrovics et al., 2005).

L’ADN nucléaire est principalement au centre de ces dérégulations. Cependant, des
dérégulations intervenant au niveau de I’ADN mitochondrial (ADNmt) ont ¢galement été mis
en lien avec I’initiation et la progression du cancer de la prostate. Nous en parlerons dans la

deuxiéme partie de cette introduction bibliographique.
vi. Les altérations épigénétiques

Les marques épigénétiques sont des résultats de mécanismes réversibles, transmissibles
et adaptatives modifiant I’expression des geénes sans pour autant changer la séquence
génomique (Boskovi¢ & Rando, 2018). Ainsi, un méme génome peut s’exprimer différemment
en fonction des modifications épigénétiques, ce qui explique les différences existant entre des
jumeaux partageant le méme génome. Les modifications épigénétiques sont induites par
I’environnement (cellulaire mais également nos comportements : Stress, alimentation,
tabagisme). Elles se manifestent par des méthylations, acétylations sur I’ADN ou sur les

protéines structurales de I’ADN (Deans & Maggert, 2015).

Des modifications épigénétiques ont été mises en évidence dans plusieurs pathologies
dont le cancer, notamment les cancers solides dont le cancer colorectal ou leurs roles sont bien
établis. De méme, dans le cancer de la prostate, des marqueurs épigénétiques ont été associés
au statut des récepteurs androgéniques et a la réponse au traitement (Saramaki et al., 2006;
van Leenders et al., 2007; Wu et al., 2015). De plus, les modifications de genes comme PTEN,
Whnt ou intervenant également au niveau des téloméres, précédemment abordées peuvent étre
les résultats d’altérations épigénétiques (Covey et al., 2007; Jafri et al., 2016; Murillo-Garzon
& Kypta, 2017). Par ailleurs, 1’inflammation, un processus réglant la tumorigénese prostatique,
et qui sera abordée dans le prochain paragraphe, est également liée a des modifications

épigénétiques (de Santa et al., 2007).
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b. Processus majeurs régulant la tumorigenese prostatique

Ces modifications au niveau des génes énonceées ci-dessus en plus de celles non citées
(altération de la voie de signalisation des MAPK par exemple) ont pour conséquence des
processus intervenant dans la mise en place et la progression du cancer de la prostate tels que
I’inflammation, la sénescence, la réactivation des voies développementales etc. Ces derniers

influent également en retour sur la régulation de 1’expression des génes précédemment cités.
I. L’inflammation

Le début de la carcinogénese prostatique ainsi que sa progression sont caracterisés par
un statut inflammatoire bien établi (Bardia et al., 2009; De Marzo et al., 2003, 2007; Haverkamp
etal., 2008; Klein & Silverman, 2008), mis en évidence par la présence de certaines chimiokines
(comme par exemple I’interleukine 5 (IL-5), C-X3-C Motif Chemokine Ligand (CX3CL1)).
L’expression de ces derniéres permet de prédire 1’évolution du cancer de la prostate apres une

prostatectomie (Blum et al., 2008).
ii. Le stress oxydant

L’ age est le facteur le plus important dans le cancer de la prostate, du fait de son effet
sur le statut d’oxydation des cellules (DeWeese et al., 2001; Khandrika et al., 2009; Minelli et
al., 2009). Ce dernier parametre serait également a la base de la carcinogenése prostatique. Le
stress oxydant est induit par une dérégulation de 1’équilibre entre les espéces oxygénées
réactives (ROS) créant des dommages (lipidiques, protéiques et génomiques), et les enzymes
responsables de la détoxification. Comme évoqué précédemment, il a été reporté une
diminution de I’expression de protéines intervenant dans la détoxification de la cellule dans le
cancer de la prostate. En effet, I’expression de ces enzymes (superoxydes dismutases 1 et 2
(SOD1 et 2), est diminuée dans les phases intermédiaires (néoplasie intra-épithéliales et
carcinome) ; leur diminution est corrélée a une augmentation des adduits oxydés de I’ADN
(Bostwick, Alexander, et al., 2000) . De plus, la fusion des genes précédemment abordée

pourrait étre une conséquence du stress oxydant (Mani et al., 2016).
iii. La sénescence cellulaire

La sénescence est un processus physiologique a 1’origine du vieillissement cellulaire.
p phy g1q g

La sénescence n’est pas une mort cellulaire en tant que telle : en effet, les cellules survivent
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mais perdent leur capacité a se diviser par un arrét de leur cycle cellulaire. Il se produit alors
une lente dégradation des fonctions cellulaires (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; Courtois-
Cox et al., 2008; d’Adda di Fagagna, 2008; Evan & d’Adda di Fagagna, 2009). La sénescence
a été décrite a la fois comme étant induite par des oncogenes (par la formation des ROS par
exemple), mais également comme un phénomene suppresseur de tumeurs, ce qui pourrait
expliquer les différences entre les cancers latents et les cancers agressifs (Calcinotto et al., 2019;
Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; Mufioz-Espin & Serrano, 2014; Reimann et al., 2010;
Serrano et al., 1997).

La sénescence est la mort privilégiée en radiobiologie ; un des buts recherchés en
radiobiologie étant d’empécher les cellules cancéreuses de se diviser. En effet, les dommages
induits a I’ADN suite a une irradiation et non réparables par la cellule vont induire I’activation
constitutive de la voie ATM-P53-P21, aboutissant a un arrét définitif du cycle cellulaire en
phase G1 (Sabin & Anderson, 2011).

iv. Les télomeéres

Les telomeres sont les extrémités des chromosomes, des régions répétitives, a priori non
codantes, essentielles au maintien de 1’intégrit¢é de I’ADN. Ils raccourcissent avec 1’age,
I’inflammation et les dommages a I’ADN. Des études ont montré une corrélation positive entre
la présence de télomeres courts et un risque ¢€levé de développer des maladies liées a 1’age.
Ainsi, méme dans un contexte inflammatoire, rappelons-le, présent dans la carcinogenése
prostatique, et malgré les divisions cellulaires illimitées, induisant potentiellement un
raccourcissement des télomeres, les cellules échappent a la mort cellulaire tout en ayant des
télomeéres courts mais stables, ceci par ’activité des oncogénes. Plus précisément dans le cancer
de la prostate, il a été mis en évidence une anormalité de la longueur des télomeres. Ceci serait
un événement précoce survenant dans 1’initiation de la tumorigeénese prostatique (Meeker et al.,
2002, 2004). Les télomérases sont des enzymes responsables du maintien de la stabilité des
télomeres. L expression du gene codant la télomérase ainsi que 1’activité des télomérases sont
augmentées dans la progression de la pathologie, permettant aux cellules de pouvoir se diviser
indéfiniment (Jafri et al., 2016; Koeneman et al., 1998).
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v. La réactivation des voies développementales

Il a été mis en évidence une reprogrammation génique dans la carcinogénese
prostatique. En effet, plusieurs études ont montré une forte expression de génes impliqués dans
I’organogenese de la prostate (Pritchard et al., 2009; Schaeffer et al., 2008). C’est I’exemple de
la voie de signalisation wnt/p-caténine (Wang et al., 2008) toutefois controversée par la mise
en évidence d’une corrélation inverse entre 1’activation de cette voie et la progression du cancer
de la prostate. La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh), jouant un rdle clé dans
I’organogenese, semble également étre activée, méme si le mécanisme n’est pas totalement
élucide (Karhadkar et al., 2004; Sanchez et al., 2004; Yauch et al., 2008, p. 200). Enfin,
I’activation de la voie de signalisation du FGF (Fibroblast Growth Factor), responsable de
I’activation des MAPK, intervenant également dans la tumorigénese prostatique, a été
également démontrée dans la mise en place et la progression du cancer de la prostate (Acevedo
et al., 2007; Memarzadeh et al., 2007).

Nombreux sont les mécanismes impliqués dans I’initiation et la progression de la
tumorigénése prostatique. Plusieurs mécanismes restent toutefois a élucider, mais au vu des
données, les cancers et plus particuliérement dans notre cas, le cancer de la prostate, sont une
résultante de ces déreéglements qui peuvent survenir concomitamment ou se suivre, faisant ainsi
entrer la cellule dans une boucle ; ces différents événements pouvant étre les causes et les

conséquences des uns et des autres.
2. Les étapes de la carcinogenése prostatique
a. L’atrophie inflammatoire proliférative

Il s’agit de lésions hypertrophiques corrélées a la prolifération de 1’épithélium
glandulaire, une atrophie du stroma associée a de 1’inflammation et une fibrose (De Marzo et
al., 1999). La PIA est souvent localisée a la périphérie de la glande et il a été observé des
transitions vers des stades pré-malins, ce qui suggererait une connexion entre PIA et cancer.
Cependant, du fait de manque de données moléculaires avérés, son implication dans la cinetique
de la carcinogenese est souvent remise en question (Tomlins et al., 2007). Cette étape, proposee
comme une réponse proliférative aux dommages environnementaux, reste toutefois caractérisée
par une dérégulation de la balance prolifération/mort cellulaire, des anormalités moléculaires

dues au stress oxydant, mais aussi, par une infiltration de cellules inflammatoires
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(mononucléaires et ou polynucléaires neutrophiles) a la fois dans 1’épithélium et le stroma
(Joshua et al., 2008).

b. La néoplasie intra-épithéliale (PIN)

La PIN correspondrait a I’ensemble des Iésions initiatrices de I’adénocarcinome
prostatique : la transition entre 1’épithélium sain et la PIN fait intervenir plusieurs altérations
qui se mettraient en place durant cette étape (Tomlins et al., 2007). En effet, les PIN et
carcinomes sont caractérisés par des similarités cytologiques et des altérations et marques
génetiques communes. Cette étape est caracterisée par la désorganisation de 1’épithélium, la
présence d’un nucléole proéminent ainsi que 1’élargissement du noyau au sein de la cellule et
I’augmentation de la densité du cytoplasme, la rendant facilement identifiable. Quatre
architectures différentes des PIN ont été mis en évidence : en touffe, micropapillaire, cribiforme
et plate (Figure 21). Ces quatre formes majeures n’influent cependant pas sur le pronostic
(Abate-Shen & Shen, 2000; Bostwick, Liu, et al., 2004). Les PIN peuvent également étre
classées en lésions de bas grade (LGPIN : low grade PIN) et en lésions de haut grade (HGPIN :
high grade PIN), en fonction de leurs caractéristiques histologiques et cytologiques. Les
HGPIN sont constituées des PIN de grade 2 et 3, souvent associés au cancer de la prostate et
considérés comme facteur de risque et des lésions précancéreuses (Bostwick, Burke, et al.,
2004; Bostwick, de La Roza, et al., 2003; Bostwick, Qian, et al., 2003; Joniau et al., 2005, p.
200; McNeal & Bostwick, 1986).
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c. Le carcinome

Le carcinome et les HGPIN présentent des altérations semblables, notamment
concernant les marqueurs de différenciation ainsi que les anomalies chromosomiques mais
contrairement aux HGPIN, les carcinomes se caractérisent par une rupture de la lame basale.
La tres forte activité de prolifération des cellules épithéliales basales et luminales, induit une
augmentation des sécrétions prostatiques (phosphatase acide prostatique, B-inhibine) et de
marqueurs de diagnostic comme le PSA (détectable au niveau plasmatique) ainsi que des
marqueurs d’agressivité. Lorsque le cancer devient plus agressif, ces cellules iront envahir le
tissu de soutien ainsi que les acini adjacents et les organes voisins (vésicules séminales, vessie

ou rectum), créant ainsi des métastases (Wittekind et al., 2002).
d. La dissémination métastatique

C’est le stade ultime des cancers de la prostate. La perte d’adhérence des cellules
tumorales entre elles d’une part et entre elles et la matrice extracellulaire d’autres part, permet
la dissémination des cellules dans les systémes sanguins et lymphatiques, leur permettant de
former d’autres tumeurs a distance de la tumeur primaire. Les métastases du cancer de la
prostate sont souvent retrouvées au niveau des poumons, des glandes surrénales, du foie, des
ganglions lymphatiques, des os et du cerveau. L’os reste le site préférentiel de métastases chez
I’homme (environ 90% des cas) (Bubendorf et al., 2000; Salvati et al., 2005; Tantivejkul et al.,
2004; Zeng et al., 2005). Plusieurs mécanismes sont & la base de la dissémination métastatique.

i. La Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

L’idée que des cellules épithéliales puissent perdre leurs caractéristiques pour acquérir
celles de cellules mésenchymateuses a émergé dans les années 1980 suite aux observations
d’Elizabeth Hay (Hay, 1995). La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus
biologique par lequel les cellules épitheliales acquierent la capacité de migrer et d’envahir
d’autres tissus. Il s’agit en effet d’une reprogrammation génétique qui permet a des cellules
épithéliales d’acquérir un phénotype mésenchymateux, perdant ainsi leur interaction cellule-
cellule, leur polarité apico-basale, subissant une réorganisation du cytosquelette, un

changement de forme cellulaire, acquérant des capacités a dégrader la matrice cellulaire ainsi
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que des propriétés migratoires. Elles conservent toutefois certaines caractéristiques épithéliales.
La TEM implique la perte d’expression de genes responsables du phénotype épithélial
(cadhérine E, occludine, claudine) et la promotion de 1’expression de génes impliqués dans le
phénotype mésenchymateux (cadhérine N, vimentine, fibronectine) (Xu et al., 2009). Toutes

les cellules épithéliales n’en sont cependant pas capables (Lamouille et al., 2014).

La TEM met en jeu la coopération de plusieurs voies de signalisation (PI3K/AKkt,
MAPK, Wnt) et des acteurs dont le TGF-, impliqués dans la modulation de plusieurs facteurs
de transcription tels que SNAIL, SLUG, TWIST impliqués dans la régulation des marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux (Figure 22) (Peinado et al., 2007). Par ailleurs, il a été démontré
que la mise en place de la TEM était corrélée a une résistance a la sénescence et a I’apoptose
(Thiery et al., 2009).
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Figure 22: Mécanismes et acteurs impliqués dans le déroulement de la transition épithélio-

mésenchymateuse.

PATJ: PALS1-associated tight-junction protein. LGL: Letal Giant Larvae. Crumbs et PATJ font

partie du complexe Crumbs qui définit le compartiment apical et LGL fait partie du complexe Scribble
qui définit le compartiment basal. Modifié d’aprés Dongre & Weinberg, 2019.

ii. Le role du stroma et du microenvironnement

Le remodelage de la matrice au niveau de sa composition et de son organisation est

essentiel a la dissémination des cellules. En effet, il permet la survie et la dissémination des

cellules tumorales. Ainsi, les métalloprotéinases (MMP), des sérine-protéases et les
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endopeptidases zinc-dépendantes sont entre autres responsables de la dégradation de la lame
basale et de la matrice cellulaire (Kessenbrock et al., 2010). MMP2 et MMP9 sont impliquées
dans I’invasion et la dissémination des cancers de la prostate (Brehmer et al., 2003; London et
al., 2003; Mehta et al., 2003). En effet, le microenvironnement joue un réle non négligeable
dans la physiologie des tissus sains mais aussi pathologiques : lors d’expérimentations au cours
desquelles des cellules DU145, de phénotype épithélial, ont été mises en interaction avec des
fibroblastes, il a été observé une modification de la matrice extracellulaire et une accélération
des capacités invasives des cellules DU145. La production de protéines matricielles
structurelles, de facteurs de croissance et de métalloprotéinases matricielles par les fibroblastes

a permis cela (Ojalill et al., 2020).

Durant la progression tumorale, le stroma devient également réactif et présente un état
semblable a un tissu blessé en cours de réparation. Plusieurs voies de signalisation et de
production de facteurs de croissance sont altérées au cours de ce processus, et responsables de
la production de TGF-B, des cytokines, de la vimentine, favorisant ainsi I’angiogenese
(formation de nouveaux vaisseaux sanguins) et la TEM (Andersen et al., 2018; Dakhova et al.,
2009). L’angiogenése est un processus essentiel a la survie des tumeurs et concomitant a leur
formation. La balance existant entre la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques et les facteurs
anti-angiogeéniques se retrouve dérégulée et en faveur de la sécrétion de facteurs pro-
angiogéniques tels que VEGF (également régulé par AR (Joseph et al., 1997)), PDGF, HGF.
Les facteurs anti-angiogéniques (angiotensine, TSP1) quant a eux se retrouvent inhibés (Russo
et al., 2012). Les MMP interviennent également dans la formation des nouveaux vaisseaux en
dégradant la matrice extracellulaire, participant ainsi, également au statut inflammatoire qui se

met en place lors de la tumorigénése.

Enfin, I’infiltration des tumeurs par des cellules immunitaires permet le maintien ou la
dissolution de ce microenvironnement inflammatoire (Hanahan & Weinberg, 2011). En effet,
par la production de chimiokines ou de cytokines, de facteurs de croissance, des ROS, les
cellules immunitaires communiquent et interagissent avec les cellules tumorales. Ainsi, par
exemple, la présence de TGF-B influe sur les capacités pro et antitumorales des neutrophiles
(Fridlender et al., 2009). De méme, 1’expression de AR par des macrophages ayant infiltré
I’environnement tumoral impacte positivement ’acquisition de capacités migratoires et
invasives par les cellules cancéreuses de la prostate (Cioni et al., 2020). En somme, le

microenvironnement tumoral est effectivement composé de différents types de cellules, y
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compris des cellules mésenchymateuses et cellules immunitaires residentes et infiltrantes. Cette
derniére catégorie de cellules regroupe les cellules de I’'immunité acquise mais aussi de
I’immunité innée, qui selon les facteurs environnementaux vont agir comme des facteurs pro-
tumoraux en induisant une inflammation ou anti-tumoraux en activant I’immunité tumorale. La
balance entre ces deux événements déterminera la progression de la carcinogenese (Corn, 2012;
Lin & Karin, 2007; Wang et al., 2017).

iii. La colonisation métastatique

C’est I’étape ultime de la dissémination métastatique. Les cellules tumorales en
subissant la TEM acquierent ainsi des capacités leur permettant de traverser les parois des
vaisseaux sanguins afin de former des métastases. Le principal site de formation de métastases
du cancer de la prostate est I’os (Figure 23). En effet, I’interaction entre la chimiokine CXCL12
et son récepteur CXCR4 induite par SLUG, permet la migration des cellules tumorales
prostatiques vers 1’0s, ceci, par I’activation d’Akt-1 et de MMP9 (Chinni et al., 2006; Uygur
& Wu, 2011).

Toutefois, toutes les cellules ayant traversé les vaisseaux ne parviennent cependant pas
toutes a coloniser de site a distance de la tumeur primaire. En effet, certaines sont éliminées par
le systeme immunitaire. Dans ce contexte, le microenvironnement a également son importance :
une autre partie des cellules peuvent entrer dans un état de dormance pouvant durer plusieurs
années, di au manque de facteurs nécessaires a leur prolifération dans le nouvel
microenvironnement ou par l’action de facteurs du nouvel microenvironnement qui le
maintiennent dormantes. Dans 1’os, plusieurs facteurs comme BMP7 (Bone Morphogenetic
Protein), un membre de la superfamille du TGF-$, ou WNTS5A ont été mis en évidence dans la
dormance des cellules tumorales (Kobayashi et al., 2011; Ren et al., 2019).
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Figure 23: Principaux sites métastatiques du cancer de la prostate.

D’aprés Pasoglou et al.,2016.

C. Facteurs de risque et d’agressivité

Le bon fonctionnement de I’organisme est assuré entre autres, par une balance entre la

survie et la mort cellulaire. Cette balance peut étre influencée dans un sens comme dans 1’autre
par divers événements. Dans le cas des cancers, comme évoqué ci-dessus, ces événements
peuvent faire intervenir des oncogenes, des altérations géniques, des anomalies dans
I’expression de genes suppresseurs de tumeurs, mais également des altérations épigénétiques
ou encore métaboliques. L’environnement tumoral a également son importance dans le
processus de tumorigénese. Ainsi, I’accumulation progressive de ces différents événements
initierait la tumorigénese. La diversité des cancers, tant au niveau du tissu ou de 1’organe touché,
gu’au niveau des facteurs mis en jeu, mais €¢galement au niveau de 1’individu atteint, rend cette

pathologie particulierement difficile a définir. Toutefois, six caractéristiques ou encore
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« hallmarks » ont été déterminés et permettent de mettre en évidence des points communs entre

les différents cancers (Hanahan & Weinberg, 2000). Elles regroupent :

- une autosuffisance vis-a-vis des signaux de prolifération
- une insensibilité face aux signaux antiprolifératifs

- un évitement de 1’apoptose

- une induction de 1’angiogenese

- un potentiel réplicatif illimite

- une capacité d’invasion des tissus et de formation de métastases

Une meilleure compréhension de la complexité des mécanismes de régulations et des
différentes interactions survenant dans le microenvironnement tumoral a permis de mettre a

jour les précédents points et d’en proposer quatre nouveaux :

- les dérégulations du métabolisme énergeétique
- les mutations et instabilités génomiques
- I’inflammation pro-tumorale et

- la capacité d’échapper au systeme immunitaire

Ces hallmarks sont présentées dans la Figure 24 (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Hallmarks
émergents

Evitement des
Prolifération

suppresseurs de

Résistance a la Immortalité
mort cellulaire réplicative

: s Invasion et
métastase
Caractéristiques
habilitantes

Figure 24: "Hallmarks" des cancers.
Modifié d'aprées Hanahan & Weinberg, 2011
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D’une maniére générale, la cellule tumorale provient d’une cellule saine, qui suite a des
stress de diverses natures, se retrouve avec un potentiel de prolifération et de survie accrue,
d’une résistance a la mort cellulaire, puis par la suite d’une capacité a migrer et envahir d’autres
tissus ou organes. Ces cellules tumorales, grace a ces derniéres capacités vont ainsi former des
tumeurs au-dela de l’organe ou du tissu dont elles proviennent : c’est la formation des
métastases, un des signes de leur agressivité. Parmi les stress responsables de ces
transformations, seuls quatre ont été clairement établis comme facteurs de risque ; ils sont
intrinseques au patient et ne peuvent donc pas étre modifiés : ce sont 1’dge, 1’origine ethnique,
les antécédents familiaux de cancers de la prostate et les prédispositions génétiques. Cependant,
de nombreuses études suggérent I’implication de facteurs dits extrinséques, car plut6t liés a
I’environnement qu’au patient et qui pourraient donc étre potentiellement modifiables.
L’association des facteurs génétiques et environnementaux pourrait expliquer les variations

ethniques et géographiques de I’incidence des cancers de la prostate.

1. Les facteurs endogenes ou intrinseques
a. L’dage

Il a été démontré que la survenue d’un cancer dans un tissu était corrélée de fagon trés
significative au nombre de divisions cellulaires des cellules souches présentes dans ce tissu
(Tomasetti & Vogelstein, 2015). Le risque de développer un cancer de la prostate augmente
avec 1’age : en effet, alors qu’il reste exceptionnel avant 45 ans et rare avant 50 ans, il présente
un pic entre 75 et 79 ans (HAS 2012). L’age médian au diagnostic est de 71 ans environ. Cette
influence du vieillissement sur 1’oncogenese prostatique est multifactorielle. Cela peut
s’expliquer d’une part par 1’augmentation des fréquences des cassures d’ADN, créant un
environnement propice aux mutations et au développement de cancers (Bostwick, Burke, et al.,
2004). Ces cassures s’expliquent par I’accumulation des espéces oxygénées réactives (ROS)
qui induisent la formation d’adduits a I’ADN. D’autre part, une autre hypothése serait la
diminution du taux d’androgénes, survenant avec 1’dge et entrainant des dérégulations
moléculaires au niveau des cellules épithéliales (résistance a 1’apoptose, transformation et
différenciation cellulaires). Cette derniéere hypothese a été émise en observant une induction de
la croissance tumorale suite au sevrage des androgenes dans le cadre de traitements du cancer

de la prostate. Avec le temps, I’adaptation des cellules tumorales a de faibles taux d’androgenes
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meéne a une évolution de la tumeur vers une indépendance vis-a-vis des androgénes, et donc a

des formes plus agressives et plus mortelles de la pathologie (Algarté-Génin et al., 2004).
b. Les facteurs genétiques et épigénétiques

L’origine ethnique : Les hommes africains et afro-américains présentent un risque 1,6
fois plus élevé de développer un cancer de la prostate que les hommes caucasiens (Jack et al.,
2007). Les hommes d’origine asiatique, vivant dans leur pays d’origine sont moins sujets a cette
pathologie. Ces différences pourraient étre expliquées par plusieurs facteurs : différences

génetiques, expositions aux facteurs environnementaux (Bostwick, Burke, et al., 2004).

Les antécédents familiaux de cancers de la prostate et prédispositions génétiques:
On distingue deux formes de cancers de la prostate d’un point de vue épidémiologique : les
cancers héréditaires et les cancers sporadiques. Les cancers héréditaires surviennent plus
précocement (en moyenne 6 a 7 ans plus tot et représentent 43% des cancers diagnostiqués
avant 55 ans) et sont plus agressifs (Bratt, 2002). Les risques de développer un cancer de la
prostate doublent lorsqu’il existe une parenté au premier degré avec une personne ayant
développé la pathologie ; ces risques augmentent avec le nombre de ces parentés (Bruner et al.,
2003; Johns & Houlston, 2003; Kicinski et al., 2011). Les risques augmentent de 19 a 24% pour
les hommes dont la mére est touchée par un cancer du sein (Chen et al., 2008; Hemminki &
Chen, 2005). Environ 20% des cancers de la prostate sont associés a un antécédent familial.
Cependant, contrairement a d’autres types de cancers, a ce jour, aucun géne avec une forte
pénétrance associée au cancer de la prostate n’a été identifié. Dans la majorité des cas, cette
hérédité est polygénique (95%) et implique une combinaison défavorable de variants
génétiques : en effet, plus d’une centaine de variants génétiques ont été associés a une
augmentation des risques de développer un cancer de la prostate. Les cancers de la prostate a

hérédité monogeénique restent rares : 5 a 9% des cas (Al Olama et al., 2014; Ferlay et al., 2015).

Il est toutefois important de dissocier parmi les genes impliqués, ceux qui conférent un
caractére héréditaire de ceux qui sont fréquemment retrouvés derégulés, en liaison avec des
facteurs exogenes et souvent associés a des cancers sporadiques. Parmi les genes souvent
incriminés dans les formes héréditaires monogeéniques du cancer de la prostate se retrouvent :
BRCA2, BRCA1, ATM, CHEK2, NSB1 (Cybulski, Gorski, et al., 2004; Cybulski, Huzarski,
et al., 2004; Leongamornlert et al., 2014). Ce dernier, ainsi qu’ATM font partie du systéme de

réparation des cassures d’ADN double brin et CHEK?2 est un régulateur de p53, un acteur
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important de la cellule, impliqué dans les réparations des dommages de I’ADN. Enfin, BRCALl
et BRCA2 sont des génes suppresseurs de tumeurs, chargés de la maintenance de I’intégrité

génomique en participant entre autres a la réparation de I’ADN.

Les modifications epigénétiques précedemment abordées sont également un lien entre
les facteurs endogeénes et les facteurs exogénes que nous allons aborder par la suite. En effet,
les facteurs environnementaux et nutritionnels ont un impact sur le maintien des marques
épigénétiques, qui a leur tour vont influencer I’expression de génes impliqués dans le

développement du cancer de la prostate.
2. Les facteurs exogenes et facteurs d’agressivité

Selon plusieurs études, 1’alimentation pourrait jouer en faveur ou protéger du
développement du cancer de la prostate. Des études ont montré une association positive entre
la consommation de la vitamine A préformée (retrouvée dans les aliments d’origine animale,
les produits laitiers et les poissons), et cancers de la prostate (Paganini-Hill et al., 1987). Les
hommes qui consomment beaucoup de calcium ont une probabilité plus élevée de développer
un cancer avancé de la prostate, cette forte consommation de calcium inhibant la formation de
1,25-(OH)2Ds qui a un réle protecteur (Giovannucci, 1998, 2007; Schwartz & Hulka, 1990). En
revanche, la relation entre la présence de vitamine A dans le sérum et le risque de développer
un cancer de la prostate est plus incertaine (Hsing et al., 1990). Toutefois, d’autres études ont
montré des résultats controversés en démontrant par exemple les effets positifs de dérivés de
caroténoides végétaux, comme les lycopeénes, sur le développement du cancer de la prostate
(pour revue Matsushita et al., 2020). Néanmoins, nombreuses sont les études épidémiologiques
ayant montré qu’un régime alimentaire dit « occidental » serait un facteur d’agressivité
probable du cancer de la prostate (Yang et al., 2015). En effet, le microbiote intestinal
contribuerait a la tumorigénese dans certains organes, dont la prostate : en étant fortement
influencé par le mode de vie (alimentation, tabagisme, alcoolisme, exercices sportifs...), mais
aussi par d’autres facteurs comme 1’dge ou 1’héritage maternel (Rinninella et al., 2019), la
composition alimentaire, en ayant un effet sur le microbiote intestinal serait impliquée dans les
étapes de la carcinogenése, y compris 1’initiation, la progression et la résistance aux traitements
(Dzutsev et al., 2017; Liss et al., 2018). De plus, le rdle du microbiote dans le métabolisme et
I’immunité vient renforcer ces études (Hooper et al., 2012; Nieuwdorp et al., 2014) (pour revue
Matsushita et al., 2020).
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Parmi les éléments anti-carcinogenes, se retrouvent les molécules possédant des
propriétés anti-oxydantes (compte tenu de I’implication du stress oxydant dans le
développement du cancer de la prostate) telles que la vitamine E, la curcumine, les polyphénols,
les phytoestrogenes. Par exemple, la consommation de soja, riche en phytoestrogenes, pourrait
expliquer en partie la faible incidence de cancer de la prostate retrouvée dans les pays asiatiques
ainsi que les différences entre I’incidence du cancer de la prostate dans les populations
asiatiques ou noires ayant émigré aux Etats-Unis et 1’incidence du cancer de la prostate au sein
de la population native des Etats-Unis (Adhami et al., 2004; Adlercreutz et al., 1995; Eichholzer
etal., 1996; Kheirandish & Chinegwundoh, 2011; Kimura, 2012; Kolonel et al., 2004; Sigounas
etal., 1997; Stephens, 1997; Taylor et al., 1995; Teiten et al., 2010). Comme dit dans le Chapitre
I.1.B (Fonctions de la prostate), la prostate concentre une teneur notable en zinc en condition
physiologique. Celle-ci diminue avec I’age et dans des cas de cancers. Les raisons restent, a ce
jour, inconnues. Une complémentation en sélénium réduirait 1’incidence du cancer de la
prostate (Comstock et al., 1992), cependant, son utilisation en nutrition préventive reste
controversée (Lippman et al., 2009).

En plus des facteurs liés a 1’alimentation, I’environnement peut également avoir un
impact sur la prévalence du cancer de la prostate. En effet, méme si le cancer de la prostate est
plus fréquent dans les populations afro-américaines, qui posseédent les plus hauts taux
d’incidence, suivies par les populations caucasiennes, puis asiatiques (LlIoyd et al., 2015; Torre
et al., 2015), des études épidémiologiques ont montré une plus forte incidence du cancer de la
prostate dans les populations asiatiques vivant aux Etats-Unis par rapport a celles vivant dans
leur pays d’origine (Shimizu et al., 1991; Tsugane et al., 1990). L’implication de tel ou tel
facteur environnemental sur le développement du cancer de la prostate reste toutefois
controversée. Néanmoins, plusieurs études font ressortir qu’une forte exposition aux pesticides
(dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) ; heptachlore, bromure de méthyl), perturbateurs
endocriniens (bisphénols, polychlorobiphényles(PCB)), influerait sur le développement et la
progression du cancer de la prostate. En effet, ces agents agiraient en modulant la signalisation
des cestrogénes ou de fagon plus générale, le métabolisme des stéroides (Alavanja et al., 2003;
Driscoll & Taylor, 1980; Prins, 2008). Enfin, une accumulation significative de cadmium dans
les tumeurs prostatiques en comparaison aux tissus sains ou méme a des zones atteintes d’HBP,
ainsi qu’une corrélation positive entre I’exposition au cadmium et le développement du cancer

de la prostate ont été observées (Elghany et al., 1990; Ogunlewe & Oseghbe, 1989).
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Enfin, I’obésité comme facteur d’agressivité a été trés étudiée dans différents cancers,
et plus particulierement, le cancer de la prostate (Fujita et al., 2019, p. 20). Est considéré comme
obese, tout individu ayant un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30kg/m2 (OMS ;
Obésité/WHO). Plusieurs études ont montré un lien entre 1’obésité et le cancer de la prostate :
en effet, une méta-analyse regroupant 13 études a montré que les patients obeses ont moins de
risque de présenter un cancer local et plus de risque de présenter un cancer avancé au diagnostic
(Bhindi et al., 2014; Discacciati et al., 2012). De plus, ils répondent moins bien aux différents
traitements du cancer de la prostate : ainsi, dans un contexte d’obésité, il y a 21 %
d’augmentation de récidives aprés une prostatectomie ou radiothérapie externe par 5Kg/mz
d’IMC (Cao & Ma, 2011). Le risque de déces est également augmenteé de 15 a 20% par 5Kg/m?
d’IMC (Cao & Ma, 2011). Le lien entre I’obésité et la progression du cancer vers un cancer
agressif reste un sujet de débat dans la communauté scientifique, notamment en Europe ou cette
corrélation n’est pas retrouvée dans les ¢tudes. Les taux d’obésité sont plus importants en
Amérique du Nord qu’en Europe et en plus, les afro-américains qui présentent des cancers de

la prostate plus agressifs sont davantage touchés par 1’obésité (Keto et al., 2012).

Le cancer de la prostate est donc une pathologie hétérogéne et multifactorielle avec des
composantes intrinseques et extrinseques faiblement ou mal connues pour certaines. 1l est clair
que 1’age ainsi que certains facteurs génétiques favorisent son développement, néanmoins, les
facteurs exogenes associés aux premiers ont également un impact sur son développement et sa
progression. Il est donc important de mieux comprendre et d’identifier les symptomes, facteurs
pronostics qui permettront sa détection le plus tot possible et également, d’anticiper sa

progression.
D. Diagnostic du cancer de la prostate
1. Symptdmes

Les premiers signes sont souvent les troubles urinaires, mais ces derniers sont le plus
souvent dus a une HBP, qui peut tout aussi bien coexister avec le cancer. En effet, la plupart
des cancers de la prostate restent asymptomatiques. Lorsqu’ils atteignent des stades
relativement avanceés, les symptémes les plus souvent retrouvés sont une hématurie (présence
de sang dans les urines) une obstruction des voies urinaires, une impuissance sexuelle, et des
douleurs et/ou dysfonctionnements d’organes (cedémes des membres inférieurs, douleurs

0sseuses) causés par la présence de metastases.
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Il existe toutefois des mesures préventives qui permettent la détection de la pathologie

a des stades précoces.
2. Dépistage

Le cancer de la prostate restant asymptomatique pendant trés longtemps, une
problématique de santé publique est de pouvoir le dépister, c’est-a-dire, le détecter avant
I’apparition des symptomes. Ceci a une importance capitale dans le cas des cancers car
détectées a un stade précoce, ces pathologies sont plus faciles a traiter et présentent des chances

de survie plus élevées.
a. Détection précoce

L’association Francaise d’Urologie (AFU) propose une stratégie de détection précoce
du cancer de la prostate qui repose sur la recherche de facteurs de risque familiaux et ethnique,

couplée a un toucher rectal et un dosage du PSA.

Toucher rectal : Le cancer de la prostate ainsi que I’HBP se manifestant par une
augmentation du volume de la prostate, cet examen permet de faire la différence entre les deux
pathologies, puisque, rappelons-le, le cancer de la prostate se développe fréquemment dans la
zone périphérique, facilement accessible lors d’un toucher rectal, contrairement a I’HBP qui se
développe dans la zone transitionnelle. Cet examen permet donc d’analyser le volume, la
consistance et la texture de la surface de la prostate. Il reste tout de méme peu sensible (dans
les cas de tumeurs peu développées et donc difficilement palpables) mais permet la détection
de certains cancers alors que le dosage de PSA est normal (INCa: synthese sur les bénéfices et

risques d’un dépistage de cancer de la prostate par dosage du PSA).

Dosage de PSA : Un dosage de PSA est également réalisé. La fiabilité de ce marqueur
reste toutefois controversée puisque le PSA manque de spécificité et présente une faible
stabilité. En effet, cette analyse implique un dosage sérique du PSA total et méme si les taux
entre 4 et 10ng/mL sont considérés comme suspects, les valeurs normales restent actuellement
mal déterminées (Lilja et al., 2007). L’European Association of Urology (EAU) atteste qu’en
dessous de 4ng/mL, les risques sont faibles (Tableau 1) (Mottet et al., 2017). Nous aborderons
le score de Gleason dans un paragraphe ci-dessous. Afin de pallier a ces problemes, un

paramétre supplémentaire tel que la densité du PSA (rapport entre taux de PSA et le volume de
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la prostate déterminé par ultra-sons) pourrait aider au diagnostic du cancer de la prostate. Le
rapport PSA libre/ PSA total pour les hommes ayant un taux de PSA compris entre 4 et 10ng/mL
permet de diriger vers un diagnostic positif ou non : un ratio faible (inférieur a 0,23) est en
faveur d’un cancer de la prostate. Ce test nécessite toutefois une attention particuliére lors du
prélévement et de 1’analyse, le PSA étant instable, comme précédemment évoqué, mais
permettrait d’augmenter la spécificité du diagnostic et réduire ainsi le nombre de biopsies

inutiles (de la Taille et al., 1997).

Tableau 1: Corrélation du taux de PSA et des risques de développer un cancer de la prostate
selon les données de I’EAU (Mottet et al., 2017).

Taux du PSA (ng/mL)| Risque de cancer de la prostate (%) Risque d’un score de Gleason =7
(%)
0,0-0,5 0,6 0,8
0,6-1,0 10,1 1,0
1,L1-2,0 17,0 2,0
2,1-3,0 23,9 4,6
3,1-4,0 26,9 6,7

La cinétique du PSA, ¢’est-a-dire, le temps (exprimé en mois) nécessaire au doublement
du taux de PSA ou sa Vvélocité qui correspond a 1’augmentation absolue annuelle de la valeur

du dosage de PSA est quant a elle utilisée pour le suivi du traitement.

L’AFU, I’'INCa et la HAS recommandent le toucher rectal et le dosage de PSA, a partir
de 50 ans en I’absence de facteurs de risques et des 45 ans en présence de facteurs de risque
(INCa: syntheése sur les bénéfices et risques d’un dépistage de cancer de la prostate par dosage
du PSA). Cependant, dans son ensemble, le dépistage précoce pose quelques

problémes/incertitudes liés:

- Au manque de spécificité et de stabilité du PSA

- Au manque de sensibilité du toucher rectal

- Au manque d’¢éléments permettant, une fois le diagnostic posé, de distinguer les
cancers qui resteront latents pendant plusieurs années et qui ne nécessiteront pas
de traitements (environ 50% des cancers de la prostate) de ceux qui deviendront
assez rapidement agressifs et qui nécessitent impérativement d’étre traités,

sachant que les traitements (souvent de la chirurgie ou de la radiothérapie)
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présentent des effets secondaires importants, affectant la qualité de vie des

patients (Thompson et al., 2004).

Néanmoins, il existe d’autres marqueurs de diagnostics et de pronostic, qui permettent
de limiter ces incertitudes. Des examens histopathologiques et cytologiques se font sur des
¢chantillons sont obtenus par biopsie transrectale, généralement précédé d’une IRM dans le but
de repérer la localisation probable du cancer. La biopsie se fait a 1’aiguille et est guidée par
échographie. Elle se fait de 1’apex vers la base et de latéral a postéricur dans la zone
périphérique. Dix a douze « carottes » sont prélevées de la prostate et analysées afin de détecter
la présence éventuelle de cellules cancéreuses (Rozet et al., 2016). Leur taille et leur longueur
peuvent avoir des influences sur le taux de détection. Ceci n’est pas sans complication car il
peut survenir suite aux biopsies une infection du tractus urogénital, voire une septicémie. Si
besoin, une biopsie des vésicules séminales et de la zone de transition peut également étre
réalisée. Un anatomopathologiste analyse sur une coupe de tissus fixés au formol et inclus dans
de la paraffine (FFIP), les échantillons collectés ou issus de prostatectomie et inclus en

paraffine, suivie d’une coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine.

L’analyse histologique permet de caractériser 1’état du tissu et 1’avancée de la

pathologie:

- Lésions bénignes ou négatives

- Inflammation active

- Inflammation granulomateuse

- PIN de haut grade

- PIN de haut grade avec glande atypique, suspicion d’adénocarcinome
(PINATYP)

- Glande atypique, lésions suspectant un adénocarcinome, petite prolifération
acinaire atypique (ASAP), suspicion de cancer

- Adénocarcinome (en précisant le type histologique, le groupe de gradation et en
cas d’extension extra-capsulaire, l’infiltration péri-nerveuse et I’invasion

vasculaire).

En cas de doute, ou dans le but d’affiner le diagnostic, 1’anatomopathologiste peut
effectuer d’autres tests qui se basent sur des biomarqueurs dont nous parlerons dans les

paragraphes suivants.
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b. Autres biomarqueurs du cancer de la prostate

Ces biomarqueurs et tests permettent de confirmer les diagnostics, réduisant ainsi le sur-
diagnostic et améliorant la prise en charge des patients et ont été approuvés par la Food and
Drug Administration (FDA), I’European Medicines Agency (EMA) et ont obtenu des
accréditations telles que CLIA (Clinica Laboratory Improvement Amendement) ou CAP

(College of American Pathologists).

Les biomarqueurs histologiques: I’AMACR (I’a-Methylacyl Coenzyme A
Racémase), une enzyme mitochondriale apparait surexprimée dans le cancer de la prostate par
rapport aux tissus d’HBP. Elle sert par conséquent, couplée a 1’expression de la protéine p63,
de biomarqueur histologique (Sreekumar et al., 2004; Xu et al., 2000). Sa détection par
immunohistochimie est caractérisée par une grande sensibilité et spécificité (Sreekumar et al.,
2004). La protéine p63 permet de détecter les cellules basales (Molinié et al., 2005, 2008).

Les biomarqueurs urinaires : les sécrétions prostatiques déversées dans I’urétre se
retrouvent mélangées a 1’urine qui est donc enrichie en biomarqueurs. Le recueil d’urines,
disponible et peu invasif, fait de ces marqueurs des candidats idéaux. En effet, les urines
contiennent les produits de dégradation et les sécrétions protéiques des cellules bénignes et
malignes. Les marqueurs urinaires se classent en trois groupes : les marqueurs d’ADN, d’ARN
et les marqueurs protéiques. Le diagnostic de la pathologie peut donc également étre appuyé
par des tests urinaires, notamment via la détection d’ARN fortement exprimés par les cellules
tumorales prostatiques tels que PCA3 (Prostate Cancer Antigen 3). Il est spécifique de la
prostate et est surexprimé dans plus de 94% des échantillons de cancer de la prostate a un taux
66 fois supérieur aux taux retrouvés dans des tissus prostatiques sains ou non prostatiques
(Hessels et al., 2003). En normalisant le taux de PCA3 par rapport a celui du PSA urinaire, on
obtient le score PCA3. Ce test présente une meilleure spécificité et reproductibilité que le
dosage sérique du PSA total ou le ratio PSA libre / PSA total, et ce, plus particulierement pour
les patients ayant un taux de PSA compris entre 2 et 10ng/mL (Haese et al., 2008; Sokoll et al.,
2008; Vlaeminck-Guillem et al., 2011).

L’AMACR, en plus de son utilisation comme biomarqueur histologique, est également
détecté dans les urines. Une quantification par RT-qPCR permet de déterminer les taux de son
ARNM, qui sont normalisés par rapport aux niveaux de PSA, ce qui permet de prédire un cancer
de la prostate chez 70% des patients (Zielie et al., 2004).
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Il est également possible de détecter dans des échantillons urinaires, des fusions de géenes
type TMPRSS-ETS (TransMembrane PRotease Serine 2-E-Twenty Six). Ces genes sont
impliqués dans 50% des échantillons de tumeurs prostatiques (Scheble et al., 2010) et leurs
transcrits sont retrouvés dans 35% des échantillons urinaires avec quasiment une spécificité de
100% (Hessels et al., 2007; Rostad et al., 2009; Tomlins et al., 2011). Méme si leur sensibilité
reste faible par rapport aux autres marqueurs, leur forte spécificité permet la détection de
cancers agressifs. MLabs a développé un test urinaire, MiPS, combinant le score PCA3 et le
score T2 (de la méme maniére, le score T2 ratio entre le taux d’ARNm des fusions TMPRSS-
ETS et celui du PSA) (Salami et al., 2013). L’utilisation des deux scores plutot que le seul score
PCAZ3 pour la prédiction du cancer de la prostate est confortée par I’étude de Tomlins et ses
collaborateurs (Tomlins et al., 2016). La combinaison des biomarqueurs PCA3 et TMPRSS-
ETS est également utilisée dans un test basé sur la quantification de leurs ARN exosomiques
dans des échantillons urinaires. Ce test, nommé ExoDx®, est a visée pronostique et permet
ainsi de distinguer les cancers de haut grade des cancers de bas grade et des lésions bénignes
(McKiernan et al., 2016).

MDxHealth a également développé un test urinaire, réalisable aprés un toucher rectal.
Ce test consiste a analyser I’expression de marqueurs de progression DLX1 et de prolifération
HOXCS6, et permet ainsi de déterminer la nécessité de la réalisation d’une biopsie (van Neste et
al., 2016). Il représente une aide au diagnostic non invasif pour la détection de cancers de haut

grade et pourrait permettre la réduction du nombre de biopsies.

EN2 (Engrailed 2) est un facteur de transcription dont 1’expression est positivement
régulée dans les cellules tumorales prostatiques (LNCaP, PC3 et DU145). Des études ont
montré une baisse de la croissance cellulaire suite & son inhibition par siRNA (Bose et al.,
2008). Des tests urinaires ont également été mis en place afin de détecter les niveaux d’EN2 et

présentent une sensibilité de 66% et une spécificité de 90% (Morgan et al., 2011).

Tests sériques de kallikréines : le test immunologique « Prostate Health Index
(PHI) », commercialisé par Beckman Coulter combine 1’analyse des trois formes du PSA (PSA
total, PSA libre et [-2] proPSA, la forme la plus stable du PSA ) en un seul score qui peut étre
utilisé pour aider a la prise de décision clinique (Catalona et al., 2011). Le PHI est calculé a
l'aide de la formule suivante: ([-2] proPSA / PSA libre) x YPSA. Il présente une sensibilité de

90% mais sa spécificité est d’environ autour de 30%.
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Un autre test immunologique est quant a lui basé sur le dosage de quatre kallikréines :
les PSA intactes, libres et totaux et la kallikréine-2 (KLK?2). Les résultats obtenus sont associés
a I’age du patient, aux données du toucher rectal et a celles de la biopsie, afin de calculer, grace
a un algorithme, le risque de développer un cancer de haut grade. Ce test, par rapport au PHI,
présente une sensibilité plus faible, 74%, mais une spécificité plus élevée : 61% (Russo et al.,
2017).

Tests tissulaires de signatures moléculaires : Des analyses de microarray ont permis
d’identifier 732 génes capables de prédire la survenue d’un cancer agressif, la récidive et la
mortalité spécifique due au cancer. Une étude en a retenu dix-sept, impliqués dans divers
processus biologiques du développement et de la progression du cancer de la prostate parmi
lesquels, la signalisation des androgéenes, la réponse du stroma, la prolifération et 1’organisation
cellulaire (Klein et al., 2014). Il existe des tests qui se basent sur 1I’expression de ces groupes

de génes afin d’établir un diagnostic et un pronostic au moment de 1’analyse :

Le test Oncotype DX® GPS se base sur I’expression de 12 génes rapportés a 5 génes de
ménage et grace a un algorithme combinant les données d’expression et les données du patient,
il permet d’établir un score de 0 a 100. Aucun des patients issus de la cohorte interrogée, avec
un score < 20 n’a développé de métastase, ni de mortalité spécifique au cancer de la prostate

(van den Eeden et al., 2018).

Le test Prolaris quant a lui prend en compte ’analyse de 1’expression de 31 génes
impliqués dans le cycle cellulaire, a laquelle sont couplés le taux de PSA et le score de Gleason.
Il permet de déterminer le risque de mortalité spécifique au cancer a 10 ans en se basant sur un
score allant de 1 a 10. Lorsque le cancer est moins agressif, ce score est inférieur a 3 et supérieur
a 4 dans les cas de cancers agressifs.

Decipher® est un test a valeur pronostique réalisable aprés prostatectomie et capable,
en se basant sur I’expression de vingt-deux ARN issus de régions codantes et non codantes,
d’évaluer I’agressivité et le risque de survenue de métastases (Klein et al., 2016). Il permet ainsi
d’orienter les cliniciens sur le suivi adéquat du patient. En effet, une diminution de 80% de
I’incidence de métastases a été observée chez les hommes a haut risque identifiés par le test et
ayant recu une radiothérapie adjuvante, comparés aux hommes qui ont regu une radiothérapie

de rattrapage. La radiothérapie sera abordée dans le chapitre Il1.
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Ces différents tests ont été validés sur des cohortes de patients trés larges mais il reste
judicieux de s’interroger sur la pertinence biologique de ces signatures moléculaires, puisque,
d’une part, rappelons-le, contrairement a d’autres types de cancers, il n’y a pas de génes
identifiés avec une forte pénétrance pour le cancer de la prostate et d’une autre part, les génes
ciblés dans les tests décrits ci-dessus, n’ont pas de roles clés dans la tumorigénése du cancer de
la prostate. Toutefois, ils ont permis de réduire considérablement les recommandations de
radiothérapie et de mieux orienter les cliniciens sur les traitements. Par ailleurs, au-dela de
I’intérét qu’ils apportent quant a la qualité de vie des patients, du fait d’un traitement différé
lorsque le risque de développer un cancer agressif est faible, voire tres faible, ces tests
permettent de réaliser environ 2300$ d’économies par patient (Albala et al., 2016; Crawford et
al., 2014; Filson, 2018).

Tests sur échantillons anatomopathologiques : la perte de I’expression du gene
suppresseur de tumeur PTEN est une altération genique fréqguemment retrouvée dans plusieurs
cancers dont le cancer de la prostate. Le développement de tests cliniques robustes utilisant
I'immunohistochimie et I'hybridation in situ par fluorescence (FISH) a permis de mesurer de
maniere reproductible la perte de protéines et de genes PTEN a l'aide de biopsies tissulaires
diagnostiques et de cellules tumorales circulantes a partir de plasma. Dans les cas de cancers de
la prostate, cette altération génique est concomitamment retrouvée et de fagcon dose-dépendante
aux fusions des génes TMPRSS2 :ERG lors de récidives apres traitement local et a la survie du
cancer de la prostate (Jamaspishvili et al., 2018; Xie et al., 2017; Yoshimoto et al., 2008). Méme
si I’ajout des données cliniques du patient augmenterait la valeur de 1’utilisation de ce marqueur
pour la prédiction de la survenue de métastases a 10 ans, la perte de I’expression de PTEN n’est

pas pour autant utiliseée, ni recommandeée pour la clinique (Hamid et al., 2019).

ProMark® est un test qui analyse par immunohistochimie, huit marqueurs issus d’une
étude protéomique quantitative ayant permis d’isoler 160 protéines qui permettraient de predire
I’agressivité du cancer de la prostate (Shipitsin et al., 2014). L’analyse des images permet
d’obtenir un score compris entre 0 et 1 : le risque est dit « favorable » pour un score inférieur a
0,33 et «non favorable » pour un score supérieur a 0,8, en ce qui concerne 1’agressivité du

cancer et le risque de mortalité spécifique (Blume-Jensen et al., 2015).

D’autres tests existent et sont basés sur ’analyse de marqueurs épigénétiques

(méthylation) associés au cancer ou sur I’analyse de PDE4D7, une phosphodiestérase impliquée
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dans la dégradation de I’AMPc et la régulation des voies de signalisation impliquées dans la
signalisation androgénique et la prolifération cellulaire (Henderson et al., 2019; van Neste et
al., 2016). La quantification de 1’expression de cette phosphodiestérase permet de suivre la
progression du cancer apres prostatectomie, étant donné que son expression est inversement
corrélée avec 1’agressivité du cancer de la prostate (Alves de Inda et al., 2018; Henderson et al.,
2019).

Cellules tumorales circulantes : la recherche de cellules tumorales circulantes (CTC)
peut apparaitre comme innovante et prometteuse. Les CTC sont triées a partir d’un échantillon
sanguin sur la base d’une absence a leur surface du marqueur de cellules immunitaires CD45,
de la présence de marqueurs de cellules épithéliales, a savoir les cytokératines (CK8/18" et
CK19") et d’un noyau. Le seuil est fixé 4 5 CTC dans un échantillon sanguin de 7,5mL.: au-dela
de ce seuil, le pronostic est considéré comme « défavorable » (de Bono et al., 2008; Weng et
al., 2012). Un autre test repose sur la détection du variant V7 de AR au sein des CTC et
permettrait de distinguer les patients susceptibles de répondre aux inhibiteurs de AR (ARSi :
enzalutamide et acétate d’abiratérone) de ceux qui n’y répondraient pas favorablement et qu’il
serait préférable de traiter par chimiothérapie par exemple (Scher et al., 2016). En effet, la

présence de ce variant est associé a la résistance aux ARSI (Antonarakis et al., 2014).
c. Imagerie

Lorsque les biopsies se révelent positives suite a une suspicion de cancer de la prostate,
I’imagerie se révele étre un outil qui permet de classer les tumeurs. En effet, il permet la
localisation exacte de la tumeur, la détermination de ses limites et la détection d’un possible

envahissement local et/ou d’une potentielle extension aux ganglions pelviens ou a distance.
i. L’échographie

Lors d’une échographie, une prostate saine présente un aspect uniforme a 1’écran, alors
qu’une prostate cancéreuse montre la présence de taches noires. Cependant, I’échographie n’est
pas indiquée pour un bilan d’extension car elle est peu sensible et peu spécifique. Elle n’est
utilisée que pour 1’évaluation du volume de la prostate et la réalisation des biopsies. Dans ce

contexte, elle permet une mesure précise de la taille et du poids de la prostate.
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ii. L’IRM (Imagerie a Résonnance Magnétique)

L’IRM est la technique d’imagerie recommandée pour les bilans d’extension. Elle
présente également un intérét avant la réalisation d’une biopsie. Elle donne de meilleures
informations concernant 1’extension extra-prostatique mais manque cependant de sensibilité
pour justifier d’une utilisation routiniére, en dehors des Iésions a haut risque (score de Gleason
>7). En effet, les cancers de faible agressivité ou de petites tailles sont difficilement détectables
via cette technique (Renard Penna et al., 2015).

iii. La tomodensitométrie (scan) et scintigraphie

La scintigraphie permet la visualisation des Iésions osseuses par I1’utilisation d’un
radiopharmaceutique, le méthyléne disphophonate marqué au technécium 99. Ce dernier
présente une affinité pour les Iésions osseuses. La scintigraphie posséde une bonne spécificité
mais une faible sensibilité, avec des images de faible qualité. De nos jours, la tomoscintigraphie
ou le SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) qui allie les données du scan
avec celles de la scintigraphie, certes, ne détecte que les lésions chez les patients avec un taux
de PSA > 20ng/mL ou les patients a haut risque, mais posseéde une meilleure sensibilité. Le
scanner osseux reste toutefois la technique le plus utilisée pour la recherche de métastases

0SSeuses.
iv. La tomographie par émission de positons (TEP scan)

Tout comme la tomoscintigraphie, le TEP couple un scanner a 1’utilisation d’un
radiopharmaceutique. Le but ici est de visualiser les cellules tumorales par le biais de leur
métabolisme. C’est une technique dite d’imagerie fonctionnelle qui permet de repérer avec plus
de spécificité les lésions tumorales au scanner mais reste peu sensible pour les ganglions de
petite taille (< 5Smm) et elle est d’autant plus efficace, couplée a I'IRM (Figure 25). Malgré
cela, le manque de données cliniques, ainsi que la disparité des résultats conduisent a ne pas

recommander son utilisation pour la recherche de métastases (Renard Penna et al., 2015).
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Figure 25: Scintigraphie et PET scan.

Exemple de la différence de sensibilité entre la scintigraphie (a) et le PET scan au 68Ga-PSMA
(b) pour la détection de métastases osseuses chez un méme patient sous hormonothérapie. Modifié
d’aprés Pyka et al., 2016.

Finalement, il apparait que la plupart des techniques classiques ne permettent pas
d’obtenir & la fois, avec une bonne sensibilité et spécificité, assez de précisions sur une
éventuelle atteinte ganglionnaire et/ou sur la présence de métastases osseuses. De plus,
I’ensemble des données a prendre en compte, assez chronophage et complexe, induit une
certaine subjectivité dans les décisions des cliniciens d’ou la nécessité, aujourd’hui, de
développer de nouvelles techniques d’imagerie. Dans ce contexte, 1’intelligence artificielle (IA)
pourrait permettre I’amélioration de I’efficacité et de la précision du diagnostic du cancer de la

prostate.

L’TA et le « Machine Learning » ont suscité beaucoup d’intérét ces dernicéres années
dans le domaine de la santé. Par I’utilisation d’algorithmes, ils sont capables de modéliser et de
traiter I’ensemble des informations issues des analyses cliniques. Dans le cancer de la prostate,
I’utilisation de I’IA s’est avérée bénéfique dans la caractérisation, le classement et le traitement

de cette pathologie (Van Booven et al., 2021).
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E. Classification des cancers de la prostate

Lorsque le cancer de la prostate est diagnostiqué, il est essentiel de pouvoir regrouper
les patients au sein d’un groupe clinique équivalent, d’ou I’intérét de classer les tumeurs selon
leurs caracteéristiques histologiques, biochimiques et leur progression. Le stade (étendue) et le
grade (agressivité) du cancer sont donc déterminés. Ceci permet de mieux diriger leur prise en

charge, et d’augmenter les chances de réussite des traitements.
1. Classification TNM

Dans le cancer de la prostate, 1’étendue est déterminée par la classification TNM
(Tumor, Nodes, Metastasis). Il s’agit d’un systéme international qui permet de classer tous les
cancers selon leur extension anatomique. Les trois lettres symbolisent la propagation du cancer
sur le site de la tumeur primitive (T), ’infiltration éventuelle des ganglions lymphatiques
voisins (N) et la présence de potentielles métastases dans d’autres organes (M). A chaque lettre
est associé un coefficient basé sur des critéres cliniques et qui permettent de caractériser
I’envahissement tumoral. La lettre T correspond a la tumeur initiale et est cotée de TO (pas de
Iésion primitive) a T4 (tumeurs plus étendues). Cette cotation dépend du volume tumoral, de
I’étendue des 1ésions (diamétre des lésions) et de la fixation aux organes voisins. La lettre N
correspond aux ganglions plus ou moins proches de la tumeur et est cotée de NO a N3. Ce
paramétre prend en compte les dimensions, nombre et éventuelles fixations des adénopathies
aux tissus voisins. La lettre M correspond a I’absence (MO0) ou a la présence (M 1) de métastases,

quel gue soit leur siege, unique ou multiple (Tableau 2) (Salomon et al., 2010).

91



Tableau 2: Classification TNM du cancer de la prostate d'apres la révision 2016 de I'AJCC.

Classification | Critéres
Tumeur
Tx Tumeur ne pouvant étre évaluée
TO Absence de preuves de tumeur primaire

Tumeur ne pouvant étre détectée par toucher rectal ou par une technique d'imagerie,
T1 découverte fortuitement (par exemple lors d'une opération chirurgicale sans aucun
lien avec le cancer)

T2 Tumeur palpable localisée uniquement dans la prostate

T2a | Tumeur atteignant au plus la moitié d'un lobe

T2b | Tumeur atteignant plus de la moitie d'un lobe

T2c | Tumeur se développant dans les deux lobes

T3 Tumeur se développant en dehors de la prostate

T3a | Tumeur se developpant en dehors de la prostate de maniére uni ou bilatérale

T3b | Extension tumorale dans les vésicules séminales

Extension tumorale dans d'autres structures autres que les vésicules séminales comme

ok par exemple: le rectum, le sphincter externe ou la vessie
Ganglions lymphatiques régionaux
Nx Ganglions régionaux ne pouvant étre evalués
NO Absence d'invasion des ganglions lymphatiques
N1 Atteinte tumorale des ganglions régionaux
Mcétastases a distance
MO Absence de métastases a distance de la prostate
M1 Presence de metastases a distance de la prostate

Mia| Atteinte des ganglions lymphatiques distants

M1b | Métastase osseuse

Miec | Atteinte d'autres organes avec ou sans atteinte osseuse

2. Le score de Gleason

L’analyse des échantillons histologiques de tissus prostatiques permet de déterminer le
grade du cancer en utilisant le score de Gleason. Ce grade refléte les différences entre le tissu
prostatique sain et le tissu prostatique tumoral et permet de prévoir la vitesse d’évolution de la
tumeur : les tumeurs de grade élevé ont tendance a se développer et a progresser plus vite. Lors
d’une analyse, le pathologiste attribue un grade de 1 (bien différencié) a 5 (indifférencié) a
chaque zone du cancer selon I’architecture glandulaire de la tumeur. Le score de Gleason est

obtenu par I’addition du grade le plus fréquent au grade le plus élevé : les scores de Gleason
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vont donc de 2 a 10 et permettent de différencier les cancers de bas grade de malignité (score 2
a 4), des cancers de grade intermédiaire (score 5 a7), des cancers de haut grade (score 8 a 10),
plus agressifs et évolutifs (Bostwick, Grignon, et al., 2000; Gleason & Mellinger, 1974).

Cette classification qui existe depuis 1966, bien qu’approximative puisque dépend
fortement du praticien mais aussi du fait qu’elle regroupe des cancers a pronostics trés
différents, reste toutefois 1’outil de diagnostic le plus fiable et le plus couramment utilisé en

raison de sa reproductibilité et de sa valeur pronostique efficace.

Une évolution du systeme de classification a toutefois été proposée en 2016 par la
Société Internationale d’Uro-pathologie (ISUP) (Figure 26). Celle-ci réduit le nombre de
catégories a 5 groupes (au lieu des 9 précédents) classés de 1 a 5 ; le groupe le plus faible étant
1. La valeur pronostique de cette classification a été validée par une étude multicentrique
(Epstein et al., 2016) :

- Grade 1 (scores de Gleason <6): 96% de survie sans rechute apres une
prostatectomie

- Grade 2 (score de Gleason 7(=3+4) : c’est-a-dire les cancers avec une majorité
de grade 3) : 88%

- Grade 3 (score de Gleason 7(=4+3) : c’est-a-dire les cancers avec une majorité
de grade 4, progressant plus rapidement et formant plus de métastases que les
précédents) : 63%

- Grade 4 (score de Gleason 8) : 48%

- Grade 5 (scores de Gleason 9 al10) : 26%
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Grade 1: Les glandes ont une
structure simple, arrondie et sont
étroitement regroupées de maniere
uniforrmee

Grade 2: Les glandes ont une
structure simple, arrondie et sont
moins uniformes et plus dispersées

Grade 3: Les glandes sont de
taille et de forme différentes
avec un espacement
irrégulier

Grade 4: Les glandes ont des
structures de massifs épithéliaux
cribiformes, gloméruloides, mal
formées ou fusionnées

Grade 5: Massifs solides, plages
cellulaires, cordons, cellules
isolées, nécrose

Figure 26: Les différents grades de cancer de la prostate selon le score de Gleason modifié et
validé par I'OMS lors de I’édition de classification des tumeurs en 2016.

Modifié d’aprés Humphrey et al, 2016.

3. Laclassification de d’Amico

Cette classification en trois niveaux permet d’évaluer le risque de récidive apres un
traitement localisé du cancer de la prostate (Tableau 3). La classification de d’ Amico integre
la classification TNM, le taux de PSA et le score de Gleason. On distingue alors trois classes :
les cancers de la prostate localisés a faible risque de récidive, les cancers de la prostate localises
a risque intermédiaire et les cancers de la prostate localisés a haut risque de récidive. Il permet
ainsi de choisir le traitement adéquat en se basant sur un maximum d’information sur la mise
en place et I’évolution du cancer (Hernandez et al., 2007). Les différents traitements du cancer

de la prostate seront abordés dans la partie I11.
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Tableau 3: Evaluation du risque de récidive du cancer de la prostate selon la classification de d’Amico.

Modifié d'aprées Hernandez et al.,2007.

. Pronostic de
Groupes Criteres .
rechute a 5 ans

PSA < 10ng/mL + Gleason < 6 et stade

Faible ri . < 25%
S clinique Tlc ou T2a ’
Risque PSA entre 11 et 20 ng/mL ou score de 25-50%
intermédiaire Gleason = 7 ou stade clinique T2b ’
Risque dlevé PSA = 20 ng/mL ou score de Gleason =7 > 50%

ou stade clinique T2¢

En somme, le cancer de la prostate est une pathologie multiparamétrique dans laquelle
interagissent entre autre, des altérations d’origine moléculaire mais également dues a
I’environnement et au mode de vie. Un autre parametre, le métabolisme, peut étre ajouté a cette

liste. Nous aborderons le lien entre métabolisme et cancer de la prostate dans la partie qui suit.
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Chapitre Il : Cancer de la prostate et métabolisme

I. Voies métaboliques impliquées et modifiées dans le cancer de la prostate
A. Le métabolisme des cellules saines et des cellules tumorales

Plusieurs voies de signalisations se retrouvent dérégulées lors de la mise en place et de
la progression du cancer de la prostate. Les anomalies moléculaires précédemment évoquées
ont une influence sur le métabolisme cellulaire (et réciproquement), ceci, dans le but d’une
production rapide d’ATP et de substrats nécessaires a la croissance tumorale. Ces changements
métaboliques interviennent dans quatre grandes familles de macromolécules : les glucides, les
lipides, les protéines et les acides aminés. La reprogrammation de la production d’énergie de la
cellule tumorale est a la fois un pilier et un tremplin pour la tumorigénese, la progression et la

résistance du cancer de la prostate (Giunchi et al., 2019).
1. Energétique d’une cellule saine

Le métabolisme énergétique cellulaire est fortement dépendant de la balance
catabolisme-anabolisme et donc des conditions thermodynamiques reliées a 1’état
physiologique du tissu ou organe. Au centre de ce métabolisme énergétique, en tant que
carrefour métabolique apparait le cycle de Krebs qui est un élément clé dans la production de
co-facteurs réduits pour les phosphorylations oxydatives et donc la production d’ATP (pour
revue, Rigoulet et al., 2020)

L’ATP est une molécule essentielle qui fournit 1’énergie nécessaire au métabolisme et
au bon fonctionnement de la cellule (division cellulaire, transport actif, réplication de I’ADN,
transcription, traduction, migration cellulaire). L’ATP est clivée en ADP et en phosphate
inorganique, par une réaction d’hydrolyse et elle est régénérée a partir de 1’ADP au moyen de
I’énergie libérée par I’oxydation de glucides ou de lipides. En effet, la majeure partie de I’ATP
est produite au sein des mitochondries lors d’une suite de réactions enzymatiques mettant en
jeu une chaine respiratoire. Cette derniére assure un transfert d’électrons de coenzymes réduits
(NADH, FADH®y), produits entre autres, au cours des réactions de 3-oxydation et du cycle de
Krebs a I’oxygéne (respiration cellulaire). De I’ATP est également produit dans le cytosol au
cours de la glycolyse par réaction de phosphorylation au niveau du substrat. Chez les plantes et

bactéries photosynthétiques, la production d’ ATP se fait par photophosphorylation.
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Chez la plupart des mammiferes, le pyruvate produit dans le cytosol par la glycolyse
passe dans la mitochondrie ou il subit une décarboxylation oxydative, générant ainsi de 1’acétyl-
CoA. Cette derniére molécule sera par la suite oxydée dans le cycle de Krebs pour, comme déja
mentionné, produire des coenzymes réduits et ainsi fournir de 1’énergie a la cellule sous forme
d’ATP. En condition aérobie, les cellules saines utilisent de faibles quantités de glucose pour
générer du pyruvate et alimenter les phosphorylations oxydatives (glycolyse aérobie). Dans les

mémes conditions, les cellules tumorales vont présenter un fonctionnement différent.

En milieu anaérobie (comme dans les érythrocytes par exemple) ou lorsque les cellules
sont incapables d’utiliser la phosphorylation oxydative lors d’une privation prolongée
d’oxygene, la glycolyse est limitée au cytoplasme et aboutit & la production de lactate (ou
d’éthanol chez les levures). Il s’agit d’une voie de fermentation dont le rendement énergétique
est 19 fois plus faible que celui de la glycolyse aérobie. Elle est contrdlée par trois enzymes :

I’hexokinase (HK), la phosphofructokinase et la pyruvate kinase.

Les hexokinases catalysent la premiére étape essentiellement irréversible de la glycolyse
en phosphorylant le glucose en glucose-6-phosphate (G-6-P). Quatre isozymes d’hexokinases
existent : HK1, HK2, HK3 et HK4 (Wilson, 2003). HK1 est exprimé dans les tissus prostatiques
sains et cancéreux alors que 1’expression de HK2 n’est retrouvée que dans les tissus cancéreux
(Wang et al., 2014). L’activité de HK2 est favorisée par I’activation de la voie de signalisation
PI3K/Akt souvent dérégulée dans les cancers, participant ainsi aux modifications du
métabolisme dans le but de faciliter la survie et la prolifération des cellules cancéreuses (Hoxhaj
& Manning, 2020).

2. Les altérations métaboliques des cellules tumorales

Les cellules tumorales ont de fortes activités de croissance et de prolifération,
nécessitant un apport important d’énergie. Contrairement aux cellules saines, et bien qu’étant
en condition aérobie, les cellules tumorales utilisent de grandes quantités de glucose mais
dirigent le pyruvate produit vers la fermentation lactique: c’est ’effet Warburg. Cette
préférence de la glycolyse par rapport aux phosphorylations oxydatives permet une production
d’ATP certes rapide, mais moins efficace: en effet, par unité de glucose consommeé, les cellules
tumorales produisent seulement 2 molécules d’ATP au lieu de 36 par les phosphorylations
oxydatives. Ceci a pour conséquence une augmentation de la consommation de glucose et une

diminution des phosphorylations oxydatives, en faveur d’une production de lactate par
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fermentation (Figure 27). Il s’agit d’une caractéristique des cellules tumorales relativement
bien caractérisée (Warburg, 1956; Warburg et al., 1927) et considérée comme une hallmark du
cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). L’utilisation de la glycolyse anaérobie par les cellules
cancéreuses ne serait pas a 1’origine de la tumorigénése mais plutdét une conséquence des
différents mécanismes moléculaires ou altérations géniques responsables de la transformation
maligne des cellules. Toutefois, il a été montré que la production de lactate est bénéfique au
maintien du microenvironnement tumoral et diminue la réponse immunitaire (Husain et al.,
2013; Vaupel et al., 2019).

Glucose Glucose

Glycolyse

Cellule saine Cellule tumorale

Figure 27: Effet Warburg.

En condition aérobie, le pyruvate issu de la glycolyse est utilisé pour la production d’énergie
par les mitochondries dans les cellules saines. Contrairement a ces derniéres, les cellules tumorales,
indépendamment des conditions d’oxygénation, transforment le pyruvate préférentiellement en lactate.
CK= cycle de Krebs.

Les altérations métaboliques des cellules tumorales impliquent évidemment des
enzymes intervenant dans la production d’énergie. C’est par exemple le cas de 1’hexokinase
dont I’activité est dérégulée dans I’initiation de plusieurs types de cancers dont le cancer de la
prostate. L’augmentation de son activité est essentielle a la survie et la prolifération anarchique
des cellules dues induites par la perte de 1’expression de Pten et p53 (Wang et al., 2014), mais
¢galement la résistance des cellules a I’apoptose. En effet, une activité élevée de I’hexokinase
Il a été associée a une inhibition de Bax et de Bid, deux protéines pro apoptotiques (Majewski

et al., 2004; Pastorino et al., 2002). En plus d’étre mise en jeu dans les mécanismes de
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tumorigenese, I’hexokinase est également impliquée dans la progression et la résistance
thérapeutique de plusieurs types de cancers et sa délétion par knockout méne a une réussite
thérapeutique dans des modéles murins de cancers du sein et du poumon (Anderson et al., 2017;
Patra et al., 2013). Cependant, une méta-analyse montre que malgré son role pivot dans le
développement et la progression du cancer, la signification pronostic de 1’expression aberrante
de I’hexokinase II dans les tumeurs solides reste incertaine car trés variable selon le type de

cancer (Liu et al., 2016) (pour revue, Hoxhaj & Manning, 2020).

La reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses passe également par
une augmentation du métabolisme des acides aminés dont la dérégulation serait également
impliquée dans I’initiation et la progression du cancer (pour revue, Li & Zhang, 2016). Ces
derniers permettent la survie et la prolifération des cellules cancéreuses dans des conditions
génotoxiques, oxydatives et de stress, en permettant par exemple la synthése d’antioxydants, la
conversion de I’ammoniac en urée ou encore 1’activation de voies de survie. De plus, leur
implication a été démontrée dans les modifications épigénétiques et I’immunité tumorale entre
autres. Il a par ailleurs été mis en évidence une certaine addiction de plusieurs types de cancers
a des acides aminés particuliers, faisant ainsi du ciblage du métabolisme des acides aminés, une
stratégie thérapeutique (Fahrmann et al., 2020; pour revue, Peng et al., 2020; pour revue, Wei
etal., 2021).

B. Le métabolisme des cellules prostatiques saines et tumorales
1. Le métabolisme énergétique

Tout comme les cellules cancéreuses, les cellules épithéliales de la prostate font partie
des rares cellules humaines saines a pouvoir produire de 1’énergie majoritairement par la

glycolyse plut6t que par le cycle de Krebs (Verze et al., 2016).

Les cellules prostatiques saines présentent un métabolisme particulier, en lien avec leurs
fonctions (Cutruzzola et al., 2017; Eidelman et al., 2017). Ainsi, elles échappent aux
phosphorylations oxydatives. Quant a elles, les cellules tumorales prostatiques présentent
également un phénotype énergetique différent : en effet, alors que la plupart des tumeurs solides
mettent en place un «switch glycolytique », les cellules tumorales prostatiques utilisent
préférentiellement les lipides pour la production d’énergie. Ceci a été démontré dans les cancers

précoces de la prostate ; ainsi, I’effet Warburg ne serait pas impliqué dans la pathogenése du
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cancer de la prostate (Zadra et al., 2013). Une technique d’imagerie, la TEP scan FDG
(FluoroDéoxylGlucose), s’appuyant sur la capacité des cellules tumorales a capter de facon
importante le glucose, permettant de distinguer les cellules tumorales en utilisant le glucose
comme traceur radioactif (le 18-FDG), se retrouve inutilisable dans le cas du cancer de la
prostate dans les stades précoces, du fait de sa faible activité glycolytique (Schoder & Larson,
2004; Testa et al., 2016). La choline, utilisée pour la synthese de la membrane cellulaire, et
I’acétate, un marqueur indirect de la synthése des acides gras, seront plutdt utilisés comme
traceurs dans les stades précoces du cancer de la prostate et la TEP scan FDG dans les stades
avancés (Figure 28) (Schoder & Larson, 2004; Schuster et al., 2016). De plus, une baisse de la
concentration intracellulaire de zinc a été observée lors de la transformation des cellules
prostatiques saines en cellules cancereuses (Dueregger et al., 2015; Sadeghi et al., 2015; Twum-
Ampofo et al., 2016).

Glucose Glucose

Glycolyse

% @

Cellule saine Cellule tumorale

Figure 28: Métabolisme particulier des cellules prostatiques.

Dans les cellules prostatiques saines, [’accumulation de zinc inhibe fortement [’activité de
[’aconitase mitochondriale (m-aconitase), empéchant [’entrée du citrate dans le cycle de Krebs et
favorisant ainsi son excrétion. A I’inverse, les cellules tumorales prostatiques, a cause ou grace a une
diminution de [’accumulation du zinc, favorisent [utilisation du citrate par le cycle de Krebs,
inhibition de la m-aconitase étant levée. CK= Cycle de Krebs.

En effet, une augmentation de I’expression de HK2 a été observée dans les cancers
avancés et résistant aux thérapies, dans des modeles murins mais également chez des patients.
Cette augmentation de 1’expression de HK2 est associée a une faible survie (Mathupala et al.,
2001; Wolf et al., 2011). La progression du cancer de la prostate nécessite des modifications de
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génes comme des genes suppresseurs comme PTEN et P53 (Shen & Abate-Shen, 2010). Dans
ce contexte, il a été demontré dans des cellules tumorales prostatiques que la perte de PTEN et
de p53 induisait une forte augmentation de HK2 (Wang et al., 2014). Dans leur étude, Wang et
ses collaborateurs ont montré une forte expression de HK2 dans les cellules PC3 (déficientes
en PTEN et P53) comparativement aux cellules LNCaP (déficientes en PTEN), DU145
(exprimant PTEN et un mutant de P53) et des cellules prostatiques saines (cellules RWPE
exprimant PTEN et P53). Cette augmentation de D’activité de HK2 était nécessaire a la

progression du cancer de la prostate.

Chez I’homme, les cellules épithéliales de la zone périphérique de la prostate ont la
particularité de produire et d’excréter du citrate pour les secrétions prostatiques. Ce citrate ne
sera donc pas utilisé pour la production d’énergie. En effet, dans ces cellules la forte expression
du transporteur de zinc ZIP1 induit une accumulation de zinc dans la mitochondrie (Costello
etal., 2011), avec pour conséquence une inhibition de I’aconitase mitochondriale (m-aconitase)
(Tsui et al., 2006), enzyme qui catalyse 1’oxydation du citrate par le cycle de Krebs (Costello
et al.,, 1997; Costello & Franklin, 1998). Cette particularité des cellules prostatiques,
d’accumuler le zinc, et donc le citrate, leur permet de ralentir leurs activités métaboliques, ce

qui leur confere un métabolisme particulier, moins efficace, quant a la production d’ATP.

Diverses stratégies sont mises en place par les cellules tumorales dans le but d’éviter ou
de contourner la mort cellulaire. L’accumulation du zinc étant toxique pour la cellule car ayant
une action pro apoptotique (Feng et al., 2002), les cellules tumorales prostatiques, dans le but
d’éviter la mort cellulaire ont la capacité de diminuer leur accumulation de zinc (Costello et al.,
2005), limitant ainsi I’inhibition de la m-aconitase. Ceci passe par une altération de 1’expression
des transporteurs du zinc de la famille SLC30 et SLC39 dont ZIP1 (Franz et al., 2013), et par
conséquent, en permettant aux cellules d’utiliser du citrate par le cycle de Krebs, de favoriser
la phosphorylation oxydative. La diminution de la quantité de zinc dans les tumeurs prostatiques
est donc en partie a I’origine de 1’inhibition de I’apoptose due a sa toxicité mais également de
I’augmentation de leur métabolisme cellulaire en faveur de la respiration cellulaire. Les cellules
tumorales prostatiques ont donc cette particularité, contrairement a la plupart des cellules
tumorales, de ne pas se conformer a I’effet Warburg (Costello et al., 2004; Costello & Franklin,
2006) (Tableau 4).
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Tableau 4: Métabolisme particulier et altérations métaboliques des cellules prostatiques au
cours de la tumorigénése et de la progression tumorale.

Modifié d’apres Cutruzzola et al., 2017.

Cellules saines Cellules tumorales
Phosphorylation oxydative Inactive Active
Cycle de Krebs Inactif Actif
Glucose Consommé Consommé
Lactate - Consommeé
Citrate Secrété Consommé

L’altération de la glycolyse et des phosphorylations oxydatives est a la base de
I’augmentation de la glycolyse aérobie dans les tumeurs agressives. On y observe également
une altération du métabolisme des acides gras, comparativement aux cellules saines (Kelly et
al., 2016).

2. Le métabolisme lipidique

Comme dit précédemment, contrairement a la plupart des tumeurs solides qui mettent
en place un « switch glycolytique », dans la tumorigénése du cancer de la prostate, il a plut6t
été observé une préférence des lipides comme substrat métabolique (Liu, Zuckier, et al., 2010).
Le cancer de la prostate est en effet considéré comme un cancer non glycolytique, caractérisé
par une augmentation de la lipogenése aux stades précoce de la pathologie. Le métabolisme
lipidique est ainsi également modifié dans le cancer de la prostate, et est associé a la progression
de la pathologie, un mauvais pronostic et une faible survie (Kuhajda et al., 1994; Menendez &
Lupu, 2007; Rossi et al., 2003). De plus, les dérégulations au niveau lipidique dues a des
pathologies telles que 1’obésité, le diabete ou encore, les syndromes métaboliques sont liés a
une augmentation du risque de développer un cancer de la prostate. Toutefois, les mécanismes

impliqués restent en partie inconnus (Suburu & Chen, 2012).

Les principales modifications au niveau lipidique se déroulent au niveau de la synthése
de novo des lipides, de la B-oxydation, des phosphorylations oxydatives et du cycle de Krebs
(Giunchi et al., 2019), ayant ainsi des conséquences sur le comportement cellulaire. Les cellules
tumorales sont également capables de capter des acides-gras circulants ou provenant
d’adipocytes du microenvironnement, ou encore de mobiliser et de relarguer les lipides stockés

dans les gouttelettes lipidiques, en plus de la lipogenése (Gazi et al., 2007; Kuemmerle et al.,

102



2011; Zaidi et al., 2013). L’ensemble de ces acides-gras sont soit utilisés pour la production
d’énergie par p-oxydation, soit stockes au niveau du cytoplasme, protégeant ainsi les cellules
de I’oxydation, ou encore convertis en phospholipides, entrant ainsi dans la composition des
membranes (Carracedo et al., 2013). Dans le cytoplasme, les acides-gras sont stockés sous
forme de gouttelettes lipidiques ; leur accumulation est une particularité des cancers de la
prostate agressifs ou métastatiques (Yue et al., 2014), mais aussi des cellules tumorales
circulantes (Mitra et al., 2012). La lipogenese se retrouve donc augmentée dans les cellules
tumorales prostatiques suite a des modifications intervenant au niveau génétique,
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel, soit en aval des différents événements
oncogéniques (comme par exemple la perte de PTEN, perte ou mutation de P53, BRCAL,
activation de Akt) (Currie et al., 2013). Par exemple, la perte de I’expression de PTEN et
I’activation de la voie PI3K/Akt sont impliquées dans 1’accumulation des acides gras dans les
cancers de la prostate agressifs (Yue et al.,, 2014). Comme évoqué précédemment,
I’augmentation de 1’expression d’enzymes impliquées dans la synthése de novo de lipides est
associée a un plus mauvais pronostic du cancer de la prostate et une faible survie (Menendez &
Lupu, 2007; Rossi et al., 2003; Swinnen et al., 2002). Ainsi, un autre exemple serait la
surexpression de FASN (Fatty Acid Synthase) retrouvée dans les lésions précancéreuses et
tumorales, contrairement aux observations faites dans les cellules saines (Swinnen et al., 2002).
Cette surexpression est corrélée a une progression de LGPIN vers HGPIN puis vers le stade
carcinome invasif du cancer de la prostate (Rossi et al., 2003) et serait une acquisition
métabolique obligatoire en réponse au microenvironnement des lésions pré-invasives (manque
de nutriments, mauvaise oxygénation, augmentation de I’acidité) et serait maintenue dans les
cancers invasifs (Menendez & Lupu, 2007). De plus, I’enzyme AMACR dont I’expression est
amplifiée dans les cancers de la prostate, comme précédemment évoqué dans les biomarqueurs
histologiques, est impliquée dans la B-oxydation des acides gras. Par ailleurs, I’inhibition
d’enzymes impliquées dans le stockage des lipides induit une réduction de la prolifération, de
la capacité d’invasion et une suppression de la croissance tumorale dans des modéles murins
(Yue et al.,, 2014). Le role des androgénes dans I’activation de 1’expression d’enzymes
impliquées dans la synthése, le métabolisme, I’absorption, la liaison, ou le transport des lipides

a également été démontré (Barfeld et al., 2014; Swinnen et al., 1997, 2004).

Le tissu adipeux péri-tumoral joue également un rdle important dans la progression,

I’agressivité et la dissémination du cancer de la prostate. En effet, en utilisant du milieu
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conditionné issu de la culture d’explants de tissu adipeux péri-prostatique, une augmentation
de la prolifération ainsi que des capacités migratoires des cellules tumorales prostatiques a été
démontrée (Ribeiro et al., 2012; Sacca et al., 2012). De plus, 1’agressivité du cancer de la
prostate pourrait également étre modulée par les taux élevés de cytokines, notamment 1’IL-6,

que contient le tissu adipeux péri-prostatique (Finley et al., 2009).

Les acides gras jouent un r6le important dans la synthése et la perméabilité des
membranes cellulaires, mais également dans I’homéostasie cellulaire en étant impliquées dans
diverses voies de signalisation ; de plus, ils sont une grande source d’énergie pour la cellule.
Ces modifications intervenant au niveau du metabolisme des acides gras sont une
caractéristique des cellules tumorales prostatiques et entrainent une modification de leur
comportement, une modification de la synthése et de la composition de leurs membranes et
engendrent par conséquent des modifications au niveau de la membrane cellulaire, attribuant

finalement a ces cellules un phénotype lipogénique particulier.

Plus particuliérement, le réle du cholestérol dans le cancer de la prostate a été étudie
(Solomon & Freeman, 2011) (Pelton et al., 2012). Le cholestérol est un précurseur des acides
biliaires et des hormones stéroidiennes chez les mammiféres. C’est un composant essentiel des
radeaux lipidiques de la membrane plasmique et assure donc également sa fonction et le
maintien de son architecture. Une accumulation importante de cholestérol a été découverte dans
les tumeurs prostatiques, focalisant la recherche sur son implication dans les cancers et plus
précisement, le cancer de la prostate (Brown, 2007). Le lien entre cholestérol et cancer a été fait
dans les années 1960, en observant des migrants japonais aux Etats-Unis. En effet, ces derniers
présentaient 4 a 6 fois plus de risques de développer un cancer de la prostate, comparativement
aux japonais vivant au Japon (Haenszel & Kurihara, 1968; Shimizu et al., 1991), mais similaires
aux japonais nés aux Etats-Unis, faisant ressortir 1’implication de I’environnement, mais aussi
de I’alimentation riche en lipides et en cholestérol (Western diet) dans le développement du
cancer de la prostate. Ces études ont toutefois eté controversées, mais malgré cela, plusieurs
études ont montré une corrélation entre de forts taux de cholestérol et I’apparition de formes
agressives du cancer de la prostate (Pelton et al., 2012). Allant dans le méme sens, d’autres
études ont démontré la diminution du risque de survenue du cancer de la prostate ainsi que
I’apparition des formes agressives en utilisant des statines (a action hypolipémiante, en inhibant

I’hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase) (Freeman et al., 2006).
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Une perturbation du métabolisme du cholestérol a été mise en évidence dans des
tumeurs solides, dont le cancer de la prostate. Ces cellules tumorales présentent en plus la
capacite a accumuler le cholestérol (Cruz et al., 2013; Freeman & Solomon, 2004; Krycer &
Brown, 2013), ce qui démontrerait leur besoin accru en cholestérol. Cependant, les mécanismes

mis en place restent méconnus (Murtola et al., 2012).

I1. La mitochondrie

Le terme « mitochondrie » a été utilisé pour la premiére fois en 1898 par Carl Benda
pour décrire des structures cellulaires omniprésentes probablement observées pour la premiere
fois dans les années 1840 (Ernster & Schatz, 1981). La majeure partie de 1’énergie nécessaire a
la cellule est produite dans les mitochondries. Ce sont des organites présents dans presque toutes
les cellules eucaryotes et leur nombre est trés variable d’un type cellulaire a I’autre, en fonction
de leur activité métaboligue. Ainsi, les hématies en sont dépourvues, contrairement aux cellules
musculaires ou neuronales qui peuvent en contenir plusieurs milliers. Ces organites ont la
particularité de posséder leur propre ADN: I’ADN mitochondrial (ADNmt) dont la découverte
a eté faite en 1963 (Nass & Nass, 1963, 1963). Chez I’homme, I’ADNmt est bicaténaire et
circulaire. Chaque mitochondrie en posséde plusieurs copies. La plupart des protéines présentes
dans la mitochondrie sont des protéines codées par le génome nucléaire et importées dans les
mitochondries. Cependant, ’ADNmt code également un certain nombre de protéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative mais également des ARNs nécessaires a la

traduction de ces protéines.

Chez I’étre humain, les mitochondries proviennent de la meére. En effet, les
mitochondries paternelles dérivées du spermatozoide entrent généralement dans le cytoplasme
de I'ovocyte apres la fécondation et coexistent temporairement dans le zygote aux c6tés d'un
exces de mitochondries maternelles (environ une centaine de mitochondries d’origine
paternelle contre environ 100 000 présentes dans 1’ovule). Cependant, les mitochondries
paternelles sont éliminées et ne sont jamais transmises a la progéniture (Ankel-Simons &
Cummins, 1996). Les mécanismes a la base de ce phénoméne sont mal connus mais deux
hypothéses ont été proposés pour les expliquer : selon le premier modele dit « modéle de
dilution simple », ’ADNmt paternel serait tout simplement dilué par I’excés d’ADNmt

maternel, ce qui le rendrait indétectable chez les progénitures (Gyllensten et al., 1991) ; selon
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le second modele dit « modéle de dégradation active », les mitochondries paternelles seraient
tout simplement degradées soit avant, soit apres la fécondation, empéchant ainsi la transmission
du patrimoine génétique mitochondrial paternel & la descendance. De récentes études vont
plutot dans ce sens, mettant en évidence 1’ubiquitinylation de la prohibitine dans la dégradation
sélective des mitochondries paternelles (Sato & Sato, 2013). Cette transmission est a la base de

la génétique particuliére rencontrée dans le cadre des maladies dites mitochondriales.

Des dysfonctionnements des mitochondries ont été mis en cause dans de nombreuses
maladies incluant les maladies dites mitochondriales, le diabete sucré et le cancer. Ces
dysfonctionnements ont des origines génétiques (au niveau nucléaire ou mitochondrial) et ont
des impacts métaboliques ou créent des altérations dans la maintenance de 1I’ADN
mitochondrial. En dehors de leur r6le de centrale énergétique de la cellule, les mitochondries
sont également impliquées dans plusieurs processus cellulaires tels que le cycle cellulaire,
I’apoptose, des processus dérégulés dans plusieurs pathologies. Ainsi, des mutations de
I’ADNmt, ayant entre autres pour conséquence des anomalies biochimiques, ont été mis en
évidence dans des pathologies telles que le diabete, le vieillissement, des maladies
neurodégénératives mais aussi le cancer (Chatterjee et al., 2006; Krishnan et al., 2007; Sharma
& Sampath, 2019; Whittaker et al., 2007).

A. Structure et dynamique

Les mitochondries sont, selon le type cellulaire et 1’état métabolique, soit isolées, soit
organisées en réseaux dont la morphologie suit une dynamique de fusion ou de fission. La
mitochondrie isolée a une structure en forme de batonnet ou de sphére de 0,5 a 1 um de diametre
(Figure 29).
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Figure 29: Structure d’une mitochondrie.

A: Observation par microscopie (épifluorescence) d’un fibroblaste humain montrant les
mitochondries (grace a un anticorps dirigé contre la protéine TOMM?20 (rouge)), I’ADNmt (vert) et le
noyau (ADNn marqué par DAPI: bleu). Modifié d’aprés Kukat et al., 2011. B: Mitochondrie de foie
observée au microscope électronique. C: Schéma d’une mitochondrie. Modifiés d’apres Alberts et al.,
2002.

D’un point de vue structurel, la mitochondrie est délimitée par deux membranes : une
membrane externe et une membrane interne (Alberts et al., 2002). Ces deux membranes ont des
propriétés tres différentes : la membrane externe est pauvre en protéines mais contient la porine,
une protéine transmembranaire qui, en formant des canaux aqueux, permet le passage des ions
et des métabolites hydrosolubles de masse molaire < 10.000 Da; la membrane interne,
contrairement a la premiére, est tres riche en protéines mais quasiment imperméable aux ions
et aux métabolites hydrosolubles. L’intérieur de la mitochondrie, délimitée par la membrane
interne s’appelle la matrice. Elle contient les enzymes du cycle de Krebs mais également la
plupart des enzymes responsables de I’oxydation des acides-gras. Elle contient également des
ribosomes, ainsi que des ARNs de transfert spécifiques et plusieurs copies d’ADNmt (Fox,
2012). Entre les deux membranes se trouve 1’espace inter-membranaire qui joue un réle
primordial dans les phosphorylations oxydatives. C’est grace a des protéines de transport, aussi

appelées « navettes », que de nombreux composés peuvent traverser la membrane interne.
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L’import de protéines d’origine nucléaire se fait via des translocases, grace a des signaux
d’adressage mitochondrial que possedent ces protéines (Herrmann & Neupert, 2000). Les
mécanismes de reconnaissance, de translocation et de tri des protéines sont divers et sont
impliqués dans la dynamique, la fonction et la biogenése de la mitochondrie. Cing principales
voies d’import de protéines ont été mises en évidence (Figure 30). Elles different les unes des
autres par le type de signal impliqué. La premiére est la voie classique des protéines portant un
peptide signal en N-terminal qui leur permet d’étre ciblées par les translocases. Cette voie
implique des translocases de la membrane externe (TOM : Translocase of the Outer
Membrane), de la membrane interne (TIM : Translocase of the Inner Membrane) et les PAM
(Presequence translocase associated motor). Cette derniére permet I’import des protéines dans
la matrice, ou elles sont clivées par la MMP (Mitochondrial Processing Peptidase). Les quatre
autres voies d’import n’impliquent pas de protéines a pré-séquence mais divers autres types de
signaux de ciblage. La seconde voie d’import implique les TOM, les protéines chaperonnes
TIM et TIM22. Elle permet I’import de protéines hydrophobes dans la membrane interne. Quant
a elle, la troisiéme voie d’import est celle impliquant des tonneaux 3 et met en jeu TOM40, des
protéines chaperonne TIM et un complexe de la membrane externe, SAM (Sorting and Assemby
Machinery), qui permet I’insertion des protéines dans la membrane externe. La quatriéme voie
d’import des protéines mitochondriales concerne les protéines a motifs cystéines qui sont
importées dans 1’espace intermembranaire par les TOM et les MIA (Mitochondrial Import and
Assembly). Enfin, certaines protéines de la membrane externe possédent des segments
transmembranaires hélicoidaux. L’import et ’ancrage de ces protéines le complexe MIM
(Mitochondrial Import) représente la cinquiéme voie (pour revue, Wiedemann & Pfanner,
2017).

108



Cytosol Mitochondrial precursor proteins

Presequence Cysrich p-Barrel Y a-Helical
Mitochondrial Sorting and
import complex assembly machinery
[-Barrel
prg?gin protein

OM >
IMS protein \
Chaperones o o
MS P \\t‘ {'.Pm ] =
IM protein /L0 letabolits
IMS import + o o
andassembly f ‘3:3;{
i /Presequence Ay 5 ::a;
.
translocase * S
ATP ' : i +++
import GRRA Processing
[’;'2));())'[- > -~ peptidase
L :
Matrix
protein
Matrix Presequencem

Figure 30: Les cing voies majeures d’import de protéines mitochondriales.

D’aprés Wiedemann & Pfanner, 2017.

La chaine respiratoire est localisée dans la membrane interne. Cette membrane est
repliée sous forme d’invaginations appelées « crétes mitochondriales » qui pénétrent la matrice
et qui accroissent considérablement la surface de la membrane interne, permettant ainsi aux
mitochondries de contenir de milliers d'exemplaires de la chaine de transport d'électrons et
d’ATP synthase. La morphologie des mitochondries, mais également des crétes
mitochondriales sont variables d’un type cellulaire a 1’autre et ont une influence sur le

fonctionnement de la mitochondrie (Mannella, 2006).

La dynamique du réseau mitochondrial entre en compte dans plusieurs processus dans
lesquels la mitochondrie est impliquée. Par exemple, la division cellulaire nécessite des
phénomeénes de fission mitochondriale, afin de répartir les mitochondries dans les cellules filles.

La fission mitochondriale permet également de faire le tri, d’isoler, et d’éliminer les organites
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défectueux par autophagie (Twig et al., 2008). La fission mitochondriale est principalement
assurée par Drpl, une protéine cytosolique, recrutée a la membrane externe des mitochondries
ou elle permet la constriction des membranes suivie de la fission des mitochondries. A I’inverse
de la fission, en fusionnant entre elles, les mitochondries permettent une meilleure répartition
des métabolites, des protéines, ainsi que de 1’énergie produite. L’ ADNmt existe sous différentes
formes dues a des mutations : on parle d’hétéroplasmie (coexistence de copies d’ADNmt
sauvage et mutés au sein d’une méme mitochondrie ou au sein d’'une méme cellule). Les
phénomenes de fusion permettent donc le mélange du contenu génétique de différentes
mitochondries de la cellule, contrant ainsi des déficiences de la chaine respiratoire qui auraient
pour cause des mutations de I’ADNmt (Ishihara et al., 2015; Youle & van der Bliek, 2012).
Contrairement a la fission, la fusion mitochondriale nécessite la fusion des membranes externes
puis des membranes internes. Ces mécanismes sont assurés par les Mitofusines 1 et 2 (Mfn1l et
Mfn2), ancrées dans les membranes externes par des domaines transmembranaires
(Westermann, 2010). Les guanosines triphosphatases (GTPases), appartenant a la famille des
dynamines, sont fortement impliquées dans la fission et la fusion mitochondriales. La GTPase
clé de la fusion est Opal. Elle posséde huit isoformes chez les mammiféres et comporte un a
trois sites de clivages protéolytiques. La balance forme clivée/forme longue régule la fusion
mitochondriale. L un des sites est clivé par Omal, ceci, uniquement lorsque les mitochondries
sont dépolarisées ou présentent un autre défaut, permettant de contréler la qualité du réseau en
empéchant donc la fusion de la mitochondrie (Baker et al., 2014; van der Bliek et al., 2013). La
bonne régulation de ces protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale est essentielle
pour le bon fonctionnement de la cellule. En effet, des défauts de fonctionnement de ces
protéines sont a la base de plusieurs pathologies (Chan, 2020) (Figure 31).
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Figure 31: Dynamique mitochondriale.

Les mitochondries défectueuses sont représentées en rouge. A: la balance entre les phénomeénes
de fusion et de fission contréle la forme, le nombre et la taille du réseau mitochondrial. B: La fission
mitochondriale facilite le transport des mitochondries dans les axones. C: La fusion mitochondriale
permet le maintien d’une population homogeéne pouvant tolérer des niveaux élevés de mutation de
I’ADNmt. D: La fission mitochondriale permet une meilleure distribution entre les cellules filles lors de
la mitose. E: La fission mitochondriale permet de générer de petits fragments de mitochondrie, détruits
ensuite par mitophagie. Modifié d’apres Chan, 2020. F: les acteurs de la dynamique mitochondriale:
les mitofusines Mfn1/2 et Opal sont responsables de la fusion mitochondriale; Drpl est quant a elle
impliquée dans la fission mitochondriale. D apreés Van der Bliek et al., 2013.

B. Quelques fonctions de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite clé de la cellule. En effet, elle est impliquée dans
plusieurs mécanismes nécessaires au bon fonctionnement cellulaire. Nous nous limiterons a
quelques-uns impliqués dans le cancer de la prostate et les mécanismes de résistance a la
radiothérapie dans ce paragraphe.

1. Le métabolisme cellulaire

Comme évoquée précédemment, la glycolyse, le cycle de Krebs et la B-oxydation sont
des voies cataboliques qui produisent du pouvoir réducteur sous forme de coenzymes réduites
(NADH et FADH>). Dans la mitochondrie, I’ATP est produite par la conversion de ce pouvoir

réducteur grace a la chaine respiratoire et ’ATP synthase : ce sont les phosphorylations
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oxydatives, permettant la phosphorylation de I’ADP en ATP. Le transfert du pouvoir réducteur
issu de la glycolyse du cytosol vers la mitochondrie met en jeu les porines (au niveau de la
membrane externe) et deux systémes « navettes » au niveau de la membrane interne (la navette
malate-aspartate dans les tissus tels que le foie, le rein ou le muscle cardiaque ou la navette
glycérolphosphate dans les muscles squelettiques ou le cerveau) (Borst, 2020; Dawson &
Cooney, 1978). Les organismes aérobies synthétisent I’ ATP principalement par deux voies : les
réactions de phosphorylation au niveau du substrat au cours de la glycolyse qui se déroule dans
le cytosol et les phosphorylations oxydatives dans les mitochondries au niveau de leur
membrane interne. La phosphorylation oxydative ou respiration cellulaire permet de produire
dix-sept fois plus d’ATP que la glycolyse seule pour une méme quantité de glucose dégradeée,

faisant d’elle la source majoritaire d’énergie (Papa et al., 2012).

La chaine respiratoire est une chaine de transport d’électrons, qui, en réoxydant les
coenzymes réduites issues des réactions du catabolisme gréce a 1’oxygéne (accepteur final
d’électrons), crée et maintient un gradient électrochimique de protons entre la matrice et
I’espace intermembranaire. C’est la force protomotrice générée qui permet a I’ATP synthase
d’assurer la synthése d’ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique. La chaine respiratoire
est composée de quatre complexes enzymatiques auxquels s’ajoute le complexe V ou ATP
synthase. Particulierement volumineux, ces cing complexes sont disposés de maniére
asymeétrique dans la bicouche lipidique. Chacun d’eux est composé de nombreuses SOUS-UNités
protéiques, codées soit par I’ADNmt ou soit par I’ADN nucléaire (Figure 32) (Yusoff, 2015).
Ces protéines ont des propriétés d’oxydo-réduction, notamment grace aux groupements
prosthétiques qui sont associés a certaines protéines. Ces groupements prosthétiques peuvent
étre des hemes & atomes de cuivre ou de fer, des centres fer-soufre (Fe-S) des flavines (FMN,
FAD). En plus de ces complexes, la chaine respiratoire met en jeu deux petites molécules
indépendantes et mobiles dans la bicouche lipidigue : I’ubiquinone (UQ) et le cytochrome ¢ lié

de facon faible a la face externe de la membrane interne de la mitochondrie.
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Figure 32: Chaine respiratoire mitochondriale.

Les complexes I, Il et IV génerent des protons qui sont expulsés dans [’espace inter-
membranaire, créant ainsi un flux de protons qui reviennent vers la matrice par I’ATP synthase,
permettant ainsi la production d’ATP. Modifié d’apres Yusoff, 2015.

Le complexe I: également appelé NADH - ubiquinone oxydoreductase (NUR) ou
NADH déshydrogénase. Le complexe | est une protéine de trés grande taille. C’est le
composant le plus volumineux de la chaine respiratoire. Chez la plupart des organismes, sa
forme rappelle grossi¢rement celle d’une botte. Chez les mammifeéres, il possede 46 sous-unités
codés a la fois par des génes mitochondriaux et des génes nucléaires et a une masse d’environ
850 kDa (Lenaz et al., 2006). Ses principaux coenzymes sont les FMN et les centres Fe-S. Il
possede un site de liaison au NADH tourné vers la matrice. La réaction est initiée par la liaison
d'une molécule de NADH au complexe I et la cession d’une paire d’électrons du NADH (sous
forme d'ion hydrure, H-) a un ensemble de protéines Fe-S qui les transférent au coenzyme Q

(ou ubiquinone). Alors que les électrons circulent a travers le complexe I, quatre protons sont
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pompes hors de la matrice mitochondriale vers I'espace intermembranaire a travers la
membrane interne, créant un gradient électrochimique de protons transmembranaires. Son

inhibiteur spécifique est la roténone qui bloque les électrons au niveau de ce complexe.

Le complexe Il : ou succinate - ubiquinone oxydoreductase (SUR) ou encore succinate
déshydrogénase. Il s’agit d’une enzyme du cycle de Krebs qui catalyse I’oxydation du succinate
en fumarate et assure le transfert des électrons grace a son coenzyme, le FAD. Ce complexe
posseéde d’autres coenzymes Fe-S et un cytochrome b, qui participent au transfert des électrons
du FADH; a I’UQ. Cette derniére regoit donc les électrons du NADH via le complexe | mais
également du succinate via le complexe Il. Sa forme réduite est I’ubiquinol (UQH2) qui diffuse
dans la membrane vers le complexe 111 ou elle est oxydée de nouveau en UQ. Ces réactions se
font sans flux de protons compte tenu de la faible différence de potentiel d’oxydoréduction
entre les donneurs et les accepteurs d'électrons mis en jeu et donc de la faible variation d’énergie
libre qui résulte de ces réactions de transfert d’électron. Ce complexe a toutefois son importance
puisque c’est par lui qu’entrent les électrons issus de 1’oxydation du succinate dans le cycle de

Krebs mais aussi ceux du NADH,H+ formé lors de la glycolyse.

Le complexe Ill: ou ubiquinol cytochrome ¢ oxydoreductase (UCCR) ou encore
coenzyme Q-cytochrome c réductase. Il est composé de cytochrome b, de cytochrome clet
d’une protéine Fe-S. Il accepte les électrons de 1’UQ réduite et les transfére a deux molécules
de cytochrome c (différent du cytochrome c1. Le complexe Il fonctionne comme une pompe
a protons puisqu’il couple ce transfert d’électrons a la translocation de 2 x 2 protons Vers
I’espace inter-membranaire. Un inhibiteur spécifique de ce complexe est 1’antimycine A, un

composé chimique produit par certaines bactéries.

Le complexe IV : ou cytochrome c¢ oxydase (COX). Ce complexe contient des
cytochromes a et a3 ainsi que deux ions cuivre (Cua et Cug). Il assure 1’oxydation du
cytochrome c et la réduction de 1’oxygéne moléculaire en eau. Le dioxygeéne est I’accepteur
final des électrons et ’eau constitue le produit final de la chaine respiratoire. A Dinstar des
complexes I et 111, le complexe IV permet la translocation de protons; des protons de la matrice
sont donc consommés pour former de 1’eau mais sont également expulsés vers 1’espace inter-
membranaire, ce qui contribue encore a 1’augmentation du pH matriciel et a la diminution du
pH intermembranaire. Le cyanure est un inhibiteur spécifique de ce complexe. Il en existe de

nombreux dérivés, trés toxiques et fabriqués par des bactéries et champignons. Un des dérives,
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I’amygdaline, est également présent dans des noyaux de cerise ou d’abricot.

Le complexe V : aussi appelé ATP synthase, permet la fabrication de I’ATP en se
servant du gradient électrochimique de protons comme source d’énergie. Ce complexe n’est
pas un complexe respiratoire puisqu’il ne contribue pas au transfert des électrons a I’oxygéne
mais il est étroitement lié¢ a la chaine respiratoire dans le processus des phosphorylations
oxydatives. L’ATP synthase est un complexe protéique de grande taille formé de deux parties
distinctes : une partie Fo, transmembranaire, qui constitue un tunnel a protons et une partie Fi,
du co6té de la matrice, qui constitue la partie catalytique du complexe. L’ensemble couple le
retour des protons vers la matrice a la réaction de synthése d’ATP. La partie Fo du complexe

est sensible a I’oligomycine (d’ou I’indice « 0 » qui lui est attribué).

Mécanisme général de la chaine respiratoire : Comme nous venons de la voir, la

chaine respiratoire assure un transfert des électrons du NADH (et succinate) a ’oxygeéne. Les
électrons passent du complexe | (ou Il pour ceux du succinate) au complexe Ill, via
I’ubiquinone, puis au complexe IV via le cytochrome c. ce dernier complexe (IV) céde enfin
les ¢lectrons a 1’oxygeéne, accepteur final. L’énergie libre générée par ces réactions
d’oxydoréduction est utilisée au niveau des complexes I, III et IV pour transférer des protons
contre leur gradient de concentration, de la matrice vers I’espace inter-membranaire.
L’accumulation des protons dans 1’espace inter-membranaire aboutit a une différence de
concentration en protons et donc de pH (1,4 unité de pH), la matrice devenant basique par
rapport a I’espace inter-membranaire, et contribue a la difféerence de potentiel électrique
transmembranaire comprise entre -150 et -180mV (intérieur négatif). La force protomotrice
résultant de ce gradient électrochimique de protons « pousse » les protons a revenir vers la
matrice. La membrane interne étant imperméable aux protons, c’est la partie Fo de I’ATP
synthase qui va permettre ce retour et déclencher la synthése d’ATP par la téte catalytique F.
C’est donc le gradient électrochimique de protons qui couple le flux d’électrons a travers la
chaine respiratoire a la phosphorylation de I’ADP en ATP : ¢’est le couplage chimio-osmotique
suggéré par Mitchell (et acceptée par tous aujourd’hui) dans les années 1960 (Mitchell, 1961).
L’ATP ainsi produit dans la matrice mitochondriale est transporté dans l’espace inter-
membranaire par 1’adénine nucléotide translocase (ANT). Il s’agit d’un antiport qui permet
I’export d’ATP contre I’import d’ADP. L’ATP libéré dans le cytosol est ensuite utilisée dans
des réactions chimiques nécessitant de 1’énergie. Les phosphorylations oxydatives sont

également régulées par la concentration en ADP qui est corrélée a I’utilisation d’ATP.
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L’inhibition de I’ANT inhibe les phosphorylations oxydatives (Schirris et al., 2015).

Comme dit précédemment, la génération de I’eau par la réduction de I’oxygeéne dans la
chaine respiratoire nécessite deux protons et quatre électrons. Cependant, une proportion de
I’oxygeéne échappe a la réduction compléte en eau (seulement un ou 2 électrons sont transféres),
générant ainsi la production de ROS : I’ion superoxyde Oz~ et peroxyde O respectivement.
Ces dérivés de 1’oxygeéne sont instables, treés réactifs et potentiellement dangereux pour la
cellule du fait de leur capacité a oxyder I’ADN, les protéines et les lipides membranaires (Kong
etal., 2014).

La mitochondrie est donc au centre de 1’énergétique cellulaire, mais sa fonction ne se
limite pas a la production de I’ATP. En effet, outre ses fonctions dans le métabolisme
énergétique, elle est également impliquée dans bien d’autres mécanismes cellulaires, renforcant
leur importance dans la cellule. Ainsi elle est impliquée dans I’apoptose, la synthése de
nombreux composés tels que les hormones stéroidiennes, les pyrimidines, mais aussi dans
I’homéostasie du calcium (Doghman-Bouguerra & Lalli, 2017; Giorgi et al.,, 2012;
Papadopoulos & Miller, 2012; Pesini et al., 2019; Rizzuto et al., 2012). Elle permet notamment
le stockage du calcium en cas d’élévation importante de la concentration en ions calciques
cytosoliques durant diverses circonstances anormales, telle que I’ischémie, protégeant ainsi la
cellule (Fonteriz et al., 2016). Une partie de ces processus ne sera pas abordée dans le cadre de

mes travaux de recherche ; nous limiterons dans ce manuscrit a son rdle dans I’apoptose.
2. L’apoptose

Longtemps confondu avec la nécrose, puis désignée comme « nécrose contractée » en
1971, le terme « apoptose » a été utilisé pour la premiére fois en 1972 (Kerr, 2002; Kerr et al.,
1972). Le role de la mitochondrie dans 1’apoptose a été mis en évidence en 1994 (Kroemer,
2001). L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus par lequel les cellules, suite
a un signal, déclenchent leur autodestruction. Dans les conditions physiologiques, ce processus
est en équilibre avec la prolifération cellulaire et cet equilibre est necessaire a la survie des
organismes multicellulaires. Par exemple, I’apoptose joue un rdle primordial dans les
mécanismes de défense mis en ceuvre lors de réactions immunes (Akhtar & Bokhari, 2021;
Elmore, 2007). L apoptose se manifeste par la condensation du cytoplasme, le bourgeonnement
des membranes cytoplasmiques et nucléaire, la compaction de la chromatine et la fragmentation

de ’ADN. Au niveau de la membrane plasmique, les phosphatyldinesérines sont externalisés
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(caractéristique exploitée pour identifier cette voie de mort cellulaire) et la cellule est segmentée
en vésicules, formant ainsi des corps apoptotiques. Ces derniers vont étre phagocytés par les
macrophages (Figure 33) (Abou-Ghali & Stiban, 2015).
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Figure 33: Changements morphologiques subits par une cellule rentrant en apoptose.

Modifié d’apres Abou-Ghali et Stiban, 2015.

Deux voies distinctes mais interconnectées de 1’apoptose existent: 1’apoptose
extrinseque, qui passe par 1’activation de récepteurs membranaires et 1’apoptose intrinseque qui

passe par I’activation de protéines mitochondriales (Figure 34) (Goldar et al., 2015).
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Modifié d’apres Goldar et al., 2015.

La voie extrinséque également appelée « voie des récepteurs de mort cellulaire » passe
par I’activation de récepteurs de mort situés sur la membrane plasmique, a 1’exemple de la
superfamille des Tumor Necrosis Factor ou TNF comprenant les récepteurs FAS ou TNFa,
suite a des signaux externes a la cellule. Ceci déclenche une série de mécanismes conduisant a
I’activation de caspases. Les caspases sont des protéines a cystéine qui reconnaissent et clivent
leurs substrats protéiques aprées un résidu aspartique. Les caspases 3, 8, 9 et 10 interviennent

dans cette voie (EImore, 2007; Locksley et al., 2001).

La voie apoptotique intrinséque ou «voie mitochondriale », contrairement a la
précédente, est déclenchée suite a des signaux internes a la cellule, lorsque celles-ci sont 1ésées

ou soumises a un stress tel que des dommages de I’ADN ou 1’augmentation de la quantité de
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ROS. L’activation de cette voie induit la formation de pores de transition de perméabilité dans
la membrane mitochondriale. Ces pores sont constitués par la porine au niveau de la membrane
externe et de I’ANT au niveau de la membrane interne et leur formation induit une diminution
du potentiel de membrane mitochondrial, suivi du gonflement de la matrice mitochondriale,
d’une interruption du métabolisme mitochondrial et d’un stress oxydant. La perméabilisation
de la membrane mitochondriale est sous le contr6le de protéines pro-apoptotiques de la famille
Bcl-2, localisées dans le cytosol (Bax, Bad) et de protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-
2 (Bcl-XI, Bcl-2, Mcl-1) présents au niveau de la membrane externe de la mitochondrie. Ces
derniéres en sequestrant des molécules pro-apoptotiques, empéchent la perméabilisation de la
membrane, et permettent ainsi la stabilité de la mitochondrie. En effet, ces protéines anti-
apoptotiques forment des hétérodiméres avec les protéines pro-apoptotiques. Les molécules
pro-apoptotiques cytosoliques vont alors inhiber les protéines anti-apoptotiques, activant des
protéines pro-apoptotiques effectrices telles que Bax et Bak (Bhola & Letai, 2016). Ainsi,
I’entrée de la cellule en apoptose par la voie intrinséque est déterminée par le rapport protéines
pro-apoptotiques/protéines anti-apoptotiques (Gibson & Davids, 2015). L’oligomérisation des
protéines pro-apoptotiques effectrices va induire la formation de pores et par conséquent la
perméabilisation de la membrane mitochondriale, libérant ainsi dans le cytosol des molécules
pro-apoptotiques telles que le cytochrome ¢, Smac/DIABLO, OMI/HtrA2, I'endonucléase-G,
1’ Apoptosis Inducing Factor (AIF) ainsi que les procaspases 2, 3 et 9. Une fois dans le cytosol,
ces facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux vont avoir des cibles et des effets spécifiques : le
cytochrome c et la procaspase 9 s’associeront 8 APAF-1, formant ainsi 1’apoptosome a la suite
de laquelle la procaspase sera activée par clivage, libérant la caspase 9 capable d’activer a son
tour des caspases effectrices comme la caspase 3 (Hill et al., 2004). Une cascade d’activation
de caspases s’ensuivra et induira grace a leur activité protéoltique, la dégradation de protéines
cytosoliques et nucléaires mais également ’activation des nucléases, dont 1’endonucléase G,
également libérée dans le cytosol. Cette derniére participera a la dégradation de I’ADN
nucléaire. Smac/DIABLO et OMI/HtrA2 sont quant a elles responsables de I’inhibition des
protéines de la famille des Inhibitor of apoptosis (IAP) (Kocab & Duckett, 2016). Enfin, I’AIF
ne nécessite aucun autre intermédiaire et va emprunter une voie indépendante des caspases. Il
se relocalisera dans le noyau cellulaire ou il induira la condensation de la chromatine et la
fragmentation de I’ADN nucléaire (Candeé et al., 2002). La voie intrinseque peut étre déclenchée
par I’activation de p53 mais également par les intermédiaires lipidiques comme le céramide, un

sphingolipide (combinaison d’un acide gras avec la sphingosine) (Pettus et al., 2002). La voie
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p53-dépendante est activée suite a la détection de dommages non réparables de I’ADN par
exemple. L’activation de p53 va avoir un impact sur le contrdle du cycle cellulaire et sur
I’activation de genes comme APAF-1 (Robles & Curtis, 2001) et sur la transcription des
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Nakano & Vousden, 2001; Oda et al., 2000) qui
vont initier I’apoptose comme précédemment décrit. L’activation de I’apoptose intrinséque par
les céramides fait intervenir plusieurs voies de signalisation. Ces molécules sont retrouvées en
abondance dans les membranes cellulaires et sont impliquées entre autre dans la signalisation
lipidique, la différenciation cellulaire ou I’apoptose. La régulation des niveaux de céramide est
contr6lée par les enzymes responsables de leur synthese (sphingomyélinases (SMase),
sphyngomyéline synthases (SMS) et de leur catabolisme (céramidases). Les céramides sont
impliqués dans la voie apoptotique déclenchée par les radiations ionisantes. En effet, une
délétion en SMases induit une résistance aux irradiation y dans des fibroblastes (Kronke, 1999).
L’activation de I’apoptose par les céramides passe par des molécules comme la cathepsine D,
les CAPK (ceramide activated protein kinase) qui inhibent 1’activité anti-apoptotique de Bcl-2
en la phosphorylant (Heinrich et al., 2000; Mdiller et al., 1995). Ceci a pour conséquence le
relargage de cytochrome ¢ et I’activation de la caspase 9 (Ruvolo et al., 1998; Sawada et al.,
2000).

Les voies extrinséques et intrinséque de 1’apoptose ne sont pas totalement indépendantes
les unes des autres. En effet, Bid est une protéine pro-apoptotique qui permet la liaison entre la
voie extrinséque et la voie intrinséque : elle peut étre activée par le récepteur de mort FAS et
suite a son activation, interagir directement avec Bax et Bak, induisant la perte de leur
interaction avec les protéines anti-apoptotiques, leur oligomérisation, la formation de pores et
le relargage de protéines mitochondriales. De plus, la voie des céramides serait également active
par TNF mais également par p53 et Rb (Dbaibo et al., 1995; Lee et al., 2000; Sawada et al.,
2001; Yang & Duerksen-Hughes, 2001). En effet, il a été récemment démontré que les
radiations ionisantes ainsi que I’actinomycine D par exemple, induisaient la production de
céramides dépendamment de p53 et d’une production d’anions superoxyde. Contrairement a
p53 dont I’activation est en amont de cette voie, la déphosphorylation de Rb se situe plutdt en
aval. Par leurs liens avec ces deux dernieres molécules, en plus d’induire I’apoptose, les
céramides sont également impliqués dans 1’arrét du cycle cellulaire (Alberts et al., 1993; Kim
et al., 2000, p. 53).

L’apoptose est un mécanisme déréglé lors de la tumorigénése. L’implication de la
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mitochondrie dans ce processus fait ressortir son role important dans le développement des

cancers.
C. L’ADN mitochondrial

Les mitochondries sont des organites particuliers dans le sens ou elles possedent dans
leur matrice leur propre information génétique : I’ADN mitochondrial (ADNmt). Chez
I’Homme, ce génome, contrairement au génome nucléaire (ADNN), est circulaire et est
composé de 16 569 paires de bases (pb). Il a été séquencé pour la premiére fois par Anderson
et ses collaborateurs (Anderson et al., 1981) (Figure 35). Composé d’un brin lourd et d’un brin
leger, complémentaires, il ne posséde aucun intron et n’est pas associé a des histones. Ses deux
brins différent dans leur composition : un brin riche en guanines dit brin lourd (heavy strand ou
brin H), et un brin riche en cytosines, dit brin léger (light strand ou brin L). Il comporte 37
génes (contre environ 25000 pour I’ADNn) qui codent 13 protéines impliquées dans la chaine
respiratoire, 22 ARN de transfert (ARNLt) et 2 ARN ribosomiques (ARNr 12S et 16S). Le brin
lourd code 14 ARN, les 2 ARNr et 12 protéines tandis que le brin Iéger code les 8 ARNt restant
et une sous unité du complexe | (ND6). D’autres protéines sont impliquées dans la mitochondrie
mais sont codées par le noyau et importées dans les mitochondries grace a des transporteurs
(Fox, 2012), d’ou la nécessité d’une communication moléculaire entre le noyau et la
mitochondrie. L’ADNmt comprend également deux régions non codante non similaires qui
contiennent les origines de réplication et les promoteurs de transcription des brins lourds et
légers : en effet, la plus longue, régulant a la fois la réplication et la transcription de I’ADNmt
comporte 1’origine de réplication du brin lourd (OriH), les promoteurs transcriptionnels des
brins lourd et Iéger (HSP et LSP) ainsi que la boucle de déplacement (D-Loop) alors que la plus

courte ne contient que 1’origine de réplication du brin léger (OriL).

L’ ADNmt est dynamique et il existe une hétéroplasmie au sein des mitochondries : en
effet, il existe sous 2 a 10 copies qui peuvent différer dans une mitochondrie, soit environ 1000
a 10000 copies d’ADNmt par cellule, représentant environ 1% de I’ ADN cellulaire total d’une
cellule somatique. L'’ADNmt évolue grace a des mécanismes de recombinaison homologue et
les copies de I’ADNmt répliquées indifféeremment du cycle cellulaire (Falkenberg et al., 2007),
sont réparties aléatoirement lors des divisions cellulaires. Chez les mammiferes, I’ADNmt se
présente sous forme de complexes protéines-ADN, appelés nucléoides, distribués de maniere

hétérogene dans la matrice mitochondriale selon les conditions cellulaires. Ces nucléoides
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mesurent environ 100nm de diametre et sont ancrés a la membrane mitochondriale interne
(Kukat et al., 2011). lls sont répartis de maniére équidistante lors de fusions mitochondriale et
se regroupent lors des phénomenes de fission (Tauber et al., 2013). Il est estimé que les
nucléoides ne possédent qu’une molécule unique d’ADNmt (Kukat et al., 2015), située a leur
centre du nucléoide et entourée par les protéines, de maniere a le protéger des dommages, a
I’image des histones pour ’ADNn (Guliaeva et al., 2006). Une des protéines clé de ces
complexes protéines-ADN est TFAM, responsable de la compaction de I’ADNmt (Farge et al.,
2012) dont la quantité est positivement corrélée a celle de I’ADNmt (Ekstrand et al., 2004).
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Figure 35: L’ADN mitochondrial humain est un ADN circulaire comportant un brin lourd et un
brin léger.

Il porte 37 génes codant 13 protéines, 22 ARNt et 2 ARNr. Les sous-unités des complexes I, IV
et V sont respectivement en jaune orange et rouge. Les zones de chevauchement de génes sont en noir
et la région de contréle en gris. Image d’Emmanuel Douzery.

I11. Les maladies et dysfonctionnements mitochondriaux

Les maladies mitochondriales sont dues & des altérations des fonctions de la

mitochondrie, ayant des causes multiples, parmi lesquelles des mutations de I’ADNmt mais
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aussi de I’ADNn, (puisque ce dernier code egalement des protéines impliquées dans la chaine
respiratoire), entrainant principalement un défaut de la chaine respiratoire. De plus, un
dysfonctionnement du métabolisme mitochondrial s’ajoute a ces causes. Un large spectre de
symptdmes sont associés aux maladies mitochondriales (désordres du mouvement, cécité,
surdité, épilepsie, accidents vasculaires) et les tissus les plus énergivores sont bien souvent les
plus touchés (systéme nerveux central, les muscles dont le cceur). Les dysfonctionnements
mitochondriaux sont également impliqués dans les processus de vieillissement et dans les

pathologies liées a 1’age (Bratic & Larsson, 2013; Kudryavtseva et al., 2016).

Les mitochondries d’un individu étant un héritage maternel, la transmission de
I’ADNmt se fait en conséquence de mani¢re non mendélienne, a I’exception de certains
animaux, plantes et champignons. Cette hérédité uni-parentale présente 1’avantage de permettre

le suivi des populations et d’analyser ainsi la diversité génétique de nos ancétres.

Comme déja mentionné, méme si dans la plupart des cas, les molécules d’ADNmt d’une
cellule sont identiques, il peut arriver que molécules d’ADNmt différentes coexistent dans la
méme cellule : on parle respectivement d’homoplasmie et d’hétéroplasmie. Cependant, pour
une mutation mitochondriale donnée, la répartition aléatoire des mitochondries lors de la
division cellulaire permet d’obtenir différents profils cellulaires a partir d’une cellule
hétéroplasmique : des cellules homoplasmiques ne possédant que I’ ADNmt sauvage (non muté)
chez lesquelles on n’observe aucun symptome, des cellules homoplasmiques ne possédant que
des mitochondries portant la mutation et ayant pour conséquence une clinique sévere et enfin,
des cellules hétéroplasmiques pour lesquelles la répercussion clinique se fera en fonction du
taux de mutation (Sproule & Kaufmann, 2008; van Eijsden et al., 2008; Wallace, 2018). En
effet, un individu ne développera les symptomes d’une pathologie qu’une fois un seuil donné
d’hétéroplasmie franchi, en fonction de la mutation. C’est I’exemple du cancer de la prostate.
Nous aborderons les liens entre les mutations de I’ADNmt et la survenue du cancer de la

prostate par la suite.

A. Dysfonctionnement du métabolisme mitochondrial et
pathologies

Pendant longtemps, le cancer a été considéré comme étant la résultante exclusivement
intrinseque a la cellule en transformation, issue de modifications génétiques, épigénétiques en

plus d’un switch glycolytique seulement. La mise en evidence du role central de la mitochondrie
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dans le développement tumoral, sa progression et la réponse aux thérapies, ainsi que
I’importance du microenvironnement en lien avec la réponse tumorale ont permis une meilleure
compréhension, certes toujours incomplete, du développement et de la progression tumorale,
permettant ainsi le développement de nouvelles thérapies. Ainsi, des dysfonctionnements du
métabolisme mitochondrial ont été mis en évidence dans plusieurs types de cancers dont le
cancer de la prostate mais également dans des pathologies telles que le diabéte. Nous nous

concentrerons sur les cancers et plus particulierement, le cancer de la prostate.

La découverte de I’implication de la mitochondrie dans les processus de mort cellulaire
telle que I’apoptose a augmenté I’intérét pour 1’étude du réle de la mitochondrie dans le
développement des cancers. Ceci a permis de mettre en évidence les modifications du
métabolisme mitochondrial dans la tumorigénése. Ainsi, (Dang et al., 2009). Les cellules
tumorales présentent ainsi une certaine plasticité métabolique leur permettant de moduler les
voies métaboliques en fonction de leurs besoins énergétiques (Fendt et al., 2013; Wise et al.,
2011). Le knockout de MPC1, un transporteur de pyruvate mitochondrial induit un switch
métabolique vers la glycolyse, avec pour conséquence une réduction de la production d’ATP
mais également une acquisition de capacités migratoires et invasives. De plus, ces cellules
étaient plus résistantes a la chimiothérapie et la radiothérapie (Li et al., 2017). Par conséquent,
le ciblage du métabolisme mitochondrial est devenu une stratégie thérapeutique et de
sensibilisation des cellules a la chimiothérapie ou la radiothérapie (Galluzzi et al., 2013;
Martinez-Outschoorn et al., 2017).

Comme dit précédemment, les cellules épithéliales de la prostate ne mettent pas en place
le switch glycolytique ou I’effet Warburg au début de leur transformation maligne. Au
contraire, elles présentent une forte activité du cycle de Krebs par rapport aux cellules saines,
ceci, en inversant le métabolisme du citrate comme décrit précédemment. Ainsi, ces
mécanismes mis en place sont nécessaires a la tumorigénese du cancer de la prostate, en

permettant entre autre aux cellules d’éviter I’apoptose et de proliférer.

Les dysfonctionnements mitochondriaux sont également des conséquences de mutations
de ’ADNmt mais aussi de I’ADNn, qui participent elles-aussi au développement de

pathologies, dont le cancer.

124



B. Les mutations de I’ADN nucléaire

Les mutations de I’ADNn peuvent avoir un impact sur les geénes impliqués dans le
métabolisme de I’ADNmt et ceux responsables de 1’assemblage et de la stabilité des protéines
de la chaine respiratoire. C’est le cas des genes du réplisome mitochondrial (POLyA, POLyB,
TWINKLE), dont les mutations sont souvent retrouvées dans de nombreuses maladies
mitochondriales (ophtalmoplégie externe progressive, syndrome de déplétion de I’ADNmt,
ataxie spinocérébelleuse infantile) (Fratter et al., 2010; Longley et al., 2010; Van Goethem et
al., 2001).

La majorité des sous-unités des complexes respiratoires est codée par le génome
nucléaire. Cependant, peu de mutations de ces genes ont été mises en évidence, probablement
du fait de la fatalité de telles mutations sur I’embryon. C’est le cas par exemple du complexe
IV pour lequel aucune mutation des sous-unités d’origine nucléaire n’a été décrite (Schapira,
2006, 2012). Toutefois, des dysfonctionnements de protéines codées par le noyau et impliquées
dans la maintenance et I’assemblage du complexe IV, a ’exemple de SCO22, COX10 et
COX15, sont impliqués dans le syndrome de Leigh, les myopathies, 1’encéphalopathie et
I’acidose lactique. Ces déficiences sont héritées de maniére récessive. Par ailleurs, il a été
démontré que des mutations de sous-unités d’origine nucléaire des complexes I et Il entrainaient
par exemple le syndrome de Leigh et une leucodystrophie pour le premier, et encore le
syndrome de Leigh, une ataxie ainsi que des tumeurs sécrétrices de catécholamines pour le

second.

Plusieurs mutations de genes nucléaires codant des composants mitochondriaux
(comme la succinate déshydrogénase ou I’iso-citrate déshydrogénase) ont été associées a un
risque élevé de développer un cancer. Les mutations de I’ADNn impliquées dans la
carcinogenése peuvent se diviser en deux niveaux : celles n’ayant pas d’impact sur I’ADNmt
et celles ayant un impact sur I’ADNmt. Cet aspect sera plus détaillé dans un prochain

paragraphe.
C. Les mutations de ’ADN mitochondrial

A ce jour, plus de 150 pathologies liées a des mutations de I’ADNmt ont été recensées
(Figure 36) (DiMauro, 2004; Dimauro & Davidzon, 2005). Ces mutations impactent des genes

codant pour des protéines de la chaine respiratoire ou des ARNr ou ARNt nécessaires a la
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machinerie de traduction mitochondriale.

Les mutations de I’ADNmt peuvent étre des délétions ou des erreurs de réparation dont
les causes sont multiples (Holt et al., 1988). Les causes des mutations et les systemes de
réparation de I’ADNmt seront abordées dans le paragraphe suivant. L’occurrence des délétions
peut avoir lieu sur une paire de bases ou sur plusieurs milliers. Le plus souvent, elles sont
localisées entre OriH et OriL, également appelé «arc majeur de I’ADNmt ». Elles
proviendraient d’erreurs de réplication : dans le modéle de réplication par déplacement de brin,
suite a un glissement d au mésappariement de deux séquences répétées qui se suivent (Phillips
et al., 2017). L’autre cause des mutations de I’ADNmt sont comme indiquées précédemment,

des erreurs de réparation des cassures double-brin (Chen et al., 2011).
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Figure 36: Pathologies et mutations de I’ADNmt.

La mitochondrie ayant des réles clés dans la cellule, des mutations de I’ADNmt ont été mis en
évidence dans plusieurs pathologies (A) dont les cancers (B). A: les pathologies dues & des mutations
altérant la synthése des protéines mitochondriales sont indiquées en bleu et celles dues a des mutations
de génes codant des protéines sont représentées en rouge. Abréviations: MELAS: encéphalomyopathie
mitochondriale, acidose lactique et épisodes de type AVC; OEP: ophtalmoplégie externe progressive;
NOHL: neuropathie optique héréditaire de Leber; NARP: neuropathie, ataxie, rétinite pigmentaire; LS:
syndrome de Leigh; MILS: syndrome de Leigh hérité de la mére; MERRF: épilepsie myoclonique avec

des fibres rouges déchiquetées;, NSBF: mnécrose striatale bilatérale familiale. Modifiés d’apres
DiMauro, 2004; Chatterjee et al., 2006.
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Le lien entre la mitochondrie et le développement de cancers n’est plus a démontrer
(Zong et al., 2016). Des mutations de I’ADNmt ont également été mises en évidence dans le
développement et la progression de plusieurs cancers dont le cancer de la prostate (Figure 36B).
En effet, des altérations du génome mitochondrial sont impliquées dans la prolifération
anarchique des cellules, 1’indépendance androgénique, 1’évitement de 1’apoptose. De plus,
certaines pourraient étre prédicteurs de récidive biochimique. Ainsi, plusieurs études ont
démontré une corrélation étroite entre des mutations chromosomiques, une forte exposition aux
ROS, une forte prolifération et la transition d’un cancer de la prostate primaire a un cancer de
la prostate agressif présentant un potentiel métastatique (Higuchi et al., 2006; Lindberg et al.,
2013; Park et al., 2009; Parr et al., 2006). Une déplétion en ADNmt a également été observée
dans les cellules malignes et indépendantes des androgénes de la prostate. Higuchi et ses
collaborateurs ont montré par des études sur des cybrides qu’une restauration des mitochondries
induisait une dépendance des cellules tumorales aux androgénes (Higuchi et al., 2006). De plus,
I’utilisation de levures a permis de mettre en évidence 1’implication de mutations de I’ATP
synthase dans 1’évitement de 1’apoptose (Niedzwiecka et al., 2018). Les origines de ces
mutations sont multiples et peuvent également étre liées a 1’dge. Dans leur étude, Smith et ses
collaborateurs ont montré un lien entre 1’age et des mutations de I’ADNmt, responsables de
déficiences des phosphorylations oxydatives et entrainant le développement du cancer
colorectal (Smith et al., 2020). Méme si tout événement causant des dommages ou une mutation
de ’ADNmt peut entrainer la cancérisation des cellules, compte tenu du nombre de copies de
I’ADNmt dans une mitochondrie et du nombre de mitochondries dans une cellule, la
tumorigénése ne se déclenche qu’au-dela d’un certain seuil de mutations (Cook & Higuchi,
2012).

La réponse thérapeutique peut également étre influencée par les mutations de I’ADNmt.
Le switch métabolique ayant lieu dans les cancers de la prostate acquérant un phénotype malin
et présentant un mauvais pronostic implique également des mutations de I’ADNmt (Schopf et
al., 2020). L’exposition de cellules cancéreuses a des agents thérapeutiques comme le cisplatine
ou I’adriamycine induirait des mutations de I’ADNmt qui conduiraient a une résistance
thérapeutique (Guerra et al., 2012; Singh et al., 1999). Dans leurs études, une équipe de
chercheurs a démontré que des cellules pO étaient insensibles a 1’adriamycine, contrairement a
des cellules qui exprimaient I’ADNmt. Cette résistance thérapeutique n’était pas due a un

changement dans la réponse a la mort cellulaire, ou du cycle cellulaire (Singh et al., 1999).
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Quant au cisplatine, un autre agent chimiothérapeutique dont 1’accumulation dans la
mitochondrie a été demontrée, il induit une augmentation d’adduits dans I’ADNmt par rapport
a ’ADNn, entrainant une altération de la synthése des ARN mitochondriaux et de I’ADNmt
(Garrido et al., 2008; Olivero et al., 1995). De méme, une résistance au cisplatine a été mise en
évidence dans des lignées cellulaires épithéliales intestinales normales (CEI-6) p0, quatre fois
supérieure par rapport aux cellules non déplétées en ADNmt (Qian et al., 2005). Ces
observations s'appliquent également a la radiothérapie, une autre thérapie conventionnelle

contre le cancer.

La radiothérapie, que nous aborderons dans le chapitre 111, induit des dommages directs
et indirects aux cellules, ce qui a pour résultat des dommages a I’ADN. Ces dommages ont pour
conséquence un arrét temporaire du cycle cellulaire qui permettra la réparation des dommages
a ’ADN ou le cas échant, conduira a la mort mitotique des cellules ou une activation de
I’apoptose  (Bernstein et al., 2002). Ces processus nécessitant de I’ATP et induisant une
perméabilisation de la membrane mitochondriale, impliqueraient directement ou indirectement
la mitochondrie. Ainsi, il a été démontré que des fibroblastes humains p0 et des cellules de
cancer du pancréas p0 étaient plus résistants a des irradiations de 5 et 8 Gy par rapport a celles
contenant de I’ADNmt sauvage. Les mécanismes mis en place impligueraient une modification
du cycle cellulaire, notamment la phase G2/M et/ou une baisse de 1’apoptose, sans toutefois
inclure une modification de 1’accumulation d’enzymes antioxydantes (Cloos et al., 2009; Tang
et al., 1999). L’utilisation de cybrides de cellules de cancers de la prostate a également montré
une réponse a un traitement aux statines, variable en fonction des degrés de mutation de
I’ADNmt (Sun et al., 2015).

Comme pour la chimiothérapie, les mutations de I’ADNmt influencent les réponses
cellulaires a la radiothérapie mais cette derniere peut également induire des mutations de
I’ADNmt. Ainsi, des mutations, délétions, ou diminution de I’ADNmt ont été observées chez

des patients traités par radiothérapie et chimiothérapie (Jiang et al., 2006; Wardell et al., 2003).

En somme, les mutations de I’ADNmt peuvent impacter les réponses des cellules aux
différentes thérapies, méme si les mécanismes mis en place ne sont pas totalement connus.
Ainsi, les mitochondries sont en train de devenir des indicateurs clés de la biologie du cancer
de la prostate (Schopf et al., 2020; Yu & Yan, 2010). L’ implication des mutations ou delétions

des génomes nucléaire et mitochondrial dans le développement et la progression des cancers

129



met en lumiére I’importance des systémes de réparations des deux génomes.
D. Délétions et systéemes de réparation de ’ADNmt

De nombreux agents endogénes et exogenes peuvent altérer la structure et la stabilité de
I’ADNmt. Les agents endogénes (ROS, défauts de réplication...) induisent des
mésappariements de bases lors de la réplication, des dépurinations, des désaminations de bases,
et des dommages oxydatifs dus a la réaction des ROS produits par la chaine respiratoire sur
I’ADNmt. Les instabilités génomiques peuvent également étre dues aux agents exogenes
comme souvent, des radiations ionisantes, des ultraviolets, des molécules
chimiothérapeutiques, des stress environnementaux, mais elles peuvent également avoir pour

origine I’alimentation et le style de vie (Tuteja & Tuteja, 2001).

Comme dans le noyau, des systemes de réparation permettent de reformer un ADNmt
stable. Parmi ces voies de réparation, certaines sont communes au noyau et a la mitochondrie.
C’est le cas des systemes de réparation des cassures double-brin (CDB), de réparation par
excision de base (BER), et enfin, de réparation des mésappariements (MMR). Par contre, la
réparation par excision de nucléotides (NER) n’a été mise en évidence que dans le noyau (Kazak
et al.,, 2012). Alors que ce type de réparation permet de corriger des lésions étendues qui
déforment de maniere importante I’ADN, comme par exemple des pontages avec des molécules
exogenes, le systtme BER permet le remplacement de bases altérées, la réparation de sites
abasiques et la réparation des coupures simple brin (Costa et al., 2003; Krokan & Bjgras, 2013;
Wilson & Bohr, 2007). Enfin, le MMR permet la réparation des mauvais appariements (Jun et

al., 2006). Ces systémes de réparation de I’ADN sont essentiels a la maintenance du génome.

En effet, des déficiences des systemes de réparations, en lien avec les mutations de
I’ADNmt et de I’ADNn ont été mises en évidence dans des mécanismes de vieillissement mais
également dans le développement de cancers. De plus, des défauts de réplication de I’ADNmt
peuvent affecter la stabilité du génome nucléaire, renforcant ainsi le lien entre les deux

compartiments (Hamaélainen et al., 2019).

Nous allons décrire dans les paragraphes suivants, ceux mis en jeu dans la mitochondrie

en fonction du type de dommage a réparer.
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1. Réparation des bases endommageées

Un défaut du BER a été mis en évidence dans des cas de défauts métaboliques, des
vieillissements prématurés et des cancers (Mostoslavsky et al., 2006). Le BER a été mis en
évidence dans le noyau mais également dans la mitochondrie, méme si les mécanismes mis en
place dépendent entiérement de genes codés par le compartiment nucléaire (Prakash & Doublie,
2015). Bien que les mécanismes de réparation soient similaires, les acteurs mis en jeu dans la

mitochondrie différent de ceux du noyau.

Ainsi, dans la mitochondrie, le mécanisme s’initie par une reconnaissance de la base
endommagée, qui est par la suite excisée par une ADN glycosylase en clivant la liaison N-
glycosidique entre la base et son désoxyribose. Cette enzyme est spécifique a chaque dommage.
En résulte de son activité, un site abasique, qui est ensuite supprimé par clivage du squelette
phosphodiester. Les extrémités libérées sont modifiées et le vide est comblé par 1’ajout de
nucléotide(s) manquant(s) par la polymérase. Le(s) nucléotide(s) sont enfin liés par la ligase 3.
Selon les dommages et les enzymes impliquees, deux voies de BER sont possibles (Figure 37) :
une voie courte (« short patch » ou SP-BER) et une voie longue (« long patch » ou LP-BER).

Durant le SP-BER, seul un nouveau nucléotide est incorporé a la place d’une base
endommagée. Cette voie est la premiere a avoir été mise en évidence dans la mitochondrie,
contrairement a la voie LP-BER, découverte plus tardivement (Akbari et al., 2008) et durant

laquelle deux a six nucléotides sont incorporés.
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Figure 37: Réparation des dommages a I’ADN par BER (Base Excision Repair).

2. Réparations de cassures simple brin (SSBR)

Les CSB sont les Iésions de I’ADN les plus communes. Elles résultent de dommages
dus aux ROS mais aussi de I’étape de clivage du squelette d’ADN au niveau du site abasique
lors du BER. Un défaut de ces réparations entraine un blocage de de la fourche de réplication
ainsi que de la transcription, pouvant évoluer en une cassure double brin (CDB) tres délétere
pour la cellule. Le mécanisme est similaire au BER dans le sens ou il est initié par une détection
de la cassure, suivie d’une modification permettant ’action de la polymérase, la synthése

d’ADN et enfin, une ligation.
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3. Réparations de cassures double-brin

Les cassures double brin sont des lésions délétéres pour la cellule et leur réparation,
méme lorsqu’elle est non fidele, est essentielle pour la survie cellulaire. Deux voies majeures
sont impliquées dans la réparation des CDB : la recombinaison homologue (HR) ou la
recombinaison des extrémités non homologues (NHEJ). Ces deux voies de réparation ont été
mises en évidence dans la mitochondrie ou dans les chloroplastes sans pour autant faire
consensus au sein de la communauté scientifique (Chesner et al., 2021; Dahal et al., 2018;
Garcia-Medel et al., 2019; Lakshmipathy & Campbell, 1999; Thyagarajan et al., 1996). Un
déficit en HR dans la mitochondrie a été mis en évidence dans des maladies génétiques
associées a des mutations de I’ADNmt (ophtalmoplégie progressive externe) (Zeviani et al.,

1990).

Cependant, dans la mitochondrie, ces systemes de réparation sont moins documentés
que le BER ou le SSBR ; ils sont par contre bien connus dans le noyau. Toutefois, des molécules
impliquées dans les réparations de CSB dans le noyau ont été retrouvées dans la mitochondrie,
sans aboutir a un consensus, les mécanismes de réparation des CDB dans la mitochondrie étant
controversés. Des comparaisons faites entre les deux compartiments, permettent d’émettre des

hypothéses sur ce qui se passe dans la mitochondrie.

Ainsi, dans le noyau, la réparation des CDB par HR et NHEJ dépend fortement de
I’organisme ou du type cellulaire concerné ou encore de 1’étape du cycle cellulaire. NHEJ
réparerait la plupart des CDB chez les mammiferes (Kakarougkas & Jeggo, 2014). Les deux
mécanismes sont initiés par la signalisation de la cassure qui se fait par la phosphorylation de
I’histone H2AX autour de la cassure. Cette phosphorylation est assurée par des protéines de la
voie PI3K, notamment ATM et ATR et aide au recrutement des protéines de réparation (Kuo
& Yang, 2008). La forme phosphorylée de H2AX, appelée YH2AX peut étre observée au
microscope en se servant d’anticorps spécifiques. Les CDB apparaissent sous forme de focis et
I’analyse des cinétiques de réparation des CDB a montré une augmentation de 1’accumulation
de YH2AX deux heures aprés irradiation de 4 Gy en utilisant une source de **’Cs (Sharma et
al., 2015).
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4. Réparation des mésappariements

La voie de réparation MMR est quant a elle impliquée dans les mésappariements de
bases et les petites boucles d’insertion ou de délétion d’un a quatre nucléotides. Cette voie a été
mise en évidence dans la mitochondrie par des analyses in vitro dans lesquelles des extraits
mitochondriaux humains ont été utilisés (de Souza-Pinto et al., 2009; Mason et al., 2003). Les
acteurs qui ont été mis en évidence ne sont cependant pas les mémes que ceux impliqués dans

les voies MMR survenant dans le noyau.
E. Systémes de réparation et cancer

L’implication des systémes de réparation des dommages a I’ADN varie en fonction des
cibles (oncogenes ou génes suppresseurs de tumeur par exemple), de 1’état de la cellule et de
I’étape de développement de la pathologie. Ainsi, leur déficience peut mener au développement
de pathologies mais leur forte activité peut également les promouvoir voire permettre la

résistance aux thérapies.

Plusieurs pathologies comme les neurodégenérescences, linfertilité, les deéficits
immunitaires ou les cancers, ont en commun 1’incapacité des cellules a réparer avec précision
les dommages a I’ADN (Jackson & Bartek, 2009; Yap et al., 2011). Comme évoqué
précédemment, des mutations de genes tels que BRCAL, BRCA2, P53, PTEN, favorisent le
développement de cancers, faisant de 1’instabilité génomique, une caractéristique reconnue des
cancers (Hanahan & Weinberg, 2011). Ainsi, des déficiences de HR ont été mises en évidence
dans des cancers du sein ou des ovaires (Cruz et al., 2018; da Cunha Colombo Bonadio et al.,
2018).

Le cas de I’Olaparib, un inhibiteur de la voie de réparation par BER montre également
I’implication des systémes de réparation dans la tumorigénése et la progression des cancers du
sein, des ovaires et de la prostate. En effet, en inhibant la poly (ADP-ribose) polymérase
(PARP), une enzyme centrale de la voie de réparation par BER, cet agent thérapeutique induit
une accumulation de CSB. Cette accumulation de CSB a pour résultat la formation de CDB,
plus deléteres pour la cellule (Bochum et al., 2018; de Bono et al., 2020). De méme, 1’utilisation
de Génistéine et de AG1024, deux agents thérapeutiques qui induisent 1’apoptose mais
¢galement I’arrét du cycle cellulaire en phase S et G2/M respectivement, dans des cellules PC3

et DU145 a permis la radiosensibilisation de ces cellules. Ceci, en passant également par
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I’inactivation de HR et de NHEJ (Tang et al., 2018). L’implication de ces deux voies de
réparation a également été démontrée dans les phénomeénes de radiorésistance de cellules de
tumeurs prostatiques (Chang et al., 2019; Maranto et al., 2018).

Les mecanismes mis en place dans les phénomeénes de resistance a la radiothérapie. Dans
le cas des gliomes par exemple, une augmentation des voies de réparation de I’ADN pourrait
expliquer leur forte résistance a la radiothérapie (Bao et al., 2006). Ainsi, ’inhibition des
mécanismes des voies de réparation de I’ADN pourrait étre une voie de potentialisation de la
radiothérapie, en plus de leur capacité a induire 1’apoptose dépendant de p53. Ainsi, le ciblage
des voies de réparation des dommages a I’ADN est une piste thérapeutique et sensibilisatrice

des cellules tumorales, face a 1’échec de la radiothérapie ou de la chimiothérapie.

De maniére simplifiée, la tumorigénése et plus particulierement le
développement du cancer de la prostate mais aussi sa progression vers un état plus agressif
implique une interconnexion entre les voies de prolifération, de mort cellulaire (avec une place
centrale de I’apoptose), des mutations des génomes nucléaire et mitochondrial, des voies de
réparation des dommages a I’ADN, des modifications du métabolisme. Les différents points
abordés dans les précédents paragraphes sont en lien avec la mitochondrie, montrant ainsi le

réle central de cet organite dans le développement et la progression du cancer de la prostate.
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Chapitre 111 : Les voies thérapeutiques du cancer de la
prostate

I. Les types de prise en charge et de traitements du cancer de la prostate

Les différentes thérapies varient selon les caractéristiques et la progression du cancer de
la prostate : selon qu’il est localisé ou localement avancé, son type histologique, son grade et
son étendue, s’il est métastatique, qu’il y a rechute apres un traitement curatif, s’il est sensible
a la castration ou encore métastatique résistant a la castration (Tableau 5). La classification
TNM et la classification de D’Amico pour 1’évaluation des risques de rechute permettent
d’émettre un diagnostic et par conséquent, d’orienter le choix du traitement ; la prise en charge

prenant en compte 1’état général du patient.

En effet, un bilan pré-thérapeutique est réalisé afin d’évaluer la fonction urinaire et
sexuelle du patient et ces informations, en plus des caractéristiques de la prostate (volume),

I’age, les antécédents médicaux et chirurgicaux sont pris en compte.

Plusieurs stratégies, seules ou en association, vont étre adaptées selon le statut tumoral

du patient avec pour but de :

- Surveiller I’évolution de la maladie pour retarder la mise en route d’un
traitement quand cela est possible

- Ralentir la progression ou la dissémination de la tumeur

- Réduire ou supprimer la tumeur

- Réduire ou supprimer les métastases

- Réduire le risque de récidive

Le cancer de la prostate ayant un impact sur la qualité de vie des personnes atteintes,
ces différentes approches ont également pour but de traiter les symptdomes engendrés par la
maladie afin d’assurer une meilleure qualit¢ de vie possible. Des soins et soutiens
complémentaires peuvent également étre proposés afin de gérer les consequences de la
pathologie et de ses traitements. Ces différents traitements sont mis en place en accord avec le

patient.
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Tableau 5: Les différents traitements du cancer de la prostate en fonction de son étendue au
moment du diagnostic.

Etendue de la maladie au

moment du diagnostic Principales possibilités en premiere intention

Cancers localisés Choix entre plusieurs modalités
a faible risque Surveillance

ou prostatectomie totale +/- curage ganglionnaire

ou curiethérapie

ou radiothérapie externe

a risque intermédiaire Choix entre plusieurs modalités
Prostatectomie totale + curage ganglionnaire

ou radiothérapie externe +/- hormonothérapie (jusqu'a 6 mois)

dans certains cas, curiethérapie

a haut risque Choix entre plusieurs modalités

Prostatectomie totale + curage ganglionnaire

ou radiothérapie externe +/- précédée d'un curage ganglionnaire +
hormonotherapie prolongée (jusqu'a 3 ans)

Radiothérapie externe +/- précedée d'un curage ganglionnaire +

Cancers localement avancés B« o =
hormonotherapie prolongeée (jusqu'a 3 ans)

Cancers métastatiques Hormonothérapie +/- chimiotherapie

A. Le traitement différé

Dans la plupart des cas, le cancer de la prostate évolue lentement et entraine peu ou pas
de manifestations pendant plusieurs années. Dans certains cas, une période de latence
supérieure a 15 ans peut étre observée. Les cancers de bas grade qui évoluent dans les 10 ans
suivant le diagnostic représentent 5 a 10 % des cancers de la prostate diagnostiqués (Albertsen,
2015). Etant donné 1’age des patients et 1’évolution lente que peut avoir la pathologie, il est
maintenant recommandé de différer le traitement, évitant ainsi un sur-traitement ainsi que les

effets indésirables qui y sont liés.
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Lorsque la tumeur est localisée et ne provoque pas de symptdémes, une stratégie de
surveillance active est proposée la plupart du temps, et ce, uniqguement pour les patients ayant
une espérance de vie supérieure a 10 ans et qui pourraient bénéficier d’un traitement curatif en
cas d’évolution de la pathologie. Cette surveillance repose sur des examens réguliers qui se

basent principalement sur :

- un toucher rectal dans le but de détecter toute évolution
- des dosages répétés de PSA afin de suivre son évolution dans le temps et son
temps de doublement

- des biopsies prostatiques, IRM si besoin

Dans certains cas, une attente sous surveillance (watchful waiting) est plutdt proposeée.
En effet, celle-ci est proposée lorsque 1’age et/ou 1’état de santé du patient (espérance de vie
inférieure a 10 ans, comorbidités) ne permettent pas la mise en place d’un traitement, et ce, quel
que soit I’avancement de la pathologie. Un traitement palliatif, généralement basé sur de
I’hormonothérapie, est cependant proposé afin de traiter les symptomes lorsque ceux-cCi
apparaissent. Dans ces cas, 1’hormonothérapie peut étre associée a d’autres traitements dits
symptomatiques, selon les besoins et les symptomes ressentis (exemple de la radiothérapie en

cas de douleurs osseuses).

Lorsque le patient ayant une tumeur localisée choisit un traitement immédiat, la
prostatectomie totale ou la radiothérapie sont deux options proposées. Une curiethérapie peut

également étre proposée.
B. Traitement local et loco-régional

Dans environ 80% des cas, le cancer de la prostate est localisée (Siegel et al., 2016).
Dans ces cas, le choix du traitement se fait en fonction des risques de progression du cancer et
de I’espérance de vie du patient. Ainsi, d’apres I’EAU, la prostatectomie doit étre proposée aux
patients de faible & haut risque de progression dont 1’espérance de vie est supérieure a 10 ans.
La radiothérapie quant a elle est plutdt proposée dans les cas de cancers localisés a faible risque
et devrait étre combinée a I’hormonothérapie pour les formes intermédiaires ou a haut risque

de progression mais aussi dans les cas de cancers localement avancés.
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1. Prostatectomie totale

La prostatectomie totale est également nommée « prostatectomie radicale ». Elle
correspond a I’ablation chirurgicale de la totalit¢ de la prostate, ainsi que des vésicules
séminales (Figure 38). La prostatectomie est I’un des traitements de référence des cancers
localisés de la prostate. Dans les cas de cancers localisés a faible risque, en plus de la
prostatectomie, le patient subit également un curage ganglionnaire qui consiste a enlever les
ganglions lymphatiques voisins. Ce curage est systématique pour les cancers a risque

intermédiaire et a haut risque de récidive.

L’anatomopathologiste analyse par la suite I’ensemble de ce qui a été retiré lors de
I’opération afin de déterminer le grade et le degré d’agressivité du cancer, permettant ainsi de
mettre en place des traitements complémentaires si besoin (telles qu’une hormonothérapie ou
une radiothérapie externe). Un dosage de PSA est également effectué peu de temps apres
I’intervention chirurgicale. Comme tout acte chirurgical, la prostatectomie entraine des effets
indésirables (douleurs, hématomes, phlébite) mais aussi des effets liés a la chirurgie de la
prostate comme une impossibilité¢ définitive d’¢jaculer, ou des troubles de 1’érection, assez
fréquents. A ce propos, pour les patients a faible risque de pathologie extra-prostatique la

préservation nerveuse est souvent proposée afin de conserver leurs fonctions érectiles.

La prostatectomie totale

Ablation de la prostate et suture entre vessie et urétre

1 - Avant prostatectomie

vésicule séminale
prostate
sphincter urinaire

uretre

2 - La prostate et les vésicules séminales
sont retirées

Figure 38: La prostatectomie totale.

sphincter urinaire
uretre
D ’apres https://www.e-cancer.fr/Patients-
Rt by et-proches/Les-cancers/Cancer-de-la-
prostate/Chirurgie-la-prostatectomie-
totale/Deroulement-de-I-intervention.

sphincter urinaire

urétre -
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2. Radiothérapie

La radiothérapie correspond a un traitement loco-régional des cancers. Elle utilise des
rayonnements ionisants, ¢’est-a-dire, des faisceaux de particules qui transportent une énergie et
qui en traversant la matiere, peuvent la modifier. Dans la majorité des cas, ce sont des photons
qui sont utilisés, mais des éléments radioactifs, émettant spontanément ou en continu des
rayonnements ionisants, ou encore des ions légers, peuvent également étre utilisés : on parle
alors respectivement de curiethérapie ou de hadronthérapie. Le but est de cibler les tissus
cancéreux grace a un repérage radiographique, en évitant si possible les tissus sains. Les effets

de la radiothérapie seront discutés dans les paragraphes suivants.
a. Radiothérapie externe

La radiothérapie externe est I’un des traitements de référence pour les cancers localisés
ou localement avancés. Pour les cancers localisés a risque intermédiaire, cette thérapie est
souvent associée a une hormonothérapie courte (maximum 6 mois) ; elle est précédée d’un
curage ganglionnaire et associée a une hormonothérapie longue (jusqu’a 3 ans) dans les cas de
cancers localisés a haut risque ou localement avancés. L’hormonothérapie sera abordée dans
les prochains paragraphes. La radiothérapie externe est parfois également utilisée pour le

traitement des métastases 0sseuses.

Pour les cancers de la prostate, une radiothérapie conformationnelle en 3D est effectuée
en s’appuyant sur des images 3D acquises par scanner (et IRM), afin de faire correspondre
précisément le volume de la prostate sur lequel sont ciblés les rayons au volume de la tumeur.
Dans certaines conditions, une technique d’irradiation avec intensité modulée du faisceau est
utilisée : on parle alors de radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité
(RCMI), technique de choix pour la radiothérapie externe. La dose conventionnelle est de 65 a
70 Gy, mais cette technique grace a la modulation de I’intensité permet une escalade de 74 a 80

Gy, permettant ainsi une augmentation de la survie sans récidive biochimique a 5 ans.

Une autre technique de radiothérapie, 1’hadronthérapie, est également utilisée comme
traitement du cancer de la prostate. Cette technique difféere de la radiothérapie dite
« conventionnelle » qui utilise des photons (rayons X), par 1’utilisation de hadrons, regroupant
notamment les protons (protonthérapie) et les ions carbones (carbonethérapie). A I’inverse des

photons, les protons sont des particules chargées, assez lourdes et qui ont donc des propriétés
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physiques différentes de celles des photons : en effet, il est possible de moduler I’énergie des
faisceaux de protons afin qu’ils déposent I’essentiel de leur énergie (Pic de Bragg) au niveau

de la cible (Figure 39) (Wisenbaugh et al., 2014).

Pic de Bragg étalé
100
Pic de Bragg

Faisceau de
photons

Dose (%)

50 -} ;
Faisceau de protons

modifié

/

Faisceau natif de Organe

protons Organe
Tumeur

0 | I I I I
0 10 20 30

Profondeur du tissu(cm)

Figure 39 : Courbes de distribution de dose des faisceaux de photons et de protons en fonction
de la profondeur du tissu.

Modifié d’apres Wisenbaugh et al., 2014.

La protonthérapie montre d’intéressants effets sur le long terme chez des patients & haut
risque ou a risque intermédiaire mais 1’age du patient est a prendre en compte quant a sa toxicité
(Takagi et al., 2017). Une autre étude chez des patients a faible risque ou a risque intermédiaire,
a montré une efficacité sur cinq ans d’un ultrahypofractionnement des doses (36,25Gy en 5
fractions) (Kubes et al., 2021). D’un autre c6té, d’autres études montrent une meilleure réponse
de patients présentant un haut risque, ainsi que de faibles effets secondaires, suite a une
radiothérapie utilisant des ions carbone (Ishikawa et al., 2012; Nomiya et al., 2016). En somme,
I’efficacité de la protonthérapie et de la carbonethérapie sur le cancer de la prostate a été

démontrée dans de nombreuses études cliniques et méme si elles sembleraient limiter la
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progression biochimique de la pathologie sur du long terme, leur supériorité par rapport a la
radiothérapie conventionnelle n’est pas totalement démontrée. De plus, la protonthérapie serait
plus codteuse que la radiothérapie conventionnelle (Bryant & Hoppe, 2021; Konski et al., 2007;
Olsen et al., 2007; Schroeck et al., 2017; Slater et al., 2004).

La radiothérapie n’est pas sans effets indésirables. En effet, les principaux effets
secondaires peuvent étre immédiats (troubles urinaires, inflammation du rectum et de 1’anus,
troubles intestinaux, réactions cutanées) ou tardifs (douleurs, rectites, incontinence urinaire,
troubles de I’érection). Cette thérapie présente toutefois un risque tres faible (estimé a moins de
1%), mais statistiquement supérieur a celui d’une personne non traitée pour un premier cancer,

de développer un cancer du rectum ou de la vessie.
b. Curiethérapie

La curiethérapie est peu utilisée en France, contrairement aux Etats-Unis et plutdt
destinées aux patients présentant un faible risque. C’est une technique de radiothérapie interne
qui consiste & placer des éléments radioactifs a I’intérieur de la prostate. La dose de
rayonnement décroit au fur et a mesure qu’on s’éloigne des éléments radioactifs, permettant
ainsi de limiter les effets indésirables sur les tissus sains avoisinants (vessie, rectum, canal anal).

Deux formes de curiethérapie existent :

- Des implants de grains d’iode 125 qui restent de maniére permanente dans la
prostate
- Une technique a haut débit de dose utilisant des implants temporaires d’iridium

192 ; I’¢1ément radioactif est 6té de la prostate, une fois I’irradiation réalisée.

Dans certains cas spécifiques, la curiethérapie peut étre associée a une radiothérapie
externe. Les effets indésirables existent et dépendent du type d’implant, du volume de la région
traitée, de la dose totale recue et de la dose d’irradiation ayant pu atteindre les organes voisins.
Cela peut étre des hématomes, une hématurie, une irritation rectale, une phlébite, souvent
immédiatement aprés I’intervention, ou des troubles urinaires, troubles de 1’érection, du sang

dans le sperme, survenant plus tard aprés I’intervention.
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c. HIFU

L’HIFU (High Intensity Focused Ultrasound) ou traitement par ultrasons focalisés de
haute intensité est une nouvelle modalité de traitement réservée aux patients de plus de 70 ans
et ayant une espérance de vie supérieure a 7 ans. Elle peut également étre proposée suite a
I’échec de la radiothérapie. Cette thérapie, décrite pour la premiére fois dans les années 1944
(Lynn & Putnam, 1944), consiste a provoquer par des tirs focalisés d’ultrasons de 5 secondes,
une élévation brutale de la température des tissus a 65°C grace a une sonde endorectale. Le but
est d’entrainer la nécrose du tissu. La sonde est recouverte d’un ballonnet contenant un liquide
réfrigéré qui permet de maintenir la paroi du rectum a une température constante pendant toute
la durée du traitement. Le nombre de tirs est défini en fonction du volume a traiter : environ
trois cents a quatre cents tirs sont nécessaires pour traiter la prostate dans sa totalité (Murat et
al., 2007).

Comme les précédentes, cette thérapie présente également des effets secondaires a long
terme : des troubles de 1’érection, un rétrécissement de 'urétre et du col vésical, une

incontinence urinaire.
d. Cryothérapie

A I’inverse du traitement précédent, la cryothérapie, également appelée cryochirurgie,
consiste & congeler la tumeur & -40°C gréce a une sonde afin de la détruire. Sous I’effet du froid,
les cellules se gonflent et éclatent ; de plus, le sang contenu dans les vaisseaux sanguins de la
tumeur se coagule, privant la tumeur et entrainant sa nécrose. L’intervention est réalisée sous
anesthésie générale. Le chirurgien s’aide d’une échographie, d’un scanner, ou d’une IRM pour

introduire la cryosonde par une petite incision au niveau du périnée et réaliser I’intervention.

Ce type de traitement est proposé a des patients a faible risque, avec un score de Gleason
inférieur ou égal a 7 et un taux du PSA inférieur a 20 ng/mL, qui présentent une glande de taille
inférieure 8 40 mL et pour lesquels la radiothérapie ou la curiethérapie n’a pas fonctionné (Barat
et al., 2019; Mercader et al., 2020). Les principaux effets secondaires sont des troubles de

I’érection.
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C. Traitements systémiques

L’hormonothérapie et la chimiothérapie sont des traitements généraux ou traitements
systémiques. L hormonothérapie, parfois, associée a une radiothérapie externe, est le traitement
de référence des cancers de la prostate localement avancés et métastatiques et 1’un des
traitements possibles pour les formes localisées a haut risque. La chimiothérapie est quant a elle
indiquée pour traiter certains cancers métastatiques et elle peut, dans certains cas, étre associée
a ’hormonothérapie. Environ 5% des patients nouvellement diagnostiqués avec un cancer de
la prostate présentent des métastases. La médiane de leur survie est d’au moins 42 mois (a
considérer avec modération, cette population étant trés hétérogéne) (James et al., 2015). Chez

ces patients, I’hormonothérapie est donc palliative.
1. Hormonothérapie

Le cancer de la prostate est un cancer hormonosensible : son développement est stimulé
par les androgenes et plus particulierement, la testostérone. L’hormonothérapie vise a inhiber
I’action stimulante de ces hormones afin de stopper le développement du cancer. Les effets
positifs d’un traitement du cancer de la prostate métastatique par privation d’androgenes ont
été démontrés (Huggins & Hodges, 1972). L’hormonothérapie peut étre chirurgicale
(définitive) ou médicamenteuse. Initialement, la privation androgénique était réalisée par la
castration physique du patient. Cette castration ou orchidectomie consistait effectivement a
réaliser 1’ablation des testicules du patient. Cette technique est aujourd’hui plus rarement
utilisée. Une autre technique, la pulpectomie qui est une approche semi-conservative qui

consiste a éliminer 1’entiereté du testicule mais en conservant I’albuginée.

Outre les effets secondaires qu’elle entraine, 1’ablation conduit certes a une diminution
de la testostéronémie mais a un fort impact psychologique sur le patient. C’est pourquoi depuis
sa découverte dans les années 1970, I’hormonothérapie médicamenteuse ou chimique est plus
souvent utilisée. Elle consiste a administrer par voie orale, sous-cutanée ou intramusculaire, des
analogues ou des antagonistes de la LHRH afin de bloquer la production de la testostérone par
les testicules et d'obtenir une testostéronemie inférieure a 0,5 ng/mL considéré comme seuil de

castration (Nishiyama, 2014).
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a. Agonistes et antagosnistes de la LHRH

La LHRH ou Hormone de libération de la lutéinostimuline ou encore hormone de
libération de la gonadotrophine (GnRH), secrétée par 1’hypothalamus, controle la production
des hormones sexuelles males et femelles. Elle stimule I’hypophyse pour produire I'hormone
lutéinisante (LH) qui chez les hommes stimule les cellules de Leydig situées au niveau des
testicules pour la production de la testostérone et chez les femmes, stimule les ovaires pour la

production des cestrogénes et la progestérone.

Il existe plusieurs molécules agonistes de la LHRH : la goséréline (Zoladex®), la
leuproréline (Eligard®, Enantone®, Gonapeptyl®, Leptoprol®), 1a buséréline, I’histréline et
la triptoreline (Decapeptyl®). Ces composés ont une longue période d’action (le seuil de
castration est atteint au bout de 2 a 4 semaines) (Klotz et al., 2008). Leur mode d’action passe
dans un premier temps par une augmentation de la sécrétion de LH et de FSH, induisant par
conséquent une augmentation de la production de testostérone. On parle d’effet « flare- up »
(explosion). Celui-ci survient dans les 2 & 3 jours aprés le début du traitement et dure environ
une semaine. Une utilisation concomitante d’anti-androgénes, au début du traitement, permet
de contrecarrer cette augmentation transitoire de la production d’androgenes. Les anti-
androgénes plus courants sont le flutamide, le bicalutamide, le nilutamide, I’acétate de
cyprotérone. Dans un second temps, les agonistes induisent la désensibilisation et la
diminution de I’expression du récepteur de la LHRH et par conséquent une forte diminution de

la production de testostérone (Anderson, 2003; « Antiandrogens », 2012).

Contrairement aux agonistes de la LHRH, les antagonistes inhibent la production de
LH/FSH en se liant aux récepteurs de la LHRH, ce qui a pour conséquence d’inhiber la synthése
de testostérone, aboutissant finalement a un effondrement de la testostéronémie aussi rapide
que lors d’une castration chirurgicale. Ces molécules ont ’avantage de ne pas présenter d’effet

« flare-up ». Le dégarélix (Firmagon®) en est un exemple.
b. Anti-androgénes

L’utilisation des anti-androgenes a pour objectif de bloquer le récepteur aux androgenes
et/ou d’inhiber son action pour ce qui est de ce qu’on appelle les anti-androgenes de premiere
génération. Il existe des anti-androgénes steroidiens comme 1’acétate de cyprotérone

(Androcur®) ou des anti-androgenes non stéroidiens comme par exemple, le bicalutamide
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(Casodex®), le flutamide, le nilutamide (Anandron®). La monothérapie anti-androgénique
n’est cependant pas souhaitable pour les patients métastatiques pour lesquels un blocage
androgenique complet (CAB) (consistant a supprimer les androgenes et inhiber leur action sur
le récepteur), est recommandé. L’utilisation des anti-androgénes retarde la progression du
cancer chez les patients métastatiques asymptomatiques et permet de réduire la douleur et le

risque de séquelles dues a la progression de la pathologie chez les patients symptomatiques.

L’hormonothérapie a de nombreux effets secondaires, notamment liées a la déplétion en
testostérone. Ces effets indésirables sont communs aux différents types d’hormonothérapie

mais il existe également des effets indésirables spécifiques a chaque médicament :

- Bouffées de chaleur
- Dysfonction érectile
- Baisse de libido
- Prise de poids
- Ostéoporose (diminution de la masse osseuse), pouvant étre encore plus marquée
que chez les femmes ménopauseées.
- Gynécomastie (gonflement et sensibilité de la poitrine)
- lrritabilité, dépression
- Troubles cognitifs
- Cardiopathie et/ou maladie dégénérative neurologique (induction d'un syndrome
métabolique). Le syndrome métabolique repose sur une résistance a 1’insuline
(augmentant par ailleurs le risque de diabéte) et 1’association de facteurs de
risque cardiovasculaire ; on parle de syndrome métabolique lorsqu’au moins
trois de ces anomalies sont présentes :
e Un tour de taille élevé (supérieur a 102 cm)
e Une hyperglycémie (glycémie supérieure a 5.6 mmol/L)
e Une hypertriglycéridémie (un exces de triglycérides dans le sang ;
supérieur a 1.7 mmol/L)
e Une pression artérielle élevée (supérieure a 130/80 mmHg)
e Un taux bas de bon cholestérol (concentration de HDL inférieur a 1

mmol/L)

L’hormonothérapie chimique peut étre prescrite de fagon continue ou de facon
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intermittente. En effet, dans un premier temps, la privation androgénique va induire la mort des
cellules tumorales prostatiques mais dans un second temps, en dépit de la privation
androgeénique, le patient subit une rechute conduisant a la progression de la pathologie vers un
cancer résistant a la castration (CRPC : Castrate-Resistant Prostate Cancer). En effet, une perte
de I’hormonosensibilité des cellules tumorales prostatiques, se développe, entrainant une
sélection de clones tumoraux résistants aux androgenes et rendant ainsi la privation
androgénique inefficace sur la progression de la pathologie. La mise en place d’une
hormonotheérapie intermittente pourrait limiter la mise en place du CRPC, mais également étre
bénéfique pour la qualité de vie du patient, en améliorant sa tolérance au traitement, en favorisant
la préservation du capital osseux et en ayant un effet protecteur sur 1’apparition du syndrome
pseudo-métabolique. Actuellement, elle n’est qu’une option pour des patients métastatiques
asymptomatiques dont le taux de PSA a 6 mois est inférieur a 4 ng/mL , volontaires et informés
des incertitudes étant donné qu’il n’existe pas encore de données scientifiques et médicales
allant dans le sens du bénéfice d’une hormonothérapie intermittente par rapport a une

hormonothérapie continue (Hussain et al., 2013).

Compte tenu de la résistance a la castration avec les anti-androgenes de premiere

génération, de nouvelles molécules ont été développées ces derniéres années.
c. Anti androgenes de seconde génération

La mortalité liée au cancer de la prostate est due a une progression vers 1’agressivité de
la pathologie. Comme mentionné auparavant, I’hormonothérapie se confronte a des problemes
concernant la mise en place du CRPC, faisant des cancers avancés et métastatiques un nouveau
challenge. Dans les cellules tumorales résistant a la castration, AR est toujours actif, ce qui a
permis le développement de ces anti-androgénes dits de deuxiéme génération. L’acétate
d’abiratérone (Zytiga®), en est un exemple. Il s’agit d’un inhibiteur stéroidien dont I’action
induit un blocage sélectif de la biosynthese des androgénes par les testicules mais aussi par les
glandes surrénales et les tissus tumoraux prostatiques (Attard et al., 2009). Son action étant
irréversible et spécifique, il n’entraine par consequent pas d'insuffisance surrénalienne et
n'altéere pas la voie des glucocorticoides. Il est recommandé dans des cas de cancers de la
prostate hormono-sensibles a haut risque nouvellement diagnostiqué en association avec un
traitement par suppression androgénique ou dans des cas de cancers résistants a la castration,

asymptomatiques ou peu symptomatiques et pour lesquels la chimiothérapie n’est pas encore
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cliniguement indiquée. L’étude LATITUDE a montré que I’ajout de 1’abiratérone a une
hormonothérapie conventionnelle améliorait la survie globale et la survie sans progression de
la maladie avec un décalage dans le temps de complications osseuses chez des patients
métastatiques (Fizazi et al., 2017). Une autre molécule, I’enzulatamide (Xtandi®), est quant a
elle un puissant inhibiteur non stéroidien compétitif de la voie de signalisation des récepteurs
aux androgénes. L’enzulamide bloque la translocation nucléaire des récepteurs activés,
empéchant ainsi leur fixation a 'ADN dans les cellules cancéreuses résistantes aux anti-
androgénes ou encore en cas de surexpression des récepteurs aux androgenes (Tran et al., 2009).
Il est recommandé dans des cas de cancers de la prostate métastatiques résistant a la castration,
asymptomatiques ou peu asymptomatiques aprés un échec d’un traitement par suppression
androgénique et pour lesquels la chimiothérapie n’est pas encore indiquée. Enfin, 1’aplatumide
(Erleada®), est un inhibiteur sélectif de AR, recommandé dans des cas de cancers de la prostate
résistant a la castration non métastatigues (nmCRPC) et présentant un risque élevé de
développer un cancer métastatique. Ces composés sont classiquement utilisés en monothérapie
pour le mCRPC ou en combinaison avec I’hormonothérapie classique. Dans ce contexte, 1’essal
STAMPEDE, s’intéresse a la combinaison enzalutamide/abiterone (Attard et al., 2014). Ces
molécules ont tout de méme quelques effets secondaires tels que la diarrhée, I’hypertension

artérielle, des perturbations du bilan hépatique.
2. Chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement systémique, permettant d’atteindre les cellules
cancéreuses quelle que soit leur localisation. Son action est dirigée sur les mécanismes de
division cellulaire au sens large : en effet, en ciblant les systémes de réparation, elle induit
I’accumulation de dommages délétéres pour la cellule. Elle est indiquée pour traiter certains
cancers metastatiques et peut étre parfois associée a de I’hormonothérapie. Il existe plusieurs
molécules utilisées en chimiothérapie pour traiter le cancer de la prostate. Elles peuvent étre

utilisées successivement.

Celle utilisee en premiere ligne est le docetaxel, un diterpéne dont I’effet passe par une
stabilisation des microtubules et une inhibition de leur dépolymérisation, entrainant une
désorganisation de leur réseau intercellulaire essentiel entre autre a la mitose. Le docetaxel peut
étre administrée en association avec un corticoide (prednisone) ou en association avec de

I’hormonothérapie. Dans ce dernier cas, il a été démontré une augmentation du bénéfice sur la
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survie a 4 ans dans des cas de cancers de la prostate métastatique hormono-naif (James et al.,
2016; Sweeney et al., 2015; Vale et al., 2016).

Dans les lignes ultérieures de chimiothérapie, pour les cancers résistant au docetaxel,
est utilisé du cabazitaxel (Jevtana®), dont I’effet sur les microtubules est similaire, associé a un

corticoide (prednisone).

Ce sont des traitements assez lourds qui comportent d’énormes effets secondaires

comme :

- Labaisse des globules blancs, des globules rouges et des plaquettes

- Des troubles cutanés

- Des nausées, vomissements

- Des troubles digestifs : diarrhées, constipation

- Des lésions de la bouche

- Une chute des cheveux et du systeme pileux

- Des affections oculaires

- Des troubles cardiaques

- Sans oublier les effets secondaires des corticoides (fonte musculaire, gonflement

du visage, dépression, insomnies, apparition ou aggravation du diabete).

D. Traitements ciblant I’os

L’os est le site de métastase préférentiel du cancer de la prostate (Bubendorf et al.,
2000). Environ 30 % des patients atteints d’un cancer de la prostate vont présenter des
métastases osseuses ; 10 % le présentent au moment du diagnostic (Coleman, 2006). L’os n’est
pas un tissu figé. En effet, il est constamment détruit par des ostéoclastes et reconstruit par des
ostéoblastes, des cellules spécialisées, avec un équilibre maintenu entre ces cellules, assurant la
solidité de I’0s. Les métastases du cancer de la prostate dans les os forment des lésions
osteolytiques, entrainant la destruction de 1’os et provoquant des douleurs, des fractures, ou
encore une compression de la moelle épiniére (Weinfurt et al., 2005). Ces metastases sont
incurables et sont une des causes de la mortalité liée au cancer de la prostate (Figure 40). Des
traitements sont donc mis en place concomitamment avec de I’hormonothérapie ou de la

chimiothérapie, afin de prévenir ou de ralentir la destruction de 1’0os ou encore de corriger le
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taux anormalement élevé de calcium dans le sang. Trois classes de molécules sont employées

a cette fin :

Les bisphophonates : dont I’acide zolédronique (Zometa®) ralentissent 1’action des
ostéoclastes et limitent la résorption osseuse, retardant ainsi la survenue des Iésions osseuses de
36 % (Saad et al., 2004).

L’anticorps anti-RANKL : il s’agit d’un anticorps monoclonal, le Denosumab
(Xgeva®), qui en liant RANKL (un ligand intervenant dans le métabolisme osseux), empéche
sa liaison a son récepteur RANK présent a la surface des ostéoclastes, et perturbe ainsi a la
formation, la fonction et la survie des ostéoclastes. Cela permet de retarder ’apparition des

premieres métastases osseuses de 4 mois (Mollica et al., 2021; Smith et al., 2012).

Le chlorure de radium 223 : il s’agit d’une molécule radiopharmaceutique, similaire
au calcium, qui peut se lier a I’os nouvellement formé et émettre des radiations (rayonnements
de type alpha) pour induire 1’apoptose des cellules tumorales avoisinantes. Il augmenterait la
survie totale des patients d’apres I’étude ALSYMPCA (Parker et al., 2013).

’ Osteoblastes “ “

. Ostéoclastes
‘.‘& Cellules tumorales i

Figure 40: Cercle vicieux »dans les métastases osseuses montrant [ 'implication de RANK et de
RANKL.

D’aprés Mollica et al., 2021.

Ces molécules sont recommandées dans des cancers de la prostate résistant a la

castration mais pas dans les cancers hormono-dépendants (pour revue, Mollica et al., 2021).
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E. Nanomédecine

De récentes avancees en nanomedecine, permettant le diagnostic et le traitement du
cancer de la prostate ont vu le jour. La nanomedecine est un champ de la médecine qui consiste
a utiliser des nanotechnologies (Webster, 2006). Son utilisation dans le diagnostic et le
traitement de cancers dont le cancer de la prostate a fait un énorme bond ces derniéres annees
(Baetke et al., 2015; Tran et al., 2017). Elle présente de nombreux avantages comme la
possibilité d’y joindre des molécules thérapeutiques, des agents d’imageries et le ciblage de la
tumeur peut se faire de maniére passive (via I’effet EPR (enhanced permeability and retention))
ou active, par sa fonctionnalisation en liant la nanoparticule a un ligand par exemple (Melancon
et al., 2011). Méme si les métastases osseuses du cancer de la prostate restent de nos jours
incurable, ces nouvelles techniques ont démontré in vivo et in vitro leur importances
thérapeutiques mais également leur utilité comme agents de diagnostic (pour revue, Hagaman
etal., 2021).

Il. La radiothérapie : effets des radiations ionisantes

La radiothérapie est un des traitements de référence pour les cancers localisés ou
localement avancés de la prostate. Elle se base sur 1’utilisation de rayonnements ionisants afin

d’induire des dommages dans les cellules cancéreuses.

Les radiations électromagnétiques sont des particules ne possédant ni masse, ni charge,
se déplacant & la vitesse de la lumiére et possédant des énergies (et donc des longueurs d’onde)
différentes. Elles se propagent sous forme d’ondes (ondes radio, micro-ondes) ou sous forme
de particules appelées photons (radiations X, radiations y). Tous les rayonnements ne sont
cependant pas ionisants. Un rayonnement est ionisant lorsqu’il possede suffisamment d’énergie
pour arracher des électrons aux atomes ou molécules qui composent la matiére qu’il traverse.
Les particules électromagnétiques ayant une énergie inférieure a celle des UV sont non-
ionisantes contrairement a celles ayant une énergie égale ou au-dessus des UV, dites ionisantes
(UV, radiations X, radiations y). Les photons X, découverts en 1895 par Wilhelm Conrad
Rontgen, sont issus de réarrangements du cortege électronique suite au bombardement d’un
métal lourd par un faisceau d’électrons. Les photons y quant & eux sont produits par une

désintégration nucléaire.
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Lorsque ces particules pénétrent dans la matiere, elles interagissent avec elle : il se
produit un transfert d’énergie de la particule a la maticre et la particule est ralentie. Le
ralentissement progressif de la particule est caractérisé par une grandeur dénommeée « transfert
d’énergie linéique » (TEL). Il s’agit de la densité d’énergie absorbée par le milieu en fonction
de la distance parcourue par la particule et il varie en fonction du type de rayonnement et de

son énergie. Le TEL est défini selon 1’équation suivante :
TEL = dE/dI

ou dE est I’énergic moyenne transférée a la matiere et dl, la distance parcourue par la
particule. 1l s’exprime en keV/um, contrairement a I’énergie déposée dans la matiére qui

s’exprime en Gray (Gy), ce dernier représentant les joules déposés par kg de matiere.
Les interactions entre les particules et la matiére peuvent étre de trois types :

- L’ionisation de I’atome : due a un retrait de 1’électron du nuage ¢électronique.
Ceci arrive lorsque I’énergie de la particule est supérieure a I’énergie de liaison
des électrons présents dans la matiere.

- L’excitation de I’atome : lorsque 1’énergie de la particule n’est pas suffisante
pour retirer 1’électron, mais assez importante pour le faire changer d’état, en lui
faisant quitter son état fondamental pour un état de plus forte énergie, mettant
ainsi I’atome dans un état excité.

- Transfert thermique : lorsque 1’énergie de la particule n’est pas suffisante pour
exciter ’atome, mais assez pour augmenter SOn énergie cinétique, induisant ainsi

un transfert de chaleur.

Un photon peut interagir physiquement avec la matiére par effet photoélectrique, effet
Compton, réaction nucléaire, production de paires ou par diffusion de Thomson-Rayleigh... ou

par des effets physico-chimiques et biologiques.

A. Effets physiques

Ce sont I’effet photoélectrique, 1’effet Compton, la réaction nucléaire, la production de

paires et la diffusion de Thomson-Rayleigh. La prédominance de chacun de ces effets est
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fonction de ’énergie cinétique des photons incidents, mais aussi du numéro atomique des
atomes dont est composée la matiére, et donc avec lesquels interagiront les photons (Figure
41).

Numéro atomique

de I’absorbeur B Probabilité
Effet Effet Compton
photoélectrique S

\
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""" T (MeV)

Effet Compton

Figure 41: Prédominance des effets physiques des rayonnements X.

Différentes interactions entre les photons et la matiere sont possibles en fonction de [’énergie
cinétique des photons incidents et du numéro atomique des atomes composant la matiére. L effet
photoélectrique et la diffusion de paires sont prédominants lorsque le numéro atomique des atomes
rencontrés est supérieur a 25; [’effet photoélectrique étant majoritaire pour de faibles énergies,
contrairement a la production de paires. L effet Compton, quant a lui, est prépondérant lorsque des
photons ayant des énergies cinétiques intermédiaires rencontrent des atomes a numéro atomique faible.
La diffusion de Thomson-Rayleigh (effet TR) est majoritaire dans les faisceaux de faible énergie; elle
est toutefois minoritaire en radiobiologie.

1. L’effet photoélectrique

I s’agit d’un phénoméne physique durant lequel un matériau métallique exposé a la
lumiere ou a un rayonnement électromagnétique de fréquence suffisamment élevée, émet des
électrons. En effet, les photons transferent la totalité de leur énergie & un électron orbital de
I’atome rencontré, appelé photoélectron. Le photoélectron est alors ¢€jecté du nuage
électronique, créant une lacune, et est mis en mouvement, puis il perd son énergie par ionisation
et excitation du milieu environnant. L’atome cible, qui se retrouve excité, doit quant a lui subir
une réorganisation de son cortege electronique : la lacune creée est comble par un électron de
la couche supérieure de I’atome, avec une émission d’énergie, responsable de 1’émission d’un
photon de fluorescence ou de son absorption par un autre électron qui est éjecté de I’atome. Cet

¢lectron est appelé 1’électron d’ Auger (Figure 42).
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Figure 42: Effet photoélectrique.

2. L’effet Compton

L’effet Compton, également appelé diffusion Compton, est un phénomene observé

lorsqu’un photon incident entre en collision avec un électron faiblement li¢ d’un atome. Cet
électron, également appelé « électron Compton » est éjecté, I’atome se retrouve ionisé et un
photon est diffusé. Le photon incident ne transfére ainsi qu’une partie de son énergie, car étant

faiblement li¢, I’énergie de liaison de 1’¢lectron est beaucoup plus faible que dans I’effet

photoélectrique.

L’¢lectron Compton et le photon diffusé sont déviés selon un angle 6 avec le photon

incident. L’angle 6 dépend de 1’énergie cinétique du photon incident : plus elle est élevée, plus

I’angle 0 est faible (Figure 43).
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Figure 43: Diffusion Compton.

3. La production de paires

La production de paires est un phénomene qui se déroule lorsque le photon incident,
possédant une énergie cinétique trés élevée, ¢’est-a-dire supéricure au double de 1’énergie de
masse de 1’¢électron au repos (soit environ 1,02 MeV), interagit avec le noyau de 1’atome
rencontré. 1l se produit alors un électron et un positon. Ces deux particules ont la méme masse
et la méme énergie cinétique que le photon incident et perdent leur énergie par ionisation et
excitation du milieu environnant. Le positon peut également subir un phénomeéne d’annihilation
avec un électron négatif du milieu environnant, produisant un rayonnement de deux photons

d’¢énergie individuelle de 511 keV et formant un angle de 180° I’un de 1’autre (Figure 44).
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Figure 44: Production de paires.
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4. La diffusion de Thomson-Rayleigh

I s’agit d’un phénoméne minoritaire qui a lieu lors de I’interaction des photons X et y
mais qui concerne plut6t les photons de faible énergie (infrarouge, lumiere visible et rayons X
mous). On parle de diffusion de Thomson-Rayleigh lorsque le photon incident est absorbé par
I’électron rencontré, qui le réémet dans une autre direction. L’énergie du photon incident est la
méme que celle du photon émis (Figure 45).

Rayonnement Rayonnement
incident diffusé

Figure 45: La diffusion de Thomson-Rayleigh

5. La réaction nucléaire

Elle a lieu lorsque le photon interagit avec le noyau des atomes pour émettre un ou
plusieurs neutrons. Elle ne se produit qu’avec des photons dont 1’énergie est supérieure a 10
MeV. Ces photons sont peu utilisés en radiobiologie.

B. Effets physico-chimiques

Les effets physicochimiques sont les conséquences directes et indirectes de 1’interaction
des rayonnements ionisants avec la matiere, créant une ionisation ou une excitation des
molécules. Ces dernieres vont interagir entre elles mais également avec des macromolécules
cellulaires (effets directs) ou indirectement sur la matiere en passant par la radiolyse de I’eau

(effets indirects).
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1. Effets physico-chimiques directs

IIs se déroulent dans les 101> a 1022 secondes apreés la collision avec la matiére. Ce sont
les conséquences de I’interaction directe des radiations ionisantes avec les molécules
organiques constituant les cellules. En effet, ces molécules vont étre ionisées ou excitées et
restitueront leur excédent d’énergie en émettant un photon de fluorescence ou en rompant des
liaisons chimiques covalentes, résultant en la formation de radiolésions moléculaires ou de

radicaux libres. Les molécules cibles sont entre autre, I’ADN, les protéines, les lipides et I’eau.
2. Effets physico-chimiques indirects

Ils sont retrouvés dans la majorité des rayonnements a faible TEL. Ils passent par la
radiolyse de I’eau. En effet, les rayonnements ionisants vont interagir avec la composante
aqueuse de I’organisme. Les tissus biologiques sont composés de 60 a 80% d’eau et I’ionisation
de cette derniere va provoquer la formation de radicaux libres hautement réactifs. Ces derniers
vont interagir avec d’autres molécules et former des radicaux libres oxygeénés tels que les anions
superoxydes O, les radicaux péroxyles RO>. Ces radicaux libres oxygénés iront ensuite

interagir avec des molécules voisines telles que I’ADN, les protéines, lipides et les modifier.

C. Effets biologiques/ Effets cellulaires des rayonnements ionisants

Les lésions physiques et physico-chimiques induites par les radiations ionisantes auront
pour conséquence des dysfonctionnements cellulaires pouvant aboutir a la mort cellulaire.
Comme mentionné ci-dessus, une des actions des radiations ionisantes passe indirectement par
la radiolyse de I’eau qui produit des radicaux libres dans un laps de temps trés court, comme le
radical hydroperoxyle, le radical hydrogene, et le radical hydroxyle (Dayal et al., 2014). Ces
radicaux tres réactifs diffusent et atteignent des biomolécules dont I’ADN, causant ainsi des
dommages (Bienert et al., 2007; Lennicke et al., 2015). L’action des radiations ionisantes peut
également passer par la production de ROS : des études ont démontré I’augmentation de la
formation de ROS survenant immédiatement apres irradiation et maintenue pendant plusieurs
heures (Ogawa et al., 2003).

Les effets biologiques des radiations ionisantes dépendent de la composition en eau et

oxygene du tissu : les tissus riches en eau et oxygene sont radiosensibles alors que les tissus
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pauvres en eau et en oxygene sont radiorésistants. C’est par exemple le cas de 1’os ou de la dent.

Les effets biologiques peuvent apparaitre, immédiatement sur du court terme (effets
déterministes) ou sur du long terme (effets stochastiques). 1l existe cependant un paradoxe dans
le depdt de dose : en effet, il faut déposer assez de dose pour empécher le bon fonctionnement
des systemes de réparation mais pas trop pour éviter tout effet secondaire delétere a

I’organisme.

1. Dommages a ’ADN et systémes de réparation des lésions a ’ADN

radio-induites

Toute structure cellulaire est une cible des radiations ionisantes. Cependant, compte tenu
de son implication dans la transmission de 1’information génétique, et donc du fait des
nombreux effets que son altération pourrait engendrer, médecins et scientifiques se sont
focaliseés sur une structure clé : le noyau et son ADN, faisant de I’ADN nucléaire, la cible des
radiations ionisantes la plus étudiée. Les dommages a I’ADN causés par les radiations
ionisantes sont multiples. Ces derniéres peuvent provoquer des ruptures de chaine, des lésions
oxydatives, la formation de sites abasiques, ou encore des modifications de bases. La fréquence
de ces dommages est fonction des doses comme 1’illustre le tableau 6 représentant le nombre

de lésions se produisant dans un noyau pour un gray.

Tableau 6: Nombre des différents types de lésions par gray et par noyau.

Type de lésions de ' ADN Nombre de Iésions/Gray/noyau
Cassures simple brin 750
Cassures double brin 40
Lésions intra ou inter brins 30
Pontages ADN-protéines 150
Modifications de bases 1400
Modifications des oses 1200

Parmi les dommages cités, les ruptures de chaines sont dues a des cassures simple brin
(CSB) et des cassures double brin (CDB) de I’ADN (Lomax et al., 2013) (Figure 46). Les
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premiéres sont dues a la rupture de la liaison phosphodiester entre le phosphate et le
désoxyribose qui, résulte de I’oxydation du désoxyribose (Evans et al., 2004). Les deux brins
sont alors écartés et la pénétration de I’eau dans la bréche rompt les liaisons hydrogéne entre
les brins de I’ADN. Il existe une corrélation positive entre la dose d’irradiation et le nombre de
CSB : plus la dose est élevee, plus il y a de CSB. Cependant, ces lésions sont réparées assez

rapidement et ont ainsi peu d’impact sur la survie cellulaire.

Cassures simple brin et Cassures double brin
dégats groupés

Faible concentration
d'événements

Rayonnement y disiistisi
TEL bas

CSB CDB simple

Concentration élevée

Base ou ose endommagé
d'événements %
d'ionisation M
CDB complexe

N Dégats groupés
k2

Rayonnement o
TEL élevé

Figure 46 : Dommages a I’ADN.
Modifié d’apres Lomax et al., 2013.

Les CDB sont quant a elles causées soit par la fixation d’un seul radical hydroxyle sur
le désoxyribose avec transfert du radical formé sur le brin opposé, soit par deux radicaux
hydroxyles qui traversent la méme région dans un intervalle de temps insuffisant pour la
réparation de la premiére cassure (Dikomey et al., 1998). Comme dans le cas des CSB, le
nombre de CDB est proportionnel a la dose recue mais contrairement a elles, les CDB sont plus
difficiles a réparer et donc plus déléteres pour la cellule. La plupart des CDB peuvent étre
réparées par deux meécanismes : la recombinaison homologue (HR) et la recombinaison des
extrémités non homologues (NHEJ). Cette derniére est predominante lors des dommages
survenant en phase G1 du cycle cellulaire alors que la HR est cruciale pour la réparation de
CDB plus complexes et implique entre autre la participation de BRCAL et BRAC2. Il est
intéressant de noter que les mutations des genes BRCA sont associées a une augmentation du

risque de developper un cancer de la prostate mais aussi a la réponse/réussite therapeutique.

159



Outre les cassures, les radicaux hydroxyles ont pour cible les bases puriques et
pyrimidiques ainsi que les oses constituant I’ADNn. La 8-0x0-7,8-dihydrodéoxyguanine (8-
oxoadénine) est I’'une des bases modifiées la plus fréquemment observée (Cadet et al., 1999, p.
19).

D’autres atteintes a la structure de I’ADNn provoquées par les radiations ionisantes.
Sont des sites abasiques, des pontages ADN-ADN ou ADN-protéines ou encore, a une autre
échelle, des aberrations chromosomiques et chromatidiennes. Les sites abasiques sont des
conséquences de I’oxydation des bases dont résulte une déstabilisation de la liaison N-
glycosidique entre la base azotée et le désoxyribose (Krokan & Bjgras, 2013). Les pontages
ADN-ADN intra ou inter-brins et ADN-protéines résultent quant a eux de la formation d’une
(ou de plusieurs selon le cas) liaison(s) entre deux bases ou entre I’ADN et des protéines

nucléaires respectivement.

Enfin, les aberrations chromosomiques peuvent étre des translocations, des délétions,
ou encore des inversions et sont retrouvées lorsque des cellules en phase GO, G1 ou S sont
irradiées. Les aberrations chromatidiennes sont quant a elles des cassures, des inversions
paracentriques, des translocations de chromatides, des anneaux centriques et acentriques et
surviennent aprés I’irradiation de cellules en phase G2/M. A part les translocations et les
inversions qui peuvent perdurer des générations, la plupart de ces aberrations sont Iétales pour

la cellule.

Enfin, les dommages ne sont pas obligatoirement isolés. L’interaction des radiations
ionisantes avec ’ADN peut provoquer la formation d’au moins deux dommages sur une
distance de 1 a 4 nm. Ces types de dommages forment un site de multi-dommages (LMDS).
Des CSB, sites abasiques ou bases oxydées peuvent y étre retrouvés (Sutherland et al., 2001).
Ces sites sont fortement Iétaux, compte tenu du nombre important de 1ésions qu’ils contiennent.
Les systéemes de réparation sont en effet « dépassés » et les erreurs de réparation qui en résultent

sont alors délétéres pour la cellule (Pearson et al., 2004).
2. Autres cibles

Outre I’ADN, les organites de la cellule mais aussi les protéines, les lipides sont des

cibles importantes des radiations ionisantes.
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a. La mitochondrie

L’ ADNmt ne posseéde pas les mécanismes de protection et de réparation que conférent
les histones a I’ADNn ; de plus, sa proximité avec les sources de ROS le rend plus sensible

comparativement a I’ADNn.

Dans un premier temps, il a ét¢ démontré une augmentation de ’ADNmt apres
irradiation (Szumiel, 2015). De plus, il a été rapporté que les radiations ionisantes induisent une
seconde genération de ROS via une fuite d'électrons a partir des complexes de la chaine de
transport d'électrons dans la mitochondrie (Brand, 2016; Szumiel, 2015), passant par une
hyperpolarisation mitochondriale (Yamamori et al., 2012a). Un niveau élevé de ROS entrainera
des mutations de I’ADNmt qui auront également des répercussions sur I’ADNn. Les
dysfonctionnements dus aux dommages a I’intégrité mitochondriale entraineront in fine un
stress oxydant local et systémique puis la mort cellulaire. Des données contraires ont cependant
été rapportées dans des cas de cancers de la prostate: I'accumulation de ROS mitochondriales
serait associée a des niveaux réduits de dommages a I’ADN et corrélée a une baisse d’entrée en
apoptose des cellules, notamment par ’activation de voies de réparations des dommages a
I’ADN. Les ROS mitochondriaux contribueraient ainsi a la survie et par conséquent a la

radiorésistance des cellules cancéreuses de la prostate (McDermott et al., 2016).

Le dysfonctionnement mitochondrial induit par les rayonnements ionisants passe
également par la diminution des activités des complexes de la chaine respiratoire. On assiste
également apreés irradiation a une hausse de la biogenese mitochondriale qui se manifeste par
une augmentation du contenu mitochondrial et de la masse mitochondriale (Bartoletti-Stella et
al., 2013). Par ailleurs, des mutations ponctuelles de ’ADNmt et des délétions ont été
retrouvées chez des patients traités par radiothérapie (Wardell et al., 2003).

Le potentiel de la membrane mitochondrial est également modifié apres irradiation. En
effet, des études ont démontré que dans des cellules non cancéreuses, les rayonnements
ionisants induisent une augmentation du potentiel de membrane mitochondriale mais également
une augmentation de la respiration et de la production d’ATP, ce qui a donc pour conséquence
une régulation positive de ’OXPHOS (Yamamori et al., 2017). Cependant, les cellules
cancéreuses s’adaptent rapidement aux dommages causées par les radiations, grace aux

systemes de réparation de I’ADN par exemple.
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b. Dommages oxydatifs des protéines

Les radicaux libres peuvent s’attaquer aux protéines présentes dans les milieux
intracellulaires mais également dans la matrice extracellulaire. Ces protéines sont entre autres,
des protéines de structure, des facteurs de transcription, et des enzymes. Le squelette constitué
d’un enchainement de liaisons peptidiques et la chaine latérale de certains acides aminés sont

sensibles a I’oxydation.

L’oxydation du squelette polypeptidique se fait par I’induction du départ d’un atome
d’hydrogéne du carbone o par les radicaux hydroxyles HO". Ainsi se forme un radical centré

sur le carbone. En I’absence d’oxygéne, deux de ces radicaux centrés sur le carbone peuvent
interagir entre eux pour former des liaisons croisées intra ou inter-chaines. En présence
d’oxygene, une réaction d’addition se produit avec le radical centré sur le carbone, formant
ainsi un intermédiaire peroxyde, qui subit par la suite des réarrangements et des clivages
donnant naissance a deux peptides contenant une fonction carbonyle. Ces protéines carbonylées
sont entre autres considérées comme des marqueurs de stress oxydant des protéines. Les

protéines oxydées sont soit réparées, soit dégradées par le protéasome (Delatre et al., 2007).

L’oxydation de la chaine latérale de certains acides aminés est possible. Il s’agit de
modifications irréversibles, pouvant conduire a I’inactivation des protéines. Les acides aminés
les plus sensibles a I’oxydation de leur chaine latérale sont les acides aminés soufrés, basiques
et aromatiques (Delatre et al., 2007) (Tableau 7). L’oxydation des acides aminés soufrés méne
a la formation de composes carbonylés ou de ponts dissulfure. Par exemple, pour la cystéine,
ces ponts dissulfure sont facilement réduits par la thiorédoxine ou le glutathion réduit. La
méthionine quant a elle est oxydée en sulfoxyde de méthionine, et ce dernier en sulfone de
méthionine ou réduit par une enzyme, la méthionine sulfoxyde réductase. L’oxydation des
acides aminés basiques, comme 1’arginine par exemple, génére soit de 1’acide 5-hydroxy 2-
aminovalérique, soit un semi-aldéhyde glutamique, porteur d’un groupement carbonyle.
L’oxydation de I’histidine produit de I’asparagine et/ou des dérivés aspartiques ou de 1’oxo-
histidine. La lysine, quant a elle peut étre oxydée en hydroxy-lysine ou en semi aldéhyde ou
encore subir une lipo-oxydation. Les chaines latérales des acides aminés aromatiques sont

¢galement sensibles a 1’oxydation, au niveau de leur cycle aromatique.
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Tableau 7: Principaux produits d’oxydation de quelques acides aminés.

Acides aminés | Agent oxydant Produits formés
Cystéine ‘OH Acide cystéique, cystine
Méthionine ‘OH Sufoxyde ou sulfone de méthionine
Aroinine ) .| Acide 5-hydroxy 2-aminivalérique, semi-
Argmine OH, RO, aldéhyde glutamique
Histidine "OH 2-oxohistidine
Lysine OH 340u S-h}fdl‘OX}fl}fSillle. semi-aldéhyde
glutamique
Phénylalanine "OH Orthotyrosine
Tryptophane "OH Kynuréine, composés hydroxylés
Tyrosine "OH Dihydroxyphénylalanine, bityrosine

L’oxydation de la phénylalanine par les radicaux hydroxyles génére des dérivés mono
et di-hydroxylés ; celle de la tyrosine génere de la dihydroxy-phénylalanine ou des radicaux

tyrosyls qui peuvent former des ponts tyrosine-tyrosine.
c. Dommages oxydatifs des lipides

Les lipides, notamment, les acides gras polyinsaturés, peuvent également subir des
dommages oxydatifs de par la présence de plusieurs doubles liaisons intercalées par un
groupement méthyléne. Cette oxydation également appelée « peroxydation lipidique »
provoque des changements de propriétés des membranes cellulaires en modifiant leur fluidité
et leur perméabilité (Delatre et al., 2007).

La peroxydation lipidique est une suite de réactions qui peuvent se diviser en trois
étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison (Delatre et al., 2007) (Figure 47). La

premiére phase est initiée par un atome d’hydrogeéne arraché aux acides gras polyinsaturés,

formant ainsi un radical pentadienyl (L°), tres instable, qui va rapidement réagir avec de

I’oxygeéne et former un radical peroxyl (LOO"). La phase de propagation est caracterisée par la

réaction de ce radical avec un autre acide gras polyinsaturé et former soit un hydroperoxyde
(LOOH) et un autre radical pentadiényl, soit entrer en phase de terminaison en réagissant avec

163



un autre produit radicalaire (L" ou LOO") pour former des esters (LOOL) (Delatre et al., 2007).

/ Terminaison \

1h L, ’
Fe?*

LH+R> = [+RH =—» L[O0> =—————————p [LOOH =——= 10’+ 0OH

I
N

Initiation 02 L'H
L =———> 100 etc,

0,
\ Propagation /

Figure 47: Les étapes de la peroxydation lipidique.

Les hydro-peroxydes sont des composés tres instables et peuvent se décomposer pour
donner des molécules cytotoxiques telles que des aldéhydes, capables de se lier a I’ADN, aux

protéines et aux phospholipides.

Les céramides qui sont des seconds messagers lipidiques impliqués dans I’apoptose,
peuvent également étre des cibles indirectes des radiations ionisantes, affectant ainsi la mort
cellulaire par apoptose radio-induite. La production de céramide est essentielle pour 1’activation
de I’apoptose radio-induite dans sa phase précoce mais également dans sa phase tardive
(Alphonse et al., 2002). En effet, la céramide synthase mitochondriale est activée apres
irradiation. Ainsi, la production de céramide se fait spécifiquement dans la mitochondrie,
induisant par exemple la translocation de Bax & la mitochondrie. Cette action est assurée par les
céramides synthase CerS5 et CerS6 (Mesicek et al., 2010). Par ailleurs, une déficience en
sphingomyélinases (également responsables de la synthese de céramide en hydrolysant la
sphyngomyéline) a été mise en évidence dans certaines cellules tumorales radiorésistantes
(Santana et al., 1996). De plus, dans ces mémes cellules, une augmentation de I’expression de la
céramidase acide lysosomale ainsi qu’une augmentation de la production de sphingosine-1-
phosphate, une molécule anti-apoptotique ont été observées, empéchant ainsi la formation de

céramide en réponse a I’irradiation (Beckham et al., 2012; Mahdy et al., 2009).
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3. Atteinte du cycle cellulaire
a. Régulation du cycle cellulaire

Le bon déroulement du cycle cellulaire est important au bon fonctionnement de la
cellule. Ainsi, le cycle cellulaire présente des points de contrble, également appelés
« checkpoints » au niveau desquels interviennent des complexes protéiques spécifiques
(Pommier & Kohn, 2003). Ces complexes comprennent une sous-unité effectrice, les Cycline-
Dependent Kinases (CDK) et une sous-unité régulatrice, les cyclines (Tableau 8). Le role de
ces dernieres est d’activer les CDK, présents tout au long du cycle mais sous forme inactive.
Ces complexes cyclines/CDK en plus de la régulation par les cyclines, sont également régulés
par d’autres mécanismes : en effet, les CDK peuvent étre phosphorylées sur différents sites.
Ainsi, elles peuvent étre phosphorylées sur leur thréonine 160/161 par le facteur de transcription
TFIIH, ou déphosphorylées sur les thréonines 14 et 15 par une phosphatase de la famille CDC25
(Cell Division Cycle 25) (Serizawa et al., 1995; Sex| et al., 1999, p. 199). Il existe également
des inhibiteurs des CDK, nommés CDKi (CDK inhibitors) comme par exemple INK4, p21WAF,
p27KIPL p57KIP2 1 activation des cyclines/CDK spécifiques a chaque phase (G0/G1, S, G2/M)
ainsi que la régulation du complexe par ces différents acteurs vont étre nécessaires au passage

des checkpoints tout au long du cycle cellulaire (Figure 48).

Tableau 8: Les différents complexes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire.

Phase du cycle Complexes cycline/Cdk Réles des complexes

Phosphorylation et activation de la protéine
RD, libérant les facteurs de transcription E2F.
Ces derniers controlent I'expression de génes
nécessaires pour la progression dans le cycle

cellulame

Cycline D / CDK4

1 Cycline D / CDK6

Responsables de la transition G1/S. Activent

Transition G1/S Cyclne E / CDK 2 :
ransiton S Rb par phosphorylation

Responsables de l'activation de la réplication

de I'ADN et de l'inactivation des facteurs de

Cyclme A / CDK 2 transcription de la phase G1. Indwsent la

duphcation du centrosome et permettent I'arrét
de la dégradation de la cycline B.

S
Transition S/G2

Responsables de la transition G2/M et de

Transition G2’M | Cycline B/ CDK1 . . .
ransion yelne l'activation de la progression de la mitose
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Figure 48: Schéma du cycle cellulaire et de sa régulation.

b. Effets des rayonnements ionisants sur le cycle cellulaire

Les cellules exposées aux radiations ionisantes subissent une modification de leur
progression dans le cycle cellulaire. Toutes les phases du cycle peuvent étre atteintes mais un
arrét en phase G2 est observé pour la majorité des types cellulaires. Ces arréts sont dus soit a
I’inhibition des complexes cyclines/CDK, soit a I’inhibition de I’avancement de la fourche de
réplication et permettent la reconnaissance et la réparation des dommages ou la mort de la

cellule.

Arrét en phase G1 : I’arrét en phase G1 est possible pour les cellules exprimant la
protéine p53 fonctionnelle : il est en effet déclenché par ’activation et la stabilisation post-
traductionnelle de cette protéine (Kastan et al., 1991, p. 199; Nelson & Kastan, 1994). Cet arrét
peut étre transitoire et dans ce cas, la cellule survit ou meurt (apoptose), ou peut également étre
irréversible et mener a la senescence. Apres irradiation, les lésions induites ménent a

’activation de kinases ATM/ATR qui sont responsables de la phosphorylation de la protéine
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p53. Cette phosphorylation peut étre directe ou indirecte en passant par la phosphorylation de
protéines Chk1/Chk2 (Vousden & Lane, 2007). L’activation de p53 va induire I’expression de
différentes CKi telles que p15 et p16 de la famille des INK4 ainsi que p21 et p27 (el-Deiry et
al., 1994; Hsu et al., 2000; Shapiro et al., 1998, p. 19). Les deux premieres vont inhiber le
complexe cycline D/CDK4 responsable de I’entrée et de la progression en phase G1 et les deux

derniéres inhibent le complexe cycline E/CDK2, nécessaire a la transition G1/S.

Les protéines Chk1/Chk2 peuvent également induire la dégradation de la phosphatase
CDC25A par le protéasome en I’inactivant par phosphorylation (Vousden & Lane, 2007). De
ce fait, le complexe cycline E/CDK2 n’est pas activé et la cellule est donc arrétée en phase G1.

11 s’agit ici d’une voie indépendante de la protéine p53 (Nilsson & Hoffmann, 2000).

L’action des radiations ionisantes peut également passer par I’expression du TGF-3

capable d’activer les protéines p21, p15 et p27 (Datto et al., 1995).

Arrét en phase S: cet arrét passe par I’activation des protéines Chk1/Chk2 apres
irradiation, induisant la dégradation de la CDC25A par le protéasome (Vousden & Lane, 2007).
Ainsi, le complexe cyclineA/CDKZ2, responsable de la progression des cellules dans la phase S
est inhibé, empéchant dont I’initiation de la réplication (Nilsson & Hoffmann, 2000). La
protéine p53 est également impliquée dans I’arrét en phase S car elle va permettre
I’augmentation de 1’expression de la protéine p21 qui a, elle aussi, la capacité de bloquer le
complexe cycline A/CDK2 (Petrocelli et al., 1996).

Arrét en phase G2 : comme déja mentionné, la majorité des cellules irradiées subissent
un arrét dans la phase G2 du cycle cellulaire. Tout comme les autres phases du cycle cellulaire,
I’arrét en phase G2 dépend de la protéine p53. En effet, cette derniére active la protéine
chaperonne 14-3-3 qui inactive la phosphatase CDC25C. Or cette phosphatase est essentielle a
I’activation de CDK1, elle-méme essentielle a la progression en phase G2. Ainsi, les cellules
sont arrétées en phase G2 (Graves et al., 2000). Il a été démontré que I’absence d’arrét en phase
G2 augmenterait la mort des cellules par apoptose (Bernhard et al., 1994, p. 199) et
qu’inversement, une majoration de 1’arrét en cette phase indiquerait une acquisition de
résistance a la radiothérapie (Palayoor et al., 1995). La radiorésistance des cellules n’est
cependant pas en lien avec la durée de ’arrét du cycle cellulaire en phase G2 mais plutdt au

nombre de CDB non réparées (Dikomey et al., 1998).
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4. Mort cellulaire radio-induite

Nous avons vu que lorsque les cellules subissent des dommages suite aux radiations
ionisantes, des mécanismes de protection comme 1’arrét du cycle par exemple, vont étre
enclenchés afin d’assurer la réparation des dommages. La mort cellulaire radio-induite peut étre
provoquée suite a des lésions létales (dues a des doses élevées) ou a des accumulations (avec
absence de réparation) de lésions potentiellement létales ou sublétales. Le but de la
radiobiologie est d’infliger de tels dommages afin de placer la cellule dans I’incapacité de les

réparer et donc de se diviser.

A part I’apoptose et la sénescence qui ont été respectivement abordées dans le chapitre

I, il existe d’autres types de mort cellulaire.

La mort cellulaire immédiate : elle est due a une trés forte dose d’irradiation, mettant
les cellules dans un statut inflammatoire important. Les mécanismes exacts responsables de cet

événement sont toutefois méconnus.

L’autophagie : elle survient a la suite d’un stress cellulaire. Il s’agit d’un processus
catabolique : en effet, la cellule dégrade ses propres constituants. Dans ce qu’on appelle
I’autophagie cytoprotectrice, la cellule, en dégradant de maniére contrdlée ses composants,
s’assure de I’apport d’énergie nécessaire a sa survie. Ce phénomeéne a été décrit dans des
cellules tumorales qui présentent des mutations oncogéniques mais aussi un niveau basal
d’autophagie qui leur permettrait de survivre (Yang et al., 2011). C’est en effet ce qui se passe
dans I’effet Warburg, lorsque les cellules cancéreuses, méme en présence d’oxygeéne produisent
leur énergie par la glycolyse. La libération du lactate dans 1’espace extracellulaire crée une
acidification du milieu, entrainant potentiellement un stress cellulaire, puis le déclenchement

de I’autophagie.

C’est également le cas de cellules résistantes a la radiothérapie et a la chimiothérapie:
en effet, I’autophagie leur permet de résister & la mort cellulaire apreés irradiations (Paglin et
al., 2001). Ce mécanisme de maintien en vie de la cellule est toutefois tres controlée, puisqu’au-

dela d’un certain seuil, I’autophagie devient cytotoxique pour la cellule (Baehrecke, 2005).

La mitophagie : c’est une autophagie spécifique aux mitochondries défectueuses a la

suite de dommages ou de stress. Elle est induite par différentes voies : la mieux caractérisée est
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celle impliquant les protéines PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) et Parkin. PINK1 est
impliquée dans la détection de la qualité des mitochondries et Parkin dans le maintien de
I’intégrité de la membrane mitochondriale, en association avec PINK1. En réponse a la perte
du potentiel de membrane, la protéine PINK1 est stabilisée sur la membrane externe des
mitochondries endommagées et recrute la protéine Parkin en la phosphorylant. Leur
accumulation sur les mitochondries défectueuses permet la ségrégation de ces derniéres avant
leur dégradation autophagique par un processus impliquant I’ubiquitinisation des protéines
mitochondriales par Parkin. De plus, le microenvironnement des cellules cancéreuses contient
HIF1A, un facteur de transcription inductible par I’hypoxie. Ce facteur favorise I’expression de
BNIP3, un facteur important pour la mise en place de la mitophagie (Shokolenko et al., 2013,
2016).

La mort mitotique : ¢’est la mort radio-induite la plus répandue. Elle est due a des
dommages a I’ADN stables, non réparables ou a un défaut dans la progression du cycle
cellulaire ; elle est associée a une activation inappropriée du complexe Cdkl1/cycline B. Aussi
connue sous le nom de catastrophe mitotique, on en distingue deux types : une mettant en jeu
une voie partiellement dépendante de p53, qui survient aprés une mitose avortée et qui méne a
une apoptose apres activation de caspases et la seconde mettant en jeu une voie indépendante
de p53 ou les cellules meurent pendant ou apres la métaphase. La cellule est alors bloquée dans
son cycle cellulaire et sa mort va étre induite par apoptose ou par nécrose ou alors, la cellule va

rentrer en sénescence.

La néecrose : il ne s’agit pas d’une mort programmée mais plutdt d’une mort prématuree
de la cellule, due a un dégat cellulaire. Elle survient environ 24h aprés les radiations ionisantes.
Elle se manifeste par un gonflement du cytoplasme et des organelles, une augmentation de la
perméabilité des membranes, la lyse de la chromatine et de ’ADN et se termine par une
cytolyse. La perméabilit¢é membranaire croissante induit une perte de 1’intégrité membranaire :
ainsi, les débris et contenus intracellulaire sont déversés dans la matrice extracellulaire,

provoquant ainsi une importante réponse inflammatoire dans le tissu environnant.
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I11. Rayonnements ionisants et hadrons

Comme évoqué précédemment, les hadrons sont des radiations ionisantes particulaires
assez lourdes. En effet, contrairement aux photons, ils possedent une masse. Il existe des
hadrons chargés (protons, électrons, ions lourds) et des hadrons non chargés (neutrons). Les
protons et les neutrons sont produits par des cyclotrons alors que les électrons sont produits par
des accélérateurs. Les ions lourds comme les ions carbone sont quant a eux produits par les
synchrotrons. Comme évoqué, ces derniers ont les mémes avantages que les protons dans le
sens ou leur dépdt d’énergie peut étre modulé afin de le diriger vers la tumeur uniquement. Les
¢lectrons quant a eux permettent d’irradier les tumeurs a différentes profondeurs en fonction de
leur énergie initiale. Enfin, les neutrons sont directement ionisants et interagissent donc avec la
matiére tout au long de leur parcours, rendant leur utilisation problématique (Figure 39). Les
effets physiques des hadrons se résument en trois mécanismes : les collisions élastiques,

inélastiques et la fragmentation nucléaire.

IV. Les phénomenes de radiorésistance
A. Généralités

La radiothérapie est utilisée comme traitement de référence des cancers de la prostate
localisés ou localement avancés. Cependant, dans 20-40% des cas, il se met en place un
phénomeéne de résistance a la radiothérapie : en effet, le cancer de la prostate devient récurrent
ou se métastase malgreé le traitement. La radiorésistance est un phénomene imprévisible qui met
en place des mécanismes peu ou mal connus mais qui impliquent souvent une augmentation du
nombre de cellules souches cancéreuses corrélée a I’augmentation de 1’expression des
marqueurs de surface CD44, une différenciation neuroendocrine corrélée a I’augmentation de
I’expression des marqueurs de surface CD133 et CD138 et la mise en place de la transition
épithélio-mésenchymateuse (Murata et al., 2019), traduisant une progression du cancer vers la

malignité.
B. Cancers de la prostate et radiorésistance

L’acquisition de la résistance a la radiothérapie est I'une des complications aux thérapies

du cancer de la prostate. Malgré plusieurs facteurs identifiés, les mécanismes sous-jacents ne
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sont toujours pas concluants.

De maniére générale, les cellules radiorésistance montrent une résistance a 1’induction
de I’apoptose. Elles sont également caractérisées par une forte activité des systemes de
réparation, une adaptation de la production de ROS cytoplasmiques et mitochondriaux et par
I’acquisition de capacités migratoires et invasives. Méme si les mécanismes de radiorésistance
du cancer de la prostate restent méconnus, certains éléments ont pu étre mis en évidence. Une
meilleure compréhension de ces mécanismes est essentielle pour le développement de nouvelles

stratégies thérapeutiques.
1. Voies de signalisation impliquées
a. Les cellules souches cancéreuses

Les cellules souches cancéreuses ont la capacité de s’auto-renouveler, et de se
différencier en divers types cellulaires formant le volume de la tumeur (Wang et al., 2013). Des
cellules cancéreuses prostatiques ont la particularité de présenter des antigenes de surface
comme le CD44, le CD133 (ou prominine 1) et le CD138 (ou syndécane-1) et possédent des
propriétés de cellules souches cancéreuses (Cojoc et al., 2015; Ni et al., 2014; Shimada et al.,

2009, 2013), ce qui leur confére la capacité de résister aux irradiations.

b. La différenciation neuroendocrine

La majorité des cellules de 1’épithélium prostatique (cellules luminales, basales et
neuroendocrines) sont des cellules sécrétoires. La différenciation neuroendocrine est causée par
une privation en androgenes ou par la radiothérapie, les transformant en NE-like cells
(neuroendocrine-like cells) (Deng et al., 2008; Wu & Huang, 2007). Ces dernieres ne possedant
pas de capacité prolifératives sont ainsi résistantes a la radiothérapie (Deng et al., 2008; Suarez
etal., 2014).

c. La transition épithélio-mésenchymateuse

Paradoxalement, une des conséquences des irradiations est de favoriser la TEM, ce qui
permet aux cellules d'échapper au stress dans le microenvironnement (de Bacco et al., 2011;

Zhang et al., 2011). En effet, les ROS dont la production est induite par les radiations ionisantes
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peuvent augmenter ’activité de facteurs favorisant la TEM comme par exemple Snail, HIF-1

et le TGF-p (Montanari et al., 2017).
d. Akt

La voie de signalisation PI3K/Akt est impliquée dans le développement de plusieurs
types de cancer mais également dans leur progression. Une plus forte activation de cette voie,
en plus de celles des MAPK a été démontré dans des lignées cellulaires de cancers de la prostate
résistant aux irradiations (Skvortsova et al., 2008). En effet, par plusieurs mécanismes, cette
voie de signalisation contribue a la radiorésistance de cellules tumorales : la survie et la
prolifération cellulaire, I’hypoxie, 1’angiogenése. Par exemple, des études ont montré son
implication dans la sécrétion de VEGF, par I’induction de HIF-1, un facteur de transcription
sensible a la pression partielle en oxygéne (Hennessey et al., 2013). Ainsi, un ciblage de cette

voie de signalisation est une piste intéressante dans les thérapies du cancer de la prostate.
€. Les systéemes de réparation des dommages a I’ADN

La balance entre les dommages a I’ADN et les systémes de réparation mis en place
décide du sort des cellules irradiées (Li et al., 2016; Sancar et al., 2004). Les points de
surveillance du cycle cellulaire, induits par les dommages a ’ADN, existent au niveau des
phases G1, S et G2 du cycle cellulaire. lls sont initiés par ATM et ATR qui initient une réponse

précoce aux dommages de type CDB (Bakkenist & Kastan, 2003; Yoo et al., 2009).

Des anomalies de la protéine ATM ont été recensées chez des patients résistants a la
castration (Khemlina et al., 2015) et I’absence d’ATR induit une absence de réparation par HR.
Par ailleurs, en ciblant les checkpoints du cycle cellulaire, la radiothérapie empéche I’entrée en
mitose des cellules. A la lumiére de ces observations, il apparait que la surexpression
d’ATM/ATR dans la progression du cancer de la prostate pourrait alors expliquer 1’acquisition
de la résistance aux irradiations. Une activation de la voie ATM par le stress oxydant

indépendante des CDB a également été mise en évidence (Ditch & Paull, 2012).

PARP-1 est un facteur impliqué dans la réparation des dommages a I’ADN et dans la
régulation de facteurs de transcription. Son expression modulée a la hausse dans le cancer de la
prostate et dans les cellules subissant une TEM, a été mise en lien dans ’acquisition de la

radiorésistance de ce cancer (Lonn et al., 2010; Pu et al., 2014). Par ailleurs, I’interaction de
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cette protéine avec d’autres acteurs impliqués dans la réparation de I’ADN (OGG]1 ; APE-1),
stimulant ’activité de PARP-1, a également été décrite (Kelley et al., 2012; Noren Hooten et
al., 2011). L’utilisation de ses inhibiteurs, comme 1’Olaparib seul ou combiné a d’autres types
de traitements montre des résultats prometteurs (Bochum et al., 2018; de Bono et al., 2020; Yap
etal., 2011).

f. Stress oxydant

Le lien entre stress oxydant et développement et progression du cancer de la prostate est
bien défini. Ainsi, un phénotype agressif du cancer de la prostate est proportionnellement
corrélé au degré de génération de ROS. Contrairement aux cellules saines de la prostate, les
cellules cancéreuses prostatiques présentent un niveau plus élevé de ROS (Bostwick,
Alexander, et al., 2000; Chaiswing et al., 2007, 2011, 2014). De leur c6té, les irradiations
induisent une augmentation des ROS intracellulaires qui persistent pendant plusieurs heures (Q.
Chen et al., 2003) régulant ainsi plusieurs facteurs de transcription comme NF-xB (nuclear
factor kappa-beta) et p53; ceci a été observé dans le cas de cellules radiorésistantes PC3 et
DU145 (Jayakumar et al., 2014). L’activation de ces facteur va influencer le cycle cellulaire et
les systémes de réparation de I’ADN et moduler les voies de survie cellulaire (Reuter et al.,
2010). Or, PPaugmentation de ces facteurs, notamment du NF-xB, a été associée au
développement de la résistance aux thérapies de certains cancers. En effet, son activation est
dépendante d’ATM.

Toutefois, I’augmentation de la production de ROS suite aux irradiations peut mener a
I’épuisement des antioxydants intracellulaires tels que le glutathion (GSH), la thiorédoxine et
la superoxyde dismutase (SOD), améliorant ainsi la sensibilité au traitement. En revanche, une
surproduction de ces composés peut protéger les cellules des dommages causés par les
irradiations, ce qui est le cas lors du développement de la radiorésistance du cancer (Kumar et
al., 2016). Finalement, la capacité des cellules cancéreuses prostatique a résister a la
radiothérapie est associee en partie a la production persistante de ROS, a 1’up-régulation de

facteurs de transcription et a une surproduction d’antioxydants (Chaiswing et al., 2018).
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2. Implication de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite qui géneére de 1’énergie, de ce fait, les
dysfonctionnements induits par les radiations ionisantes, a savoir, la diminution des activités
des complexes de la chaine de transport d'électrons, produisent des réactions en chaine qui
contribuent a un stress oxydant persistant (Yoshida et al., 2012). 1l s’agit d’un phénoméne
d’adaptation impliqué dans le développement de la radiorésistance (Prise & O’Sullivan, 2009).
En effet, dans plusieurs lignées cellulaires cancereuses, il a été mis en évidence une correlation
positive entre la hausse de la régulation d’OXPHOS ainsi que les ROS mitochondriaux et la
radiosensibilité de ces cellules (Lu et al., 2015; Yu et al., 2017). De plus, des mutations de la
sous-unité | de la cytochrome oxydase, une sous-unité codée par le génome mitochondrial, sont
impliquées dans la malignité et le développement de la radiorésistance du cancer de la prostate,
potentiellement via 1’augmentation induite de la masse mitochondriale (Nugent et al., 2007;
Petros et al., 2005). Ceci suggére qu’en étant une cible des ROS induits par les rayonnements,
I’ADNmt peut étre a I’origine d’un phénotype de radiorésistance. Cependant, de maniére
intéressante, des cellules p0, ¢’est-a-dire, dépourvues d’ADNmt, sont radiorésistantes ; ceci,
probablement dii au fait de I’absence du checkpoint G2 (Cloos et al., 2009; van Gisbergen et
al., 2015). Il a été également observé que la voie de la glycolyse est activée dans les cellules
radiorésistantes DU145 et PC3 (Chang et al., 2017). Cette activation serait due a une
augmentation de I’expression du transporteur de glucose Glut 1, médiée par Akt. L’inhibition
de D’activité d’Akt abrogeait ce phénoméne. (Shimura et al., 2014). Mais les altérations
métaboliques du cancer de la prostate radiorésistant vont au-dela de I’augmentation de la
glycolyse : la biosynthése des acides gras augmentée via I’inhibition d’enzymes lipolytiques,
est associée a une baisse de la prolifération et une augmentation de 1’apoptose des cellules

cancéreuses radiorésistantes (Fritz et al., 2013; Fritz & Fajas, 2010).

Dans des modeles de cancers de la sphére ORL, en comparant des cellules SQD9
(carcinome épidermoide laryngé) radiosensibles et radiorésistantes, Grasso et ses collaborateurs
montrent que, bien que la radiorésistance puisse étre associée a une modification du
métabolisme (passage d’un métabolisme glycolytique & un métabolisme oxydatif pour ce type
cellulaire), celle-ci n’en serait pas responsable. La radiorésistance de ces cellules serait plutét

accentuée par la quantité et la qualité des mitochondries (Grasso et al., 2020).

L’ensemble de ces observations conforte 1’idée selon laquelle le ciblage de la
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mitochondrie par les rayonnements ionisants pourrait jouer un rdle dans la radiosensibilité des

cellules tumorales.

V. Stratégies de radiosensibilisation
A. Les marqueurs de preédiction de la radiorésistance

La réponse aux rayonnements dans les tissus sains et cancéreux de la prostate est
hétérogene, et ce, méme chez un méme patient. En effet, au sein méme d’une tumeur,
différentes régions peuvent présenter un gradient de radiosensibilité. Cela dépend fortement du
microenvironnement mais également d’autres facteurs tels que la distribution des cellules
souches cancéreuses, ou encore les altérations génétiques (Blaylock, 2015). Toutefois,
I’identification de marqueurs de la réponse aux rayonnements serait d’une grande utilité
clinique. En effet, ces marqueurs pourraient aider dans I’anticipation de la réponse a la

radiothérapie, en permettant de classer les patients selon une signature.
1. Signature génique

L’analyse par microarray de I’expression de genes suite a 1’irradiation de cellules NCI-
60 (cellules métastatiques du cancer de la prostate) en corrélation avec des données de survie
clonogénique, a permis d’identifier une palette de genes qui seraient impliqués dans le
développement de la radiorésistance du cancer de la prostate. Ainsi, parmi les genes identifiés,
vingt-deux génes ont été associés a une faible survie aprés une dose d’irradiation de 2Gy,
quatorze genes a une faible survie apres une irradiation de 8 Gy et vingt-cing autres ont été
identifiés comme étant impliqués dans une réponse aux irradiations dépendant du statut p53 de
la cellule (Amundson et al., 2008). Un réseau de facteurs de régulation comprenant des facteurs
de transcription tels que E2F1, E2F4, RBL2 a également été mis en évidence.

De récentes études réalisées chez des patients atteints du cancer de la prostate et ayant
recu en premiére intention une radiothérapie ou une prostatectomie radicale, ont révélé la
présence de signatures génétiques se basant sur I’expression d’ARN. En effet, ces signatures
permettraient de différencier les cancers de la prostate indolents, non indolents et Iétaux, en se
basant sur I’expression de ces génes : MYC, NKX3-1, PTEN et STAR (Erho et al., 2013; Locke
etal., 2012; Shen & Abate-Shen, 2010).
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De maniere intéressante, I'état de fusion des génes TMPRSS2-ERG, décrit
auparavant, ne permet pas de prédire un pronostic aprés une prostatectomie radicale ou une
radiothérapie (Dal Pra et al., 2013). Cependant, I’utilisation de données cliniques a permis de
mettre au point un score basé sur 1’expression de 24 génes, nommé PORTOS, et qui permet de
surveiller la probabilité de développer une métastase de radiothérapie postopératoire a 10 ans
(Zhao et al., 2016). 11 s’agit du premier outil basé sur la signature génétique, développé dans le
but de prédire la réponse du cancer de la prostate a la radiothérapie. Il aurait potentiellement

une forte valeur clinique.
2. Marqueurs du stress oxydant

Des marqueurs du stress oxydant (peroxydation lipidique, protéines carbonylées) sont
retrouves a un niveau élevé chez des patients cancéreux recevant une thérapie anticancéreuse
(I’yasova et al., 2009). Chez I’homme et la souris (Nkx3.1 ou Nkx3.1 / PTEN KO), une
altération des antioxydants ainsi qu’une accumulation de produits de dommages oxydatifs ont
été démontrées au cours du développement du cancer de la prostate (Bostwick, Alexander, et
al., 2000; Chaiswing et al., 2014).

L’hypoxie est également un facteur important étant donné le réle de I’oxygéne dans la
réponse cellulaire aux irradiations. En effet, les cellules cancéreuses proches des vaisseaux
sanguins, sont plus sensibles aux irradiations, contrairement a celles qui en sont éloignées
(Brown, 1990). En entrainant des modifications transitoires du flux sanguin, les irradiations
induisent une hypoxie aigie dans la tumeur, et augmentent ainsi la résistance des cellules aux
irradiations (Paul-Gilloteaux et al., 2017). Des études précliniques ont montré 1’implication de
plusieurs facteurs d’hypoxie (qui constitueront de ce fait, des signaux d’hypoxie) (HIF, PI3K /
Akt / mTOR, NOX, Wnt / B-caténine et Hedgehog) dans la progression, le développement de
la radiorésistance et la récurrence du cancer de la prostate (Bristow & Hill, 2008; Deep &
Panigrahi, 2015). Dans ce contexte de la progression du cancer de la prostate médiée par
I’hypoxie, les exosomes seraient impliqués en favorisant un remodelage du
microenvironnement. Leurs rdles dans 1’angiogenese ou I’invasion de cellules cancéreuses de
la prostate entre autres ont été mis en évidence par une augmentation de diverses molécules
(TGF-B2, TNFla, IL-6, TSG101, Akt, ILK1, MMP et B-caténine) ciblant les jonctions
cellulaires (Ramteke et al., 2015).

Enfin, I’interleukine-8 (IL-8), une chimiokine stimulant le stress oxydant est impliquée
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dans la progression du cancer de la prostate ainsi que dans la sensibilité des cellules cancéreuses
aux irradiations. En effet, I’expression élevée d’TL-8 est associée a un score de Gleason élevé
(Caruso et al., 2008). Son effet passerait par 1’activation de HSP90. Cette derniére a une
expression environ 100 fois plus élevée dans les cancers humains. Il s’agit d’une protéine
chaperonne dont I’activité dépend de I’ATP et qui est impliquée dans la stabilité de centaines
de protéines essentielles a la croissance tumorale et a la résistance thérapeutique. Dans les
cancers de la prostate radiorésistants, son role a été mis en évidence dans la régulation de la
voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR, importante dans 1’acquisition de la radiorésistance
(Camphausen & Tofilon, 2007; Chang et al., 2017; Whitesell & Lindquist, 2005).

3. Marqueurs du microenvironnement

La mise en place de la TEM étant associée au développement de la radiorésistance, la
connaissance de la physiologie des voies de signalisations mises en place pourrait étre un
marqueur de prédisposition a la radiorésistance. En effet, la régulation de I’expression de
protéines telles que la E-cadhérine, la N-cadhérine et la vimentine est modifiée dans des cancers
de la prostate avec des caractéristiques d’invasion. D’autres molécules en amont des cascades
de signalisation peuvent également étre modifiées dans leur régulation telles que le TGF-p,
Wnt, Hedgehog, Notch, EGFR/PI3K/Akt, MAPK (Lee, Jeong, et al., 2017). En effet, ces
molécules participent a I’activation de Snail ou Slug, protéines clés de la TEM dont I’expression
a ¢té retrouvée augmentée dans plusieurs types de cancers acquérant de 1’agressivité, dont le
cancer de la prostate (Medici et al., 2008). L’expression de Slug est augmentée apres
I’irradiation de cellules cancéreuses radiorésistantes, ce qui conduit a I’inhibition de la voie
apoptotique dépendant de p53 (Liu, Uygur, et al., 2010). Ainsi, la découverte d’une signature
de biomarqueurs de la TEM pourrait étre bénéfique dans la détection de I’émergence de la

radiorésistance dans plusieurs types de cancers, dont celui de la prostate.

Le TGF-p est un facteur de croissance évoqué a plusieurs reprises jusqu’ici, montrant
ainsi son role central dans les mécanismes de développement et de radiorésistance du cancer de
la prostate. En effet, il exerce des effets différentiels selon 1’état de développement et I’avancée
du cancer de la prostate : sa régulation positive a été associée au grade tumoral, au stade
pathologique et aux métastases ganglionnaires chez les patients atteints d’un cancer de la
prostate (Batra et al., 2014). Cependant, aucune différence dans les taux sériques de TGF-B n’a

été détectée entre I’HBP et le cancer de la prostate. Néanmoins, des taux plasmatiques et
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urinaires élevés sont associées a un mauvais pronostic clinique (Reis et al., 2011). Il pourrait

ainsi servir de marqueur du cancer de la prostate radiorésistant.

Enfin, la protéine nucléaire PARP-1, présentant multiple fonctions cellulaires dont la
réparation de I’ADN est également impliquée dans la mise en place de la TEM suite a des
irradiations. Des études ont montré que son inactivation menait a la mise en place de la TEM
(Grant & Kyprianou, 2013; Khan et al., 2015). De plus, sa détection par immunocoloration
montre une augmentation de son expression dans des cellules de cancer de la prostate associées

au phénotype mésenchymateux (TEM), en réponse aux irradiations (Pu et al., 2014).
B. La radiorésistance : de nouvelles cibles pour la contrer

Le génome humain est constamment mis a 1I’épreuve par des agents endogénes et
exogenes qui induisent des mutations de I’ADN, conduisant a des anomalies telles que le
cancer. L’importance du maintien du génome est également renforcée par le rle des systemes
de réparation des dommages a I’ADN dans le développement et la progression tumorale, faisant
de ces derniers, d’intéressantes cibles a visée thérapeutique (Jeggo et al., 2016). Plusieurs voies
thérapeutiques existent dans ce sens, comme 1’inhibition de la voie ATM/ATR ; CHK1/CHK?2
abordés precédemment. Les checkpoints du cycle cellulaire peuvent également servir de cibles
de radiosensibilisation (pour revue, Johnson et al., 2021; Klinakis et al., 2020). Nous nous

limiterons cependant a celle impliquant PARP-1 et Dbait.

1. Stratégies associées a la réparation de ’ADN
a. PARP-1

A 1¢re du traitement personnalisé, I’identification de la susceptibilité/prédisposition
d’un patient a développer des effets indésirables de la radiothérapie est une condition
essentielle. La découverte de facteurs de susceptibilité a la radiorésistance va de pair avec la
découverte de voies de radiosensibilisation des cellules cancéreuses. De cette maniere, les
facteurs précédemment cités, entre autres, sont utilisés dans des études en combinaison avec
des traitements classiques : c’est I’exemple de la combinaison de plusieurs inhibiteurs des
systemes de réparation de I’ADN dont PARP-1, de I’inhibition de RelB apres irradiation (RelB
induit un antioxydant mitochondrial MnSOD et en s’associant avec P52, joue un r6le important

dans la protection des cellules cancéreuses prostatiques contre les irradiations), ou encore
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I’utilisation d’inhibiteurs du TGF- ou de la HSP90 ou une potentialisation de la réponse
thérapeutique a été observée (Kabakov et al., 2010; Klinakis et al., 2020; Morgan et al., 2014;
Xu et al., 2007; Zhang et al., 2012).

Ainsi, grace a cette stratégie, les cellules tumorales prostatiques ont pu étre
radiosensibilisées en modulant les réponses aux dommages de I’ADN, les checkpoints du cycle
cellulaire, le microenvironnement tumoral et en ciblant des voies de signalisations impliquées

dans la survie et la croissance tumorale apres irradiation.
b. Dbait

L’essor de la nanomédecine a permis de combiner et de co-délivrer un inhibiteur de
voies de réparation de dommages a I’ADN, Dbait, et le docetaxel par 1’utilisation d’un
nanopolymeére. Ainsi, les études menées par Lui et ses collaborateurs ont montré une
sensibilisation de cellules de lignées de tumeurs prostatiques LNCaP, PC3 et DU145 a la
radiothérapie et a la chimiothérapie. Les mécanismes de sensibilisation impliquaient une
inhibition de la prolifération cellulaire, une inhibition des voies des réparations des dommages
a I’ADN. De dernier paramétre fut également observé dans des xénogreffes de modeéles murins
(Liu et al., 2020).

2. Autres stratégies thérapeutiques
a. Etat de art

Egalement dans 1’effort d’améliorer la radiothérapie et d’éviter le développement de la
radiorésistance des cellules cancéreuse, d’autres stratégies thérapeutiques continuent a voir le
jour. Elles se basent sur le développement d’agents radiosensibilisants, conduisant ainsi a

I’émergence de la nanomédecine.

En cancerologie, la nanomedecine permet le ciblage ou la vectorisation de principes
actifs vers les tumeurs par I’utilisation de nanoparticules. Ces derniéres existent sous plusieurs
formes et permettent le dépdt de la molécule active sur les sites d’intéréts, évitant ainsi des
effets secondaires. Outre 1’effet direct de la molécule sur la cellule cible, certaines
nanoparticules permettent également d’amplifier les effets des irradiations : c’est le cas des
nanoparticules métalliques composés de milliers d’atomes a haut numéro atomique (Z) tels que

I’or (Z=79), le cuivre (Z=29), le gadolinium (Z=64), le titane (Z=22). Par leur capacité a émettre
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des rayonnements secondaires suite a leur interaction avec un rayonnement ionisant, ces
¢léments permettent d’augmenter localement I’énergie déposée (Hainfeld et al., 2008). D’autres
types d’agents existent également sous forme de composeés organométalliques : les métallo-
carbenes appartiennent a cette catégorie. Contrairement aux nanoparticules, ces molécules ne
contiennent qu’un Seul atome a haut Z (or, cuivre, fer (Z=26), argent (Z=47)). Ce sont ces
composés qui ont fait I’objet des travaux présentés dans ce mémoire, mais, avant de présenter
plus en avant les métallocarbénes et leur intérét dans le cadre de notre étude, nous allons préciser
quelques points importants sur les ¢léments a haut numéro atomique et sur l’utilisation des

nanotechnologies en cancérologie.
b. Les éléments a haut numéro atomique

Méme si la physiologie de la tumeur est assez complexe, le ciblage spécifique des tissus
tumoraux est un besoin fondamental dans le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. C’est pourquoi le développement des nanotechnologies a pris un réel essor ces
derniéres années (Paull et al., 2003). La France est classée deuxiéme apres 1’Allemagne, a
I’échelle mondiale dans la recherche en nanosciences et cinquiéme en termes de nombre de

publications dans ce domaine (Les nanotechologies en France).

La nanomédecine est utilisée dans différents domaines : cancérologie, neurologie,
maladies cardiovasculaires, vaccins etc. (Thorley & Tetley, 2013). Nous nous focaliserons sur

son utilisation en cancérologie dans ce manuscrit.
c. Nanotechnologies et cancers : Généralités

Contrairement aux thérapies classiques comme la radiothérapie ou la chimiothérapie,
I’utilisation des nanotechnologies en cancérologie permet le ciblage spécifique des cellules
tumorales. En effet, étant plus stables, elles permettent également de passer outre les problémes
de solubilité des médicaments anticancéreux tout en assurant une meilleure distribution et
ciblage tumoral. Toutefois il est important de maitriser les caractéristiques de ces composes, a

savoir, leur absorption par les cellules saines et cancéreuses ainsi que leur fonctionnalisation.

Il existe divers types de nanoparticules: nanoparticules organiques, viraux,
inorganiques comprenant les nanoparticules métalliques. Leurs actions peuvent passer par un

ciblage actif ou passif. Les nanoparticules peuvent également étre couplées a la radiothérapie.
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En effet, par la présence d’¢léments a haut Z, elles augmentent ’efficacité thérapeutique en

améliorant la dose d’irradiation (Townley et al., 2012).

3. Radiosensibilisation : notre approche
a. Etat de I’art

Tout d’abord, comme déja mentionné, I’interaction des rayonnements ionisants avec les
¢léments métalliques a haut Z amplifie ’effet photoélectrique en rendant les atomes instables,
ce qui résulte en une émission de photons de fluorescence ou d'électrons Auger. Ainsi, une seule
ionisation peut donner lieu a plusieurs électrons Auger (cascade Auger). Ceux-ci d’énergie de
I’ordre de quelques keV vont donc déposer leur énergie tres localement, avec des pénétrations
de 10-100 nm. Lorsque ces électrons sont émis au sein de cellules (cellules cancéreuses dans
notre contexte), et selon leur site de production, ils peuvent amplifier les dommages a I’ADN

et ceux dus au départ au rayonnement ionisant seul (McMahon et al., 2011; Roeske et al., 2007).

Une approche originale pourrait se baser sur la combinaison de I’intérét des métaux
lourds pour radiosensibiliser avec le ciblage d’un organite essentiel pour la cellule et en
I’occurrence la mitochondrie. En effet, I’implication de la mitochondrie dans la mise en place
et la progression du cancer de la prostate, ainsi que ses réles métaboliques cruciaux dans la vie
et la mort cellulaire rendent cet organite potentiellement stratégique pour une approche
radiosensibilisante. Ces deux points nous ont conduits & nous intéresser a une catégorie

particuliére de composés : les métallocarbénes.

b. Mode d’action de la combinaison métaux-irradiations

L’interaction des photons avec les atomes a haut Z, produit des effets pouvant étre
divisés en trois phases: une phase physique, une phase physico-chimique et une phase

biologique (Kempson, 2021; Rosa et al., 2017).

Effets physiques : trois principaux potentiels types d'interactions physiques se
produisent entre les photons et le métal a haut Z : I'effet photoélectrique, généralement suivi

des cascades Auger, l'effet Compton et la production de paires précédemment décrits
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(Butterworth et al., 2012; McMahon et al., 2016). Des simulations ont montré un doublement
de la dose déposée en présence d’1% d’or (Cho, 2005). Aucune variation n’a été observée en
fonction des énergies des rayons X (keV par rapport au MeV) (Butterworth et al., 2012, 2013).
De plus, une simulation Monte Carlo a montré une augmentation des électrons secondaires en

combinant des nanoparticules a des irradiations (Khadem Abolfazli et al., 2015).

Effets chimiques : Plusieurs études montrent une production de ROS et une induction
de stress oxydatif par les nanoparticules seules ou par leur combinaison avec les rayonnements
ionisants (Coulter et al., 2012; Khalili Fard et al., 2015; Mateo et al., 2014; Tournebize et al.,
2012; Wahab et al., 2014).

Effets biologiques : conséquences des effets précédemment décrits, ils se manifestent
aux niveaux moléculaire, cellulaire et tissulaire. Ils ont été décrits comme les 5R : réparation,
ré-oxygenation, redistribution, repeuplement et radiosensibilité intrinseque (Cui et al., 2017).
Des effets des carbénes seuls ont été montrés dans 1’induction de 1’apoptose par 1’activation de
I’AIF (Eloy et al., 2012) ou par I’activation des caspases 3 et 9 couplée a une baisse d’expression
de Bcl2 et un arrét du cycle cellulaire dans des modéles de cancers du sein (Gautier & Cisnetti,
2012). Nombreuses sont les études montrant le potentiel radiosensibilisateur de ces molécules

(pour revue, Rosa et al., 2017).

c. Ciblage mitochondrial et radiosensibilisation par les carbénes et

métallocarbénes

L’intérét croissant pour I’utilisation de nanomatériaux ces dernieres années a permis de
mettre en évidence leurs actions physico-chimiques et biologiques leur conférant un meilleur
ciblage de la tumeur et des capacités radiosensibilisatrices. Ainsi, ils réduisent les effets
secondaires liées a la radiothérapie en permettant d’éviter les tissus sains (Butterworth et al.,
2012; Herold et al., 2000; Regulla et al., 2002). Des nanoparticules d’iode, de gadolinium et
d’or ont montré leur importance dans le ciblage et la radiosensibilisation de tumeurs. Par
ailleurs, de maniére intéressante, I’or a montré une meilleure biocompatibilité, faisant de ces
composeés des candidats ideaux pour la radiosensibilisation des cellules tumorales (Hainfeld et
al., 2010, 2013). Ainsi, notre intérét s’est porté sur un composé organométallique proche des
nanoparticules et qui possede des caractéristiques de ciblage de la mitochondrie : les carbénes.
Ce sont des cations de Skulachev : des cations lipophiles ayant la capacité de pénétrer

différentes membranes cellulaires (Liberman et al., 1969).
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Un atome de carbone a 6 électrons autour de son noyau dont 4 externes. Il suit d’une
maniére générale la régle de I’octet et établit donc quatre liaisons, mais cela n’est pas toujours
le cas. Dans les carbénes, le carbone (ou 1’un des atomes de carbone) n’a que 2 liaisons ; le
composé est alors particulierement instable et trés réactif. Un carbene peut se combiner avec
des métaux de transitions et former un complexe métallo-carbene stable. 1l existe différents
types de carbénes (or, cuivre, fer entre autres) qui ont fait I’objet d’études sur leur capacité de
radiosensibiliser les cellules tumorales mais également en association avec la chimiothérapie.
Nous nous focaliserons sur le ciblage de la mitochondrie par ces composés dans diverses

tumeurs et plus particulierement, le cancer de la prostate.

Depuis quelques années, les métallo-carbénes sont apparus comme des composés
prometteurs en chimiothérapie en remplacement du cisplatine, un composé¢ dont I’effet
anticancéreux a été mis en évidence dans les années 1960 puis exploité pour le traitement des
cancers 20 ans plus tard. Bien qu’efficace, le cisplatine ne permet pas de traiter tous types de
cancers et, pour certains, une radiorésistance se développe. Par ailleurs il entraine de nombreux
effets secondaires (Rabik & Dolan, 2007).Des équipes ont montré assez récemment que des
dérivés de carbénes N-hétérocycliques (NHC) de platine entre autre présentent des activités
cytotoxiques supérieures au cisplatine (Gautier & Cisnetti, 2012; Oehninger et al., 2013). Leurs

effets sont multiples et passent par nombre de voies citées auparavant.

Le développement de molécules organométalliques capables de cibler la mitochondrie
est une avancée importante dans cette optique. Ces composés sont des cations lipophiles qui
diffusent facilement a travers la membrane lipidique et se concentrent dans la mitochondrie
gréace au potentiel de membrane mitochondrial (Modica-Napolitano & Aprille, 2001). lls se
concentrent ainsi dans les mitochondries présentant un potentiel membranaire plus élevé, ce qui
est le cas pour les cellules tumorales. Plusieurs de ces molécules ont montré leur activité
antitumorale avec une spécificité a cibler les cellules cancéreuses selon leur capacité lipophile
(Kandela et al., 2003; Trapp & Horobin, 2005). Ces molécules sont d’autre part capables de se
complexer a la thioredoxine réductase (TrxR) et de I’inactiver. La TrxR, présente dans le
cytoplasme et les mitochondries, joue un réle majeur dans la régulation de 1’état redox de la
cellule. Des études ont montré une corrélation entre une augmentation de son activité et un
¢vitement de 1’apoptose en plus d’une augmentation de la croissance cellulaire (Lincoln et al.,
2003; Rundl6f & Arnér, 2004). A I’inverse, son inhibition a eu pour conséquence 1’entrée en

apoptose des cellules tumorales (Anestal & Arnér, 2003; Marzano et al., 2007). Il a été ainsi
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mis en évidence 1’inhibition de la TrxR par un autre composé organométallique (Or) également
capable d’inhiber la glutathion réductase (Urig et al., 2006). Ces complexes ont pu cibler
specifiquement des cellules cancéreuses et induire leur apoptose en entrainant une baisse de

leur potentiel de membrane mitochondrial (Hickey et al., 2008).

D’autres études ont également démontré I’activité antitumorale et radiosensibilisante
d’un carbéne a base d’iridium sur une lignée métastatique de cancer du col de I'utérus. Ce
carbéne possédant une cytotoxicité plus contrélée que celle du cisplatine (meilleure ICso en
comparaison avec celle du cisplatine) a egalement une sélectivité pour les cellules cancéreuses
par rapport aux cellules saines (également en comparant les ICs). Ce complexe a été retrouvé
dans les mitochondries, entrainant une dépolarisation de la membrane et une modification de la
morphologie des mitochondries. L’analyse de différents facteurs a révélé une initiation de
cascades d’événements impliqués dans la mort cellulaire, sans toutefois altérer le cycle
cellulaire de ces cellules cancéreuses, contrairement a ce qui a pu étre observé avec plusieurs
drogues anticancéreuses associ¢ a des dommages d’ADN. Les mécanismes d’action de ces
composés seraient donc différents de ceux des agents anticancéreux (métalliques)
« classiques » utilisés en chimiothérapie (Li et al., 2015).Enfin, des études ont démontreé les
effets cytotoxiques de composes mixtes de type titanocéne (organo-métalliques a base de titane)

et or sur des lignées cancéreuses résistantes de colon et de prostate (Mui et al., 2016).

Ces composés, en ciblant ainsi la mitochondrie, induisent des cascades mécanistiques
qui menent a la radiosensibilisation, entre autres, de la cellule et donc a sa mort (Figure 49).
La combinaison de ces composés a la radiothérapie pourrait étre une piste thérapeutique

intéressante.
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Figure 49: Les voies de signalisation d’induction de la mort cellulaire par les carbénes.

Modifié d’aprés Holenya et al., 2014.
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OBJECTIES

Dans le monde, le cancer de la prostate est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez les
hommes et la cinquieme cause de mortalité due a un cancer. Les mécanismes en amont de la
tumorigénése prostatique sont multiples et s’inter-régulent. Ils incluent des modifications
géniques, protéiques, épigénétiques et font intervenir des phénomenes tels que I’inflammation,
le stress oxydant, la sénescence, une résistance aux voies de mort cellulaire dont 1’apoptose
(Hanahan & Weinberg, 2011; Shen & Abate-Shen, 2010). L’ensemble de ces mécanismes ont
plusieurs points communs dont la mitochondrie (Cook & Higuchi, 2012; Zong et al., 2016). De
plus, des altérations métaboliques ont lieu dans I’initiation et la progression du cancer de la
prostate, faisant encore ressortir le réle clé de la mitochondrie dans cette pathologie (Barfeld et
al., 2014; Costello et al., 2005; Currie et al., 2013; Kelly et al., 2016; Lee, Jeong, et al., 2017;
Martinez-Outschoorn et al., 2017; Wei et al., 2021). Ces altérations métaboliques ont des
sources diverses : altérations de genes, régulations épigénétiques... mais sont également

influencées par le mode de vie, dont I’alimentation (Figure 50).

Altérations

mitochondriales \
I l Expression
geénique anormale
\ Altérations

epigenetiques
Pig q Inflammation

Stress oxydant

Figure 50: Divers acteurs impliqués et interconnectés dans le développement et la résistance
thérapeutique du cancer de la prostate.
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Diverses voies thérapeutiques existent pour traiter le cancer de la prostate, en fonction
de son état d’avancement. Pour mes travaux de these, nous nous sommes intéressés a la
radiothérapie. En effet, il s’agit d’une des thérapies de référence des cancers de la prostate
avancés ou localement avancés. Elle consiste a utiliser des faisceaux de particules ou
rayonnements ionisants capables de modifier la matiere en la traversant, créant ainsi des
dommages cellulaires. Cependant, dans prés de la moitié des cas, le traitement échoue: en effet,
les cellules par plusieurs mécanismes (dont la mise en place de systemes de réparation des
dommages a I’ADN, des mutations des génomes nucléaire et mitochondrial, I’augmentation de
I’activation de la voie PI3K/Akt, la production de ROS, régulation du cycle cellulaire etc.),
parviennent a resister aux radiations ionisantes. Plusieurs des mécanismes mis en place dans la
radiorésistance des tumeurs prostatiques impliquent la mitochondrie (Grasso et al., 2020;
McDermott et al., 2016; Pu et al., 2014; Reuter et al., 2010; van Gisbergen et al., 2015).

Compte tenu de son rdle pivot dans la radiorésistance des tumeurs prostatiques, le
ciblage mitochondrial pourrait étre une voie intéressante dans le but de radiosensibiliser les
cellules tumorales. Ainsi, 1’utilisation de composés organométalliques de type carbénes,
présente un double intérét : (1) ce sont des molécules se comportant comme des cations de
Skulachev avec la capacité de cibler la mitochondrie et (2) ce sont aussi des molécules contenant
des éléments métalliques a haut Z susceptibles d’amplifier les effets des irradiations, et donc de
potentiellement radiosensibiliser les cellules tumorales. Leurs efficacités ont été démontrées
dans plusieurs types de cancers (Gautier & Cisnetti, 2012; Holenya et al., 2014; Rosa et al.,
2017).

L’objectif de mon travail de thése a consisté a étudier I’intérét du ciblage mitochondrial
de cellules prostatiques par des carbenes-or afin d’amplifier les effets d’irradiations X de basse

énergie et donc de radiosensibiliser ces cellules. Ce travail s’est décliné en 2 points principaux :

- Détermination du potentiel radiosensibilisateur des carbénes-or

- Détermination des mecanismes mis en jeu et des consequences cellulaires

Pour cela, nous nous sommes servis de deux modeles de lignées cellulaires
prostatiques : PC3 et LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate). Les cellules PC3 sont
issues de métastases osseuses d’un adénocarcinome prostatique de grade I'V. Elles ne sont pas
sensibles aux androgénes, n’expriment ni AR, ni PTEN, ni p53 (Kaighn et al., 1979). De plus

elles sont radioresistantes. Cette premiére lignée, compte tenu de son fort potentiel métastatique

187



et de sa radiorésistance nous sert de modele. La lignée LNCaP quant a elle est issue de
métastases lympho-ganglionnaire sous-claviculaire d’un adénocarcinome résistant a la
castration. Cette lignée exprime AR et p53 mais pas PTEN. Ainsi les cellules LNCaP sont

sensibles aux androgénes, mais également aux cestrogenes et a la progestérone (Horoszewicz et

al., 1980, 1983).

Au départ, nous avions recu de I’ICCF (Institut de Chimie de Clermont-Ferrand) trois
carbénes différents. La premiére étape de ce projet a consisté a n’en choisir qu’un et a le garder
pour la suite de 1’étude. Sur des caractéristiques chimiques dont la cytotoxicité, nous avons le
carbene FC-1X-19 a été choisi. Ensuite, sa capacité a cibler la mitochondrie a été analysée dans
nos modeles cellulaires. Nous avons ensuite déterminé ses impacts sur la radiosensibilisation
des cellules sur un point de vue cellulaire, plus globale. Et enfin, nous avons analysé ses effets

sur la radiosensibilisation d’un point de vue mitochondrial ont été décortiqués.
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MATERIEL ET METHODES
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I. Culture cellulaire et traitements
A. Entretien des cellules

Les lignées cellulaires LNCaP et PC3 proviennent de ’ATCC (American Type Culture
Collection) et sont cultivées dans des boites de Pétri stériles a 37°C, en présence de 5% de CO>
et en atmospheére saturé en humidité. Elles sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute, Gibco by Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau
feetal décomplémenté et certifié sans tétracycline (SVF, Biowest) et 0.2 % de gentamicine
(Gibco by Life Technologies). Un passage des cellules est effectué lorsque celles-ci atteignent

environ 90% de confluence.

Les cellules sont congelées dans du SVF supplémenté avec 5% de DMSO (Sigma-
Aldrich) a raison de 2 a 4.10° cellules par ampoule (1 mL) et sont conservées a -80°C (courte
durée) ou -150°C ou dans de I’azote liquide (pour de plus longues durées). La décongélation
est réalisée en ajoutant 10 mL de milieu aux cellules décongelées et en centrifugeant le mélange
a 1100 rotations par minute (rpm) pendant 2 minutes. Le culot est repris dans 1 mL de milieu
et les cellules sont ensemencées dans 10 mL de milieu de culture. Un changement de milieu est

effectué le lendemain pour les PC3 et 48 heures aprés pour les LNCaP.

Afin de s’affranchir de toute contamination éventuelle par des mycoplasmes, des tests
sont régulierement effectués par PCR a 1’aide du kit Look Out Mycoplasma PCR Detection Kit
selon les indications du fabricant (Sigma-Aldrich).

B. Caractéristiques du carbéne

Le carbene utilisé lors de cette these a été synthétisé par F. Cisnetti (Institut de Chimie
de Clermont-Ferrand (ICCF)) d’aprés le protocole décrit par Hickey et ses collaborateurs
(Hickey et al., 2008). Sa structure est présentée ci-dessous (Figure 51):

® cf
~
N
™
Au
LA
\(N\/) Figure 51: Structure du carbéne FC-1X-19
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11 s’agit de composés organo-metalliques, type cations de Skulachev, associés a I’or. En
effet, étant lipophiles, ces composés ont la propriété de pénétrer plusieurs membranes

cellulaires.

Ce carbéne étant insoluble en phase aqueuse, les solutions meres sont préparées dans du
DMSO, elles seront ensuite diluées de telle sorte que la proportion finale en DMSO lors du
traitement des cellules ne dépasse pas 1/5000 (v/v). Des contrdles seront systématiquement
réalisés avec du DMSO seul a une dilution comparable.

1. Détermination de I’ICso (half maximal inhibitory concentration)

La cytotoxicite du carbéne a été analysée par test MTT (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium ; Sigma-Aldrich) dans des plaques 96 puits. Ce
test de survie cellulaire est basé sur I’activité mitochondriale. En effet, dans les cellules
vivantes, le MTT est réduit par des enzymes mitochondriales en formazan de couleur violette.
La quantité de formazan formé est directement proportionnelle au nombre de cellules

métaboliquement actives.

Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de carbéne (10° a 2x10°
M) pendant 48 heures. Le milieu a été ensuite éliminé puis 100uL de milieu frais et 20uL de
MTT (3,75mg/ml) ont été rajoutés a chaque puits et les plaques ont été incubées a 37°C. Apres
quatre heures d’incubation a 37°C, les cristaux de formazan ont été dissouts par ajout de 100pnL
d’une solution de solubilisation (10% de Triton-X 100et 10% de HCI 1N dans de
I’isopropanol), sous agitation pendant 30 minutes. L’absorbance a été mesurée par
spectrophotométrie grace a un lecteur de plague (Tecan Infinite M Nano) a 570 nm. La valeur

de I’ICsp a été déterminée a partir de la courbe dose-réponse obtenue.
2. Détermination du Glso (half maximal growth inhibition)

L’activité cytogénique du carbéne a été étudiée par un test de clonogenicité. Pour cela,
les cellules ont été ensemenceées a faible densité 24 heures avant d’étre traitées avec diverses
concentrations du carbéne comprises entre 0 et 4UM. La culture a été ensuite poursuivie soit en
présence de carbeéne durant toute la période d’incubation (pas de changement de milieu), soit
aprés changement du milieu a 3 heures ou 24 heures post-traitement. Quatorze jours plus tard,

les colonies ont été fixées au méthanol a 37°C (Sigma-Aldrich) durant 15 minutes, puis colorées
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avec une solution de 0.1% de cristal violet (Sigma-Aldrich) et enfin rincées a I’ecau afin
d’éliminer I’excés de colorant. Seules les colonies d’au moins 50 cellules ont été comptées et

la valeur de Glso a été déterminée a partir de la courbe dose-réponse obtenue.
3. Effet potentialisateur du carbéne

Les cellules ont été ensemencees 24 heures ou 72 heures avant d’étre mises en contact
avec différentes concentrations du carbéne (0 & 4.10° M). Dans le cas d’un double traitement,
elles ont été irradiees 3 heures apres le traitement au carbéne avec des doses allant de 0 a 8 Gy.
Les irradiations ont été réalisées sur la plateforme Pavirma grace a I’irradiateur X-Rad 320
(Precision X-Ray Inc (PXi), USA) a un débit de dose d’environ 2,35Gy/minute, une énergie de
250 keV et une intensité de 15 mA.

Pour les expérimentations, le carbene a soit été maintenu dans le milieu de culture

pendant la durée du traitement, soit éliminé a 3 heures ou 24 heures post-irradiation.
C. Internalisation et localisation sub-cellulaire du carbene

Afin d’analyser la capacité du carbéne a entrer dans la cellule, 'or intracellulaire a été
quantifié par ICPMS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry ; Agilent 7500 Series du
Laboratoire Magmas et VVolcans). Les cellules ont été traitées avec 0,5uM de carbéne pendant
3 heures, puis récupérées apres élimination du milieu. Elles ont été par la suite dissoutes dans
de I’acide (HCI 12,4M, HNO3 15,8M) dans des béchers en verre (Savillex) pendant au moins
3 heures. L’évaporation des solutions est ensuite réalisée a 100°C puis les échantillons ont été
repris dans une solution de HNO3 0,4M, HF 0,05M contenant 2 ppm d’ **°In utilisé pour la
réalisation de la courbe standard. Les échantillons sont ensuite incubés a 90°C pendant une nuit
une fois refroidis, ont été placés dans un bain a ultrasons pendant une heure. Si nécessaire,
certains échantillons ont été dilués avec la solution d’ *°In afin d’avoir une concentration d’or

d’ 1a2,5 ppm. Ils ont ensuite été soumis a I’ICPMS.

La localisation mitochondriale du carbéne a été analysée suite a un fractionnement
cellulaire en utilisant le Mitochondria Fractionnation Kit (abcam) suivant les consignes du
fabricant. Les trois fractions obtenues (cytosol, mitochondries et noyau) ont été dissoutes
comme précédemment puis soumises a 'ICPMS. Le pourcentage d’or présent dans chaque

fraction a été calculé par rapport a la quantité totale d’or présent dans 1’ensemble des trois
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fractions.
Il. Analyse de la viabilité cellulaire
A. Survie cellulaire

Suite aux différents traitements (irradiations et/ou carbene), la survie cellulaire a été

évaluée par un test MTT (voir paragraphe ICso), toutes les 24 heures pendant 5 jours.
B. Clonogénicité

Les effets biologiques des irradiations vont induire une décroissance de la proportion de

cellules vivantes capables de se diviser au fur et 8 mesure que la dose d’irradiation augmentera.

Le protocole utilisé est le méme que celui décrit en pour la détermination de la Glso. Les
cellules ont ici été traitées avec différentes concentrations de carbéne puis irradiées 3 heures
apres avec des doses d’irradiation allant de 0 a 8 Gy. Elles ont été incubées pendant 14 jours
dans le milieu contenant le carbéne ou apres élimination de ce dernier 3 ou 24 heures apres

I’irradiation.
La survie a été calculée selon la formule suivante :

Survie ncy = nombre de colonies comptées a nGy / nombre de colonies comptées a
0 Gy

Une courbe de survie permet de représenter les effets des irradiations seules ou de la
combinaison des irradiations avec le carbéne et a été générée pour chaque traitement (avec et
sans carbéne). Les tracés ont été modélisés grace au logiciel Matlab (MathWorks) par I’équation

linéaire quadratique ci-dessous:
In Survie = -aD — gD?
avec :

D : dose d’irradiation (Gy)
a : tangente a I’origine de la courbe décrivant les liaisons létales immédiates

B : tangente de la courbe apres 1’épaulement décrivant les liaisons létales secondaires.
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En radiobiologie, un parameétre est souvent utilisé : il s’agit du SF2, la fraction de survie
a 2Gy. Il correspond a la proportion de cellules capables de se diviser aprés une irradiation de
2Gy en combinaison ou non avec un composé organométallique. Un second paramétre a
également été déterminé : le rapport d’amélioration de la sensibilisation (SER : sensitizing
enhancement ratio). Il s’agit pour une dose d’irradiation donnée, du ratio de la fraction de survie
en présence d’irradiations seules et de 1a fraction de survie lorsque le carbéne est combiné aux
irradiations, permettant de faire ressortir les effets du carbéne sur I’irradiation et sur la survie

cellulaire.

SF2 irradiations

SER2y =

SF2 carbenes+irradiations

I11. Analyse des effets cellulaires et subcellulaires par cytométrie en flux

Les cellules ont été cultivées et traitées comme précédemment décrit. Différents
parametres précisés ci-apres ont été analysés a différentes durées apres irradiation : 0 min, 3, 6,
18, 24, 48, 72 et 96 heures) grace au cytométre FACS Calibur (BD Bioscience) sur la plateforme
CYSTEM UCA PARTNER en utilisant le logiciel CellQuest Pro (BD Bioscience).

A. Analyse de la mort cellulaire

Pour cette expérience, le milieu de culture pouvant contenir des cellules en suspension
suite a un processus de mort cellulaire a été conservé lors de la collecte des cellules. Des témoins
positifs de I’apoptose ont été préparés a partir de cellules traitées la staurosporine (ApexBio) a
une concentration de 2 a 4 uM pendant 4 a 6 heures. Les cellules ont été collectées puis
marquées en utilisant le kit Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa Fluor 488 &
Propidium lodide (Molecular Probes), en suivant les instructions du fabricant et en moyenne
3x 10000 evenements sont analysés par échantillon. La fluorescence de 1’ Alexa Fluor 488 1ié a
I’annexine V a été déterminée a 1’aide du laser a 488 nm et du filtre 530/30 nm et la fluorescence
de I’'iodure de propidium (IP) a I’aide du laser 488 nm et du filtre 475/24nm. Une compensation
de fluorescence a été réalisée afin de corriger le chevauchement spectral entre 1’Alexa Fluor
488 et I’IP. Pour cela, I’échantillon traité a la staurosporine a été utilisé, réparti en 4 tubes : un
tube non marqué, un tube marqué a 1’annexine V liée a I’Alexa Fluor 488 seul, un troisiéme

marqué a I’IP seul et un quatriéme tube doublement marqué ; ce qui a permis de régler,
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respectivement, les parameétres relatifs aux cellules vivantes, uniquement marquées a
I’annexine V liée a I’Alexa Fluor 488 seul, a I’IP seul et celles doublement marquées. Ces
derniéres ainsi que les échantillons ont été analyses sur un graphe représentant la fluorescence
d’IP en fonction de celle de 1’ Alexa Fluor 488, a I’aide d’un quadrant délimitant les différentes
sous-populations, vivante ou apoptotiques en appliquant les paramétres obtenus grace a la
compensation (Figure 52). Les données ont été analysées grace au logiciel BD CellQuest Pro
© (Becton, Dickinson and Company).
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Figure 52 : Analyse de I’apoptose par cytométrie en flux.

La population RI permet d’exclure les débris (A). Le quadrant (B) représentant l’intensité de
la fluorescence de l’iodure de propidium (BL2-A) en fonction de [’intensité de I’ Alexa-Fluor 488 fixé a
l’annexine V (BLI1-A) permet de délimiter 4 populations: les cellules vivantes (R2), les cellules en
apoptose précoce (R3), les cellules en apoptose tardive (R4) et les cellules nécrotiques (R5).

B. Analyse du cycle cellulaire

L’analyse du cycle cellulaire a été réalisée sur environ 5.10° cellules qui ont été fixées
a I’éthanol 70 % préalablement refroidi a -20°C. L’éthanol a ensuite été éliminé apres
centrifugation pendant 2 minutes a 2000 rpm et le culot cellulaire a été décollé par grattage puis
incubé dans du PBS a 37°C pendant 30 minutes. Les tubes ont été de nouveau centrifugés
pendant 2 minutes a 2 000 rpm afin d’éliminer le surnageant. Aprés decollement du culot
cellulaire, I’ ADN a été marqué a I’IP en utilisant le réactif FxCycle PI/RNase Staining Solution
(Molecular Probes) puis les échantillons ont été incubés 15 minutes dans [’obscurité a
température ambiante. La repartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire
(Figure 53) a été analysée grace au canal FL2 (laser a 488nm et filtre 585/42nm). En moyenne,

3x 10000 évenements ont été analysés par échantillon. L analyse des données a été faite avec
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le logiciel ModFit (version d’essai; Modfit LT, The Verity Team).
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Figure 53: Analyse par cytométrie en flux de la distribution des cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire.

Apres exclusion des debris (A), une sélection des singulets est effectuée par le tracé de ’aire
du signal FL2 (FL2-A) en fonction de la hauteur du signal FL2 (FL2-H). Les figures B et C représentent
la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (nombre d’événements en
fonction de l'intensité de fluorescence de l’iodure de propidium (FL2-A). La figure C montre un blocage
des cellules dans la phase G2/M.

C. Analyse du potentiel de membrane mitochondriale (A¥m)

La mesure du potentiel de membrane mitochondrial a été faite sur environ 5.10° cellules
traitées dans les différentes conditions. Apres différents temps post irradiation, elles ont été
récupérées et incubées a 37°C pendant 20 minutes en présence de la sonde JC-1 (5,5°,6,6’-
tetrachloro-1,1",3,3’-tetraethylbenzimidazolycarbocyanine iodide, Sigma Aldrich). La sonde
JC-1 est un colorant lipophile et cationique qui s’accumule dans les mitochondries actives sous
forme d’agrégats (fluorescence rouge, 590nm) ou de monomeres (fluorescence verte, 529nm)
lors de la chute du AWm (Figure 54). Les cellules ont été donc analysées par cytométrie grace
aux canaux FL1 (laser 488 et filtre 530/30) et FL2 (laser a 488nm et filtre 585/42nm). En
moyenne 3 x 10000 évenements ont été analyses par échantillon. Des cellules traitées au CCCP

(100uM) pendant 20 minutes a 37°C ont servi de contrdle positif. Les données ont été analysées
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grace au logiciel BD CellQuest Pro © (Becton, Dickinson and Company) (Figure 54).
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Figure 54: Mesure du potentiel de membrane mitochondrial par cytométrie en flux.

Apres exclusion des débris cellulaires par la sélection de la population R1, les événements
sont répartis dans un graphe représentant la fluorescence rouge (mitochondries polarisées) en fonction
de la fluorescence verte (mitochondries dépolarisées). La figure B montre une chute du potentiel de
membrane mitochondrial suite a un traitement au CCCP (100uM) pendant 20 minutes.

IV. Analyses sur les acides nucléiques
A. Extraction d’ADN

L’ADN a été extrait en utilisant le kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) selon les
instructions du fabricant a partir de culots cellulaires (108 — 107 cellules). Les ARN résiduels
ont été éliminés par une étape supplémentaire en incubant les échantillons 5 minutes a 37°C
avec de la RNase A (concentration ; Sigma Aldrich). Si nécessaire, I’ADN est concentré par
précipitation a 1I’éthanol 100% (25/10, v/v) et a I’acétate de sodium 3M (1/10 v/v) sur la nuit a
-20°C et resuspendu dans 10uL d’eau (RNase-free; Ambion). La concentration et la pureté de

I’échantillon ont été mesurées par Nanodrop (Thermo Scientific).
B. Southern Blot

L’ADN (1pg) a été digéré pendant 3 a 4 heures avec I’enzyme de restriction BamH1
(7,5 U) dans le tampon H (Promega), en présence de BSA 1X (Promega). L’ADN a ensuite été
déposé sur du gel d’agarose 1% en présence de Safe Green (1X ; CliniSciences) et la migration
a été effectuée a 100V. La migration a été contrdlée par visualisation de I’ADN aux UV (Fusion

FX, Vilbert) puis le gel a été incubé pendant 10 minutes dans une solution de HCI 0,25N afin
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de dépuriner I’ADN. 1l est ensuite dénaturé dans une solution NaOH 0,5M, NaCl 1,5M pendant
30 minutes et enfin neutralisé pendant 45 minutes dans une solution de TrisHCI 1M pH8, NaCl
1,5M. Les fragments d’ADN ont été transférés sur la nuit par capillarité en présence de SSC
5X sur une membrane en nylon. L’ADN est ensuite fixé 2h a 80°C au four. La membrane a été
hybridée avec une sonde mitochondriale et une sonde nucléaire (voir synthése ci-dessous),
toutes deux marquées au 32P. Les membranes ont été préhybridées pendant 1 heure, puis
hybridées sur la nuit & 60°C dans du tampon phosphate de sodium 0,25M pH 7,2 et SDS 7%.
Les interactions aspécifiques sont éliminées par lavages une fois a 60°C pendant 10 minutes
avec une solution de SSC 1X + SDS 0,5%, puis trois fois a 60°C pendant 10 minutes avec une
solution de SSC 0,1X, SDS 0,1%. Les signaux d’hybridation sont observés par Phosphoimager
(BioRad) et analysés par Image J.

Les matrices des sondes ont été synthétisées en amplifiant (95°C pendant 1 minute, 30
cycles de 95°C pendant 30 secondes, 60°C pendant 30 secondes et 72°C pendant 1 minute ;
puis 72°C pendant 5 minutes) 10ng d’ADN en présence de MgCl, (Promega), de dNTP
(Promega), de polymérase (Gotaq ; Promega) en utilisant le Mastercycler gradient (Eppendorf).
Les couples d’amorces sont répertoriés dans le tableau 9. Ensuite les matrices des sondes ont
été purifiees en utilisant le kit Nucleospin Gel and PCR clean up (Macherey Nagel) en suivant
les indications du fournisseur puis dosées au Nanodrop (Thermo Scientific). Enfin, la bonne
amplification ainsi que la purification des matrices ont été contrdlées par électrophorese sur gel
d’agarose 1% + BET a 100V puis visualisées aux UV (Fusion FX, Vilbert).

Tableau 9: Liste des sondes utilisées pour le southern blot.

Température Température

Taille Position Séquence de fufon °c) Position Séquence de qu:'aon %C)
Sonde ADNmt 827 1671-1690 GCTAAACCTAGCCCCAAACC 59,4 2478-2497 | ACAGGCGGGGTAAGATT TGC 59,4
Sonde 185 502 900-921 CGGAACTGAGGCCATGATTAAG 60,3 1381-1401 |TAGCATGCCAGAGTCTC GTTC 59,8
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V. Analyses sur les proteines
A. Extraction des protéines totales

Les cellules ont été traitées par le carbéne et irradiées comme précédemment décrit.
Plusieurs points de cinétique ont été pris en compte : 0, 15 minutes ; 1, 6, 24, 48, 72 et 96 heures
post-irradiation selon la cible étudiée. A la fin du traitement, les cellules ont été récupérées par
trypsinisation (en prenant soin de récupérer le milieu de culture) et reprises dans du Laemmli
(TrisHCI 0.3 M pH 6.8, bleu de bromophénol 0.1 % (p/v), glycérol 50% (v/v) SDS 10% (p/v),
B-mercaptoéthanol 25% (v/v)) auquel a été ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les
lysats ont ensuite été traités aux ultrasons (10 secondes avec 50% d’impulsion) afin de
fragmenter I’ADN. Le kit Protein Quantification Assay (Macherey Nagel) a été utilisé pour
déterminer les concentrations, en suivant les recommandations du fabricant. Les échantillons

ont été conserves a -20°C jusqu’a la réalisation du western blot.
B. Fractionnement cellulaire

Apres la récupération des cellules aux différents points de cinétiques, elles ont été
reprises dans du tampon de lyse (TrisHCI 50mM pH 7.8, NaCl 150 mM, nonidet P-40 1%,
inhibiteurs de protéases) puis un fractionnement cellulaire a été réalisé en utilisant le
Mitochondria Fractionation Kit (abcam), selon les instructions du fabricant. Ceci a permis
d’obtenir trois fractions : une fraction cytosolique, une fraction mitochondriale et une fraction
nucléaire. Les différentes fractions ont été reprises dans du Laemmli, traitées aux ultrasons (10

secondes avec 50% d’impulsion) et dosées comme précédemment décrit.
C. Western blot

Les protéines extraites (20 ou 50ug) ont été dénaturées pendant 5 minutes a 95°C. Elles
ont ensuite été séparées par électrophorese soit sur gels SDS-PAGE 10-12 % de
polyacrylamide, soit sur gels gradient 4-15% (Biorad), dans un tampon de migration (Tris Base
25 mM, glycine 190 mM, SDS 0.1%) a 80-100 Volts constants. Ensuite, les produits de la
migration ont été transférés sur une membrane de nitrocellulose (GeHealthcare). Le transfert a
été réalisé dans un tampon contenant 25 mM deTris Base, 190 mM de glycine et 20 % d’éthanol
absolu, a 200 mA constants, pendant 1h30. La qualité du transfert a été estimée par une

coloration au rouge Ponceau (TCA 5%, rouge Ponceau 3%). Les membranes ont été par la suite
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bloquées pendant 1 heure minimum a température ambiante et sous agitation dans du TBS-T
(Tris Buffered Saline-Tween 20 : Tris Base 20mM, NaCl 140mM, Tween 20 0,1%) contenant
5 % de lait ecrémé. Suite & ce blocage, elles ont été incubées avec les anticorps primaires
correspondants (Tableau 10) toute la nuit a 4°C sous agitation. Des séries de lavages au TBS-
T ont ensuite été effectuées puis les membranes ont éte incubées avec les anticorps secondaires
correspondants couplés a la HorseRadish Peroxydase (HRP) (Tableau 11) pendant 1h30 a
température ambiante, sous agitation. La détection des protéines, aprés 3 lavages au TBS-T, est
réalisée grace aux révélateurs Luminata™ forte western HRP Substrate (Milipore) ou
SuperSignal ™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™) par caméra
(Fusion FX, Vilbert). L’intensité des bandes apres révélation a été quantifiée avec le logiciel

Evolution Capt Edge (Vilbert).

Si nécessaire, les membranes ont été réutilisées par élimination des anticorps liés en les
incubant dans du Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer selon le protocole du
fournisseur (Thermo Scientific). Apres des lavages au TBS-T et un blocage dans du TBS-T +

5 % de lait écrémé, 1’expression d’autres protéines a été analysée comme précédemment décrit.

Tableau 10: Liste des anticorps primaires utilisés (WB: western blot; IF: Immunofluorescence).

Anticorps primaires
Masses o i .
Cibles moléculaires Lor um;:, S Production Références e ll((:lor:p. s
(kDa) (ou IF) second aires
49 kDa 49 1/500 lapin Fait m aison 2
53BP1 214 1/2000 (1/250) lapin Nowvus 100-304 24
ATPS5a 54
UQCR2 48
SDHB 29 1/1000 souris abcam ab110411 1
CcOXx1 22
NDUFBS 18
vH2AX 17 1/500 (1/250) souris | Millipore 05-636-1 1,3
H3 17 1/2000 souris abcam abl10799 1
LC3 17/19 1/2000 lapm abcam ab4 8394 2
Parp 89 1/1000 souris abcam ab110315 1
PDH 44 1/2000 souris abcam ab110332 1
PGClu 105 1/1000 lapm abcam ab54481 2
Rieske 26 1/10000 lapin Don (C. Godinot) 2
Tubuline 55 1/2000 lapin abcam ab6046 2
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Tableau 11: Liste des anticorps secondaires utilisés.

Anticorps secondaires
Numéros Types Dilutions Reéférences
1 Lapin (HRP) anti-souris 1/10000 Sigma Aldrich A9044
2 Chévre (HRP) anti-lapin 1/10000 Abliance BL2407
3 Chévre (Alexa Fluor 488) anti-souris 1gG3 1/1000 Molecular Probes A21151
4 Chévre (Alexa Fluor 555) anti-lapin IgG3 1/1000 Molecular Probes A11034

V1. Analyses statistiques

Les résultats représentent la moyenne +/- SEM (Standard Error of the Mean) d’au moins
trois expériences indépendantes. Les données ont été analysées statistiquement a 1’aide du
logiciel Xlstat (Addinsoft) en utilisant le test de Kruskall-Wallis suivi ou non de la correction
de Bonferroni. Les comparaisons multiples par paires ont été effectuées par les tests de Dunn

ou de Conover-Iman; p < 0,05 est considéré comme statistiquement significatif.
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|. Caractérisation du carbéne
A. Détermination de I’ICso

L’étude plus précise du potentiel radiosensibilisateur du carbéne nécessite un prérequis
qui consiste a déterminer la cytotoxicité intrinseque de ce composé synthétisé sur le site
clermontois au sein de I’ICCF d’apres le protocole décrit par Hickey et ses collaborateurs
(Hickey et al., 2008). Ce paramétre n’ayant été jamais déterminé sur des lignées prostatiques,
dans un premier temps, afin de déterminer la toxicité éventuelle du carbéne sur les lignées
cellulaires LNCaP et PC3, la concentration inhibitrice médiane, c’est-a-dire, 1’ICsp a été
déterminée par test MTT. Il s’agit de la concentration en carbéne nécessaire pour inhiber a
moitié une fonction biologique ou biochimique et, plus exactement ici, I’activité métabolique
cellulaire donc, indirectement, la viabilité des cellules. Celle-ci est estimée via I’activité de la
succinate déshydrogénase, une enzyme mitochondriale dont I’activité sera le reflet du nombre
de cellules vivantes (Kumar et al., 2018). Les cellules ont été mises en contact avec des
concentrations croissantes de carbéne (10° & 2x10° M) et la viabilité cellulaire a été analysée
par dosage MTT au bout de 48 heures. Le carbéne testé sera désigné FC-1X-19 dans la suite du

manuscrit. Un tracé caractéristique est présenté dans la figure 55.

120

Viabilité cellulaire (%)

Log [FC-IX-19] (M)

Figure 55: Détermination de I'ICs sur la lignée LNCaP (n=4).

24h apres ensemencement, les cellules sont incubées 48h en présence de concentrations
croissantes de carbéne FC-1X-19. La viabilité, exprimée en % (moyenne +/- SEM), est déterminée par
un test MTT et correspond au rapport entre la DO des cellules traitées et la DO du témoin DMSO.
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Les données obtenues (Tableau 12) montrent une I1Cso de 2,4uM pour la lignée
cellulaire LNCaP et une ICso de 4uM pour la lignée PC3. Ces valeurs restent similaires (uM)
méme si nous pouvons en déduire que les cellules LNCaP semblent plus sensibles au carbéene
par rapport aux cellules PC3. De plus, elles concordent avec des valeurs issues de la littérature,
notamment dans des études ou ont été utilisés des carbénes d’or, de titane ou d’iridium ou des
nanoparticules d’or sur divers types de lignées cellulaires cancéreuses dont les cellules PC3 et
LNCaP (de Oliveiraetal., 2013; Li et al., 2015; Massard et al., 2018; Mui et al., 2016; Rahman
et al., 2009; Sun et al., 2016). Le carbene FC-1X-19 posséde ainsi une activité cytotoxique,
contrairement a certains types de carbenes (Zhang et al., 2018) et nanoparticules (Kong et al.,
2008).

Cette premiere analyse montre ainsi la capacité du carbene FC-1X-19 a inhiber ’activité
métabolique cellulaire et donc potentiellement inhiber la croissance cellulaire, avec un
comportement différent observé avec les deux lignées cellulaires. Ceci suggere potentiellement
des différences dans les mécanismes mis en place dans les deux lignées cellulaires, en lien avec
leur statut AR, PTEN et/ou p53. Les effets du carbene sur la croissance cellulaire seront abordés

dans le paragraphe suivant par la détermination de la Glso.

Tableau 12: Cytotoxicité du carbéne FC-1X-19. Détermination des 1Cso & 48 heures par test
MTT dans les lignées LNCaP et PC3.

FD-IX-19 [IC., (uM)
LNCaP 2.4
PC3 4

B. Détermination de la Glso

Notre premiére analyse par test MTT nous a permis de mettre en évidence les capacités
cytotoxiques du carbene, autrement, sa capacité a diminuer la viabilité des cellules apres 48
heures. Nos observations sont la résultante de 1’induction de mécanismes de mort cellulaire
et/ou d’une incapacité des cellules a se diviser. La potentielle capacité du carbéne a inhiber la
croissance cellulaire a donc été evaluée par la mesure de la Glsg. 11 s’agit de la concentration de
carbeéne nécessaire a 1’inhibition de 50% de la croissance cellulaire. Elle a été¢ déterminée par
un test de clonogénicité, en incubant une faible densité de cellules avec des concentrations

croissantes du composé. La lignée cellulaire LNCaP clonant difficilement dans nos conditions
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de culture (efficacité de clonage de 4% (données non montrées)), ne seront pas analysées par

cette approche. Cette expérience n’a donc €té réalisée que sur des cellules de la lignée PC3.

Trois conditions expérimentales ont été mises en ceuvre : Soit les cellules ont été laissees
en contact avec le carbéne pendant toute la durée de 1’expérience, ¢’est-a-dire 14 jours, soit le
milieu a été changé au bout de 3 ou 24 heures de contact avec le carbéne. Le nombre de colonies
de plus de 50 cellules a été compté grace a une coloration au cristal violet. Quatre concentrations
de carbénes ont été testées en nous basant sur I’ICsg de la lignée cellulaire PC3:0,5; 1; 2 et
4uM.

Tableau 13: Analyse par test de clonogénicité de I'effet du carbene sur la croissance cellulaire.

Les cellules ont été incubées en présence de carbéne pendant 3h, 24h ou 14J, puis les colonies
de plus de 50 cellules ont été comptées au bout de 14J aprés coloration au cristal violet. Le pourcentage
de survie est exprimé par rapport a la condition « DMSO ». Ces résultats sont issus d’au moins 5
répétitions indépendantes.

100 (8) 93,0(8) 94,74(8) 80,57(8) 73,7(8)
0,0 5,4 113 16,8 11,1
100,0 (14)  93,5(14)  812(14)  352(14)  17,8(14)
0,0 3.7 5,9 12,0 6,6
100,0 (8) 71,3 (8) 28,4 (8) 0,0 (8) 0,0 (5)
15,6 9,4 14,8 0,0 0,0
100 -
80
S
g, 60
2 Gl = 1,7uM
&
g 10
Gl
=
20
5
0 . .
8 7 6 5 4
Log [FC-IX-19] (M)

Figure 56: Effet du carbéne sur la croissance cellulaire.

Estimation de la Glso pour les cellules traitées pendant 24 heures au carbéne (cf tableau 13).
Ces résultats sont issus de 14 répétitions indépendantes.
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Les résultats obtenus montrent différents profils selon la durée de contact avec le
carbéne (Tableau 13). En effet, Alors qu’un faible effet (-7% de survie) est observé apres 3h
et 24h de contact avec 0,5um de carbene, celui-ci est nettement plus marqué apres 14 jours avec
une chute de 38% environ. Une concentration double n’entraine aucun effet pour une durée de
contact de 3h contrairement a ce qui est observé pour 24h (-19%). Aprés 14 jours en présence
de carbéne 1uM, I’effet est drastique puisqu’environ ¥ des cellules ont perdu la capacité de se
diviser. Bien qu’un effet dose-dépendant soit observé lorsque le carbéne est maintenu dans le
milieu pendant 3h, celui-ci reste faible comparé a celui observé a 24h. Pour cette derniere
condition, une courbe effet-dose (Figure 56) permet d’estimer la concentration inhibant d’un
facteur 2 la survie cellulaire (Glso = 1,7.10°M). Enfin, une concentration de carbéne de 2uM
maintenue 14 jours au contact des cellules entraine 1’incapacité de I’ensemble des cellules a se
diviser. L’estimation de 1’Glso dans ces conditions, plus faible que celui mesuré a 24h,
nécessiterait de tester des concentrations en carbéne inférieures a 0,5uM. Les durées
d’incubation appliquées pour la suite des expérimentations étant nettement inférieures a 14

jours, ce parametre n’a pas été déterminé plus précisément.

Ces résultats montrent I’impact du temps de contact des cellules avec le carbéne sur la
capacité de division : plus le temps d’incubation est long, plus la croissance cellulaire est
rapidement impactée et plus la valeur du Glsp est faible. Le carbéne utilisé posséde ainsi des
capacités cytostatiques marquées sur les cellules PC3. De plus, les valeurs obtenues sont trés
similaires de celles retrouvées dans la littérature avec des carbénes-or sur la lignée cellulaire
PC3 (Zhang et al., 2018). Il faut toutefois noter que ces valeurs sont corrélées au statut lipophile

de la molécule de carbene et varient pour les PC3 entre 30nM et 1,44uM.

Dans notre contexte, 1’objectif étant d’associer le carbéne a des irradiations afin
d’estimer leur capacité radiosensibilisatrices, des doses équivalentes mais aussi inférieures aux

ICso et donc de faible cytotoxicité, seront testées.

C. Mise en évidence de ’internalisation du carbéne et de sa

distribution subcellulaire

Dans le contexte de nos travaux, un potentiel effet radiosensibilisant du carbéne, par

ciblage mitochondrial, implique, & minima, que le carbéne soit internalisé par la cellule et qu’il
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s’accumule dans le compartiment mitochondrial. Contrairement aux nanoparticules, la
visualisation in situ de ce composé étant impossible a cause de sa taille et de son absence de
coloration ou de fluorescence, la quantification de ’or intracellulaire et sub-cellulaire a été
réalisée par ICPMS apres une mise en contact des cellules avec le carbéne sur une durée de 3
heures. Cette expérimentation a été réalisée sur les deux lignées cellulaires en utilisant une
concentration de carbénes de 0,5uM, soit 4,8 & 8 fois moins que les 1Csg respectifs des lignées
LNCaP et PC3, afin de limiter la cytotoxicité du carbene, mais également, afin de nous
permettre une meilleure sensibilité de ’appareil utilisé. Les cellules collectées apres traitement
sont soit directement dissoutes dans 1’acide, soit soumises a un fractionnement cellulaire avant

le dosage.

Le résultat présenté dans les figures 57 A et B révéle la présence d’or dans les deux
lignées aprés une incubation de 3h en présence de 0,5uM de FC-IX-19. Aucun signal n’est

observé dans les cellules non traitées au carbéne.

A B
140 12
120 10
%6100 £ s
bt bt
.'5 80 .'5
= = 0
g 60 8
= 4 =
20 2
0 0
Non traité Traité carbénes Non traité Traité carbénes
(0,5uM) (0,51M)

Figure 57: Analyse par ICPMS de [’accumulation de [’or par les cellules LNCaP et PC3.

A: Quantification ’or dans les cellules LNCaP (moyenne +/- SEM ; n=3); B: Quantification de
[’or dans les cellules PC3 (moyenne +/- SEM ; n=3).

Les deux lignées cellulaires accumulent I’or. Toutefois, les données bien que différentes
d’une lignée a I’autre — nous pourrions penser que les cellules LNCaP internalisent plus I’or
que les cellules PC3 - ne peuvent pas étre comparées puisque les conditions d’ensemencement,
de croissance et de culture sont différentes pour les deux lignées : en outre, les expériences ont

été faites sur des quantités différentes de cellules des deux lignées.

209



Un fractionnement cellulaire aprés un traitement de 3 heures au carbéne a permis
d’obtenir trois fractions subcellulaires (cytosol, mitochondries et noyau). La pureté des

fractions a été validée par des analyses de western blot (Figure 58).

J’Io 5oy

B -
B

PDH
Rieske

Figure 58: Analyse de la pureté des fractions subcellulaires ; n=3.

Ces 3 fractions ont été soumises au dosage ICPMS et la répartition de I’or dans les 3
compartiments collectés a été calculée. L’or est principalement retrouvé dans le compartiment
mitochondrial (environ 65% dans la lignée LNCaP et 73% dans la lignée PC3) (Figure 59). La
proportion d’or a I’intérieur du compartiment mitochondrial est trés similaire d’une expérience

a une autre et ceci quel que soit le type cellulaire considéré.

u CytOSOl m Mitochondrie = Noyau [ ] Cytosol = Mitochondrie = Noyau

Figure 59: Analyse par ICPMS de la répartition subcellulaire de I'or.

A : Répartition subcellulaire de la masse d’or dans les cellules LNCaP (moyenne +/- SEM ;
n=3); B: Répartition subcellulaire de la masse d’or dans les cellules PC3 (moyenne +/- SEM ; n=3).
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Cette localisation mitochondriale du carbene est prévisible compte tenu de sa charge et
de ses propriétés lipophiles. De plus, une interaction des carbénes avec des sélénoprotéines
comme la thioredoxine réductase mitochondriale a été demontrée dans plusieurs études
(Holenya et al., 2014; Zhang et al., 2019; Zou et al., 2018). C’est I’exemple de 1’auranofin, un
composé organo-métallique contenant de I’or en I’occurrence, et utilisé pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide mais possédant également des caractéristiques anticancéreuses. Dans
leur étude, Zhang et ses collaborateurs ont montré que la cytotoxicité de ce composé, passant
par D’inhibition de D’activit¢é mitochondriale et 1’induction de stress oxydant serait une
conséquence de sa liaison a TrxR (Zhang et al., 2019). Cette enzyme existe sous une forme
cytosolique (TrxR1) et mitochondriale (TrxR2). Elles jouent un rdle important dans les
systemes antioxydant et la régulation rédox de la cellule (Arnér & Holmgren, 2000; Rackham
etal., 2011).

La présence d’or dans les autres compartiments (cytosol et noyau), dans des proportions

similaires, peut s’expliquer de plusieurs facons :

- la purification n’est pas efficace a 100%

- D’adressage mitochondrial n’est pas total d’autant plus qu’il y a une notion de
temps de rétention dans chaque compartiment

- lacible mitochondriale TrxR2 existe également sous forme cytosolique: TrxR1,

qui pourrait aussi se complexer avec carbéne

La littérature fait état d’expériences similaires réalisées sur différentes lignées
cancéreuses dont celles de la prostate, en se servant de carbenes-or ou iridium. De la méme
maniere, ces métaux ont été retrouvés dans les cellules avec une localisation marquée dans le
compartiment mitochondrial apres des temps de contact variant entre 15 minutes et 24 heures
(M. Quyang et al., 2017; Xiong et al., 2016). D’autres études ont également mis en évidence
une distribution cytoplasmique et mitochondriale de différents types de carbenes dans des
cellules PC3 (Gautier & Cisnetti, 2012; Visbal et al., 2016). Le ciblage mitochondrial a été
¢galement réalisé dans des études utilisant des nanoparticules d’or ou de gadolinium, sur des
lignées cellulaires de cancer du sein, de glioblastomes, ou encore de la prostate (Morrison et
al., 2014).
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I1. Réponses cellulaires de la combinaison du carbéne aux irradiations

Le composé FC-1X-19 est bien internalisé par les deux lignées cellulaires. Sa
cytotoxicité a été également démontrée dans les deux lignées, et ses capacités cytostatiques a
été mise en evidence dans la lignée cellulaire PC3 avec la détermination du Glso apres 24h de
contact. Toutefois, nous avons pu observer qu’a faible concentration (0,5uM), ces effets restent
limités avec une viabilité (test MTT) de, respectivement, 71% et 96% a 48h pour les LNCaP et

PC3 et une survie cellulaire (clonogénicité) de 71% a 14 jours pour les cellules PC3.

Les effets des irradiations sur la viabilité et la prolifération cellulaires ont été décrits
dans la littérature. Cependant, la combinaison de ce composeé aux irradiations X sur des cellules
de la lignée PC3 est une approche originale. Nous nous sommes donc maintenant intéressés aux
effets des irradiations lorsque celles-ci sont réalisées sur des cellules ayant internalisé le
carbene-or afin de, rappelons-le, mettre en évidence une éventuelle contribution du métallo-
carbéne a une augmentation du dépdt de dose consécutif a I’irradiation. Dans cet objectif, les
effets du composé FC-1X-19 et des irradiations ont été analysés d’abord séparément puis en
combinaison. Ceci s’est fait a plusieurs niveaux et, selon le type d’analyse, sur des temps allant
de 0 a 120 heures post-irradiations. Dans certaines conditions, 1’¢limination du carbéne par
changement du milieu immédiatement ou 24h apres le traitement aux rayons X, nous a permis
d’évaluer 'impact du carbeéne au moment de ’irradiation. Dans un premier temps, la survie
cellulaire a été analysée par des tests complémentaires : la viabilité cellulaire a été analysée par
test MTT et la capacité des cellules a se diviser par des tests de clonogénicité. Ces deux
parameétres étant en balance avec la mort cellulaire, dans un second temps, une analyse des
populations cellulaires par cytométrie en flux, nous a permis d’analyser et d’identifier le ou les
mécanisme(s) de mort cellulaire mis en jeu et éventuellement modifiés dans nos différentes
conditions de traitements. Ces études ont été complétées par I’analyse, par western blot de
I’accumulation de certaines protéines impliquées dans différents types de mort cellulaire. Enfin,
afin de compléter ces données, les effets du compose et/ou des irradiations sur le cycle cellulaire

et I’analyse de dommages a I’ADN ont été effectues.
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A. Effets sur la viabilité et la prolifération cellulaires
1. Test de survie clonogénique

Face a la difficulté de clonage des cellules de la lignée LNCaP, comme évoquées
précédemment, ce test n’a pu étre effectué que sur des cellules PC3. Le traitement par le
métallo-carbéne a été combiné a différentes doses d’irradiation selon le protocole décrit
préecédemment. Les cellules ont été soumises a trois concentrations en carbéne (0,5, 2 et 4uM)
et 6 doses d’irradiation (2, 3, 4, 5, 6 et 8 Gy). Les résultats ont été représentés selon le modele

linéaire quadratique décrit par I’équation précédemment décrit : « In Survie = -aD — pD? ».

Dans la figure 60, tracé A, nous observons dans un premier temps que la condition
DMSO n’est pas significativement différente de la condition « milieu de culture seul ». En effet,
visuellement, les courbes « OuM » et « DMSO » sont trés proches, méme si les parametres a et
B semblent différents (Figure 60 B). L’analyse de nos données montre que le solvant n’a pas

d’effet intrinseque sur la sensibilisation des cellules de la lignée PC3.
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A Doses d’irradiation (Gy)
0 1 2 3 4 5 6 7 ] 9

Survie cellulaire (%)

0,01
Valeurs fittées DMSO FC-IX-19 (0 pM) DMSO
e FC-IX-19 (0,5 pM) Valeurs fittées OpM Valeurs fittées 0,SpM
B
Dose pour | Dose pour
a B 10% de 50% de SF2 (%) SF4 (%) SF5 (%)
survie (Gy) [survie (Gy)
FC-IX-19 (0 uM) 0.1051 0.,0946 4,41 2,21 53.96 11,91 4,76
DMSO -0,0312 0.1172 4,57 2,57 67.61 16,36 8,74
FC-IX-19 (0,5 iM) 0.4107 0,072 3.48 1,36 35.38 6,11 2.99
C
2Gy 4 Gy 5Gy
SER 19 27 2,9

Figure 60: Analyse de la survie clonogénique sur la lignée cellulaire PC3.

Les cellules ont été ensemencées puis traitées avec le carbéne et irradiées 3 heures aprés. Les
colonies de plus de 50 cellules sont comptées au bout de 14 jours. Les résultats sont issus d’au moins 4
expériences indépendantes ayant chacune 3 répétitions techniques. A : Les analyses ont été faites
verticalement avec un test de Kruskall-Wallis et une correction de Dunn (les données ont été analysées
par dose d’irradiation, par exemple: OuUM+2Gy contre DMSO + 2Gy contre 0,5uM + 2Gy) et les
différences significatives sont matérialisées par des lettres différentes; p < 0,05 (moyenne +/- SEM ;
n=4 minimum). B: Tableau résumant différents paramétres issus de [’analyse des données. Les
paramétres a et  ont été calculés en utilisant I’équation linéaire quadratique S = exp (- aD — fD?). C:
Tableau résumant les SER a 2, 4 et 5Gy calculés par rapport a la condition « DMSO ».

Nous observons sur le tracé de la courbe Survie = f (dose) (Figure 60, tracé A) que la
presence de 0,5uM du composé FC-1X-19 d’une lors de I’irradiation entraine une augmentation
de la pente a 1’origine (paramétre a)) qui passe de -0,0312 en présence de DMSO seul a 0,4107
avec le carbéne (Figure 60 ; Tableau B). Rappelons que le paramétre o refléte la contribution

des 1ésions létales d’emblées. Il apparait donc que les dommages qui vont entrainer la mort
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immediate des cellules sont largement augmentés en présence de 0,5uM de carbéne. Les
dommages secondaires, exprimés par le facteur B, sont, quant a eux, faiblement impactés par
une variation d’un facteur 1,6 (0,1172 contre 0,072). Cette radiosensibilisation se manifeste par
une diminution de la survie cellulaire lorsque les cellules sont irradiées a 2Gy de 68% en
présence de DMSO a 35 % en présence du composé FC-1X-19, ce qui correspond a un SER de
1,9. Ce dernier parameétre signifie que le composé augmente 1’efficacité des irradiations sur la
survie cellulaire et donc la sensibilité des cellules d’un facteur 1,9 (Figure 60 C). Cette tendance
vers une potentialisation est d’autant plus importante a 4 Gy avec un SER de 2,7. En effet, ce
facteur semble augmenter avec les doses croissantes d’irradiation, sans toutefois avoir d’impact
sur les effets de la combinaison étant donné que ces doses d’irradiation ont un déja un fort

impact : aucune différence significative n’est observée.

Dans les mémes conditions, c’est-a-dire, de maintien du carbene dans le milieu, des
analyses ont également été réalisées avec des concentrations de 2 et 4uM mais aucune colonie
n’a ¢été¢ observée a la fin de ’expérimentation, du fait de la cytotoxicité du carbéne a ces

concentrations.

C’est pourquoi, afin de limiter cet effet et analyser plus finement le processus de
radiosensibilisation proprement dit, une nouvelle série d’observations a été réalisée en réduisant
I’incubation avec le carbéne a 24h post irradiation (soit 24h + 3h = 27h de présence), voire, par
la suite, en I’¢liminant immédiatement apres 1’irradiation (soit 3h de présence du carbene)

(Figures 61 et 62).
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Dose pour | Dose pour
a B 10%de | 50% de SF2 (%) | SF4(%) | SF5(%)
survie (Gy) |survie (Gy)
DMSO 0,222 0,0546 4,77 2,07 54,84 20,03 9,57
FC-IX-19 (0.5 uM) 0,2042 0,0795 4,25 1,94 49,23 13.80 4,96
FC-IX-19 (4 uM) 0,4817 0,0651 3,30 1,23 29,63 4,75 2,91
C
2Gy 4Gy 5Gy
SER 0,5uM 1.1 1.5 1.9
4uM 1.9 42 33

Figure 61: Survie clonogénique sur PC3.

Les cellules ont été ensemencées puis traitées avec le carbéne et irradiées 3 heures apreés. Le
milieu de culture a été changé 24 heures apreés irradiation. Les colonies de plus de 50 cellules sont
comptées au bout de 14 jours. Les résultats sont issus d’au moins 3 expériences indépendantes ayant
chacune 3 répétitions techniques. A: Les analyses ont été faites verticalement avec un test de Kruskall-
Wallis et une correction de Dunn (les données ont été analysées par dose d’irradiation, par exemple:
OuM+2Gy contre DMSO + 2Gy contre 0,5uM + 2Gy) et les différences significatives sont matérialisées
par des lettres différentes; p < 0,05 (moyenne +/- SEM ; n=3 minimum). B: Tableau résumant différents
paramétres issus de l’analyse des données. Les paramétres a et f ont été calculés en utilisant l’équation
linéaire quadratique S = exp (- aD — gD?). C: Tableau résumant les SER a 2, 4 et 5Gy.

Comme le montre la figure 61, lorsque le carbéne n’est maintenu que pendant 24 heures
aprés irradiations (soit 27 heures au total), les effets observés a 2Gy se perdent avec la

concentration de 0,5uM : aucune différence significative n’est observable entre les deux
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courbes (0,5uM et DMSO). Cela se refléte également au niveau des parametres o et B par
comparaison entre les deux conditions. Les SER sont respectivement de 1,1 ; 1,5et1,9a2, 4
et 5Gy. Un comportement similaire est observé avec la concentration de 4uM sauf aux doses
d’irradiation de 4 et 6Gy ou on note une différence significative. Ce comportement cellulaire
sous-entendrait une implication des carbénes dans le processus de radiosensibilisation.
Concernant les paramétres o et § se rapportant aux 1ésions respectivement 1étales et sublétales,
nous observons qu’a la concentration de 4uM, ils sont respectivement de 0,4817 et 0,0651
contre 0,204 et 0,079 a 0,5uM. Ainsi, les dommages immédiats sont augmentés en présence de

4uM du composé.

L’augmentation du temps de contact avec le carbéne de 3h a 27h (voire 14 jours pour la
concentration de 0,5uM) va de pair avec une augmentation des parameétres a. Cela implique
une notion d’augmentation de la sensibilité cellulaire aux irradiations, mais certainement
corrélée a la toxicité du carbéne qui est soit additive, soit synergique. De plus, le passage de la
concentration de carbéne a 4uM augmente fortement le facteur a, de 0,2042 a 0,4817. Cela
signifie clairement que I’incubation avec de fortes concentrations de carbéne (ICsp) induit des
perturbations qui rendront la cellule plus susceptible aux effets des irradiations et surtout aux
dommages létaux d’emblée. Il est toutefois essentiel de savoir si la radiosensibilisation des

cellules est quand méme biaisé par la cytotoxicité du carbéne.

A cet effet, nous avons analysé I’influence que peut avoir la durée de présence du
carbene sur les différents parametres. La figure 62 représente les courbes de survie obtenues
aprés un contact cellules/carbene de 27h et 14 jours mais aussi de 3h et ce, pour des
concentrations en carbene de 0,5uM (A) et 4uM (B). Les parameétres mesurés correspondant
sont présentés, respectivement, dans les figures 62 C et D. En comparant les courbes obtenues
avec une concentration de 0,5uM en maintenant le composé dans le milieu de culture ou en
changeant ce dernier tout juste apres irradiation ou 24 heures apres, nous observons une
augmentation des dommages immediats corrélee a la durée du carbéne dans le milieu. Les
dommages secondaires, représentés par p n’évoluent quasiment pas (Figures 62 A et C).
L’impact de la durée de la présence du carbéne dans le milieu est surtout observé pour des doses
d’irradiation comprises entre 2 et 5Gy ; aucune différence significative n’est observée entre les

trois courbes au-dela de 5Gy.
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Figure 62: Survie clonogénique sur PC3: effets de la durée du maintien du carbéne a 0,5uM
(A) ou 4uM (B) dans le milieu de culture sur la survie cellulaire.

Les cellules ont été ensemencées puis traitées avec le carbéne et irradiées 3 heures aprés. Le
milieu de culture a été maintenu ou changé 3 ou 27 heures apres le carbéne. Les colonies de plus de 50
cellules sont comptées au bout de 14 jours. Les résultats sont issus d’au moins 3 expériences
indépendantes ayant chacune 3 répétitions techniques. Les analyses ont été faites verticalement avec un
test de Kruskall-Wallis et une correction de Dunn (les données ont été analysées par dose d’irradiation,
par exemple: 0,5uM+2Gy (14J) contre 0,5uM+2Gy (27h) contre 0,5uM+2Gy (3h)) et les différences
significatives sont matérialisées par des lettres différentes; p < 0,05 (moyenne +/- SEM; n=3
minimum). C et D: Tableaux résumant différents paramétres issus de [’analyse des données. Les
parametres o. et f§ ont été calculés en utilisant I’équation linéaire quadratique S = exp (- aD - fD?).

Des observations similaires sont faites avec la concentration de 4uM (Figures 62 B et
D). En comparant les conditions ou le carbéne est maintenu pendant 3 et 27 heures (rappelons
que la condition 14J n’est pas possible compte tenu de la cytotoxicité du composé), une
difféerence de comportement est observée, matérialisée par une nette augmentation de a et une
legere diminution de B. Ce comportement entre les conditions 3 et 27h n’est cependant pas

observé avec la concentration de 0,5uM. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le carbéne a
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trés faible concentration (8 fois moins que 1’ICsg), en ne le maintenant que pendant 3 ou 27h,
induirait certes des dommages (augmentation du paramétre o observée), mais ces dommages
ne seraient pas irréparables, contrairement aux dommages induits par une concentration

supérieure de carbéne.

En somme, une radiosensibilisation des cellules est observée avec une concentration de
0,5uM, 8 fois inférieure a I’ICsp, avec une potentialisation des effets des irradiations d’un
facteur 1,9. Dans leur études, I'utilisation de nanoparticules d’or dans le but de radiosensibiliser
differents modeles de cellules humaines (L132 : cellules épithéliales pulmonaires normales, et
deux lignées tumorales: DU145 (cellules prostatiques) et MDA-MB-231 (cellules
mammaires)), Jain et ses collaborateurs ont montré qu’il n’y avait pas d’augmentation de la
sensibilisation des cellules tumorales prostatiques pour des énergies qui sont de 1’ordre de 160
keV (similaire a celle de I’irradiateur utilisé pour nos travaux) (Jain et al., 2011). Méme si
certaines ¢études ne rapportent aucune différence de 1’effet radiosensibilisateur des
nanoparticules quelle que soit 1’énergie des rayonnements ionisants utilisée (keV ou MeV) sur
différents types de lignées tumorales, la sensibilisation de lignées prostatiques avec ces types
de molécules n’apparait que pour des énergies de I’ordre de 6 MeV en photons ou en électrons
(Butterworth et al., 2012, 2013; Khadem Abolfazli et al., 2015). Méme si ces effets sont lignées
cellulaires dépendants, puisque la lignée MDA-MB-231 présente un fort SER (1,41) dés 160
keV (Jain et al., 2011), les différences avec nos travaux pourraient s’expliquer par ’utilisation
d’un composé organo-métallique ayant une nature biochimique totalement différente de celles
des nanoparticules, méme si les deux études ont en commun 1’utilisation de 1’or comme élément
a haut Z. De plus, méme si les deux études portent sur un modeéle cellulaire de tumeur de la
prostate, les lignées cellulaires utilisées different de par leur origine biopsique (métastase
cérébrale pour les cellules DU145 et métastase osseuse pour les cellules PC3) mais également
par leurs statuts PTEN et p53. Enfin, une autre explication des différences serait la localisation
sub-cellulaire de 1’or, majoritairement mitochondriale dans notre cas, et lysosomale dans
I’étude de Jain et ses collaborateurs. Par ailleurs, nos résultats montrent également un effet
intrinseque au carbéne puisque ses potentielles capacités radiosensibilisatrices dépendent de

son maintien dans le milieu.

Les effets du carbene sur la division des cellules devraient impacter leur prolifération et

survie.

219



2. Test MTT

Les analyses de clonogénicité ont montré un potentiel effet radiosensibilisant du
carbéne. Elles restent toutefois limitées par la durée de I’expérience (14j) qui induit de fait des
difficultés a analyser les fortes concentrations de carbénes. De plus, les informations fournies
permettent de comprendre les effets des carbénes, de 1’irradiation, ou de la combinaison apres
plusieurs cycles de division (entre 6 et 8 cycles). Afin de compléter 1’analyse, nous avons
poursuivi 1’étude sur des durées plus courtes entre 24 et 120h post-irradiation par un test
d’activit¢ MTT. Les résultats présentés ici ne porteront que sur la lignée PC3, en effet cette
partie de nos expérimentations n’a pas pu étre réalisée sur les LNCaP du fait d’un probléme
récurrent d’adhérence observé avec cette lignée. Par ailleurs, les temps d’analyse s’étalant de
24 4120 heures et plusieurs concentrations en métallo-carbéne et doses d’irradiation ayant été
testées, seuls quelques résultats représentatifs seront présentés ici. L’ensemble des résultats sera

présenté dans les annexes 1 a 5.

Les analyses de nos données nous permettent de confirmer que la présence DMSO (dilué
ici au 1/5000¢me) n’a pas d’effet sur la viabilité mesurée par le test au MTT, les mesures étant
identiques a celles obtenues avec la condition « milieu de culture seul » (données non
présentées). Tous nos résultats sont donc exploités avec, comme référence, la condition «
DMSO ».

A 0,5uM le carbéne n’a pas, ou seulement un trés faible, effet sur la viabilité et la
prolifération des cellules. En effet, que la durée d’incubation soit inférieure (24h) ou supérieure
(48h et plus) a celle d’un cycle cellulaire, le résultat est identique au témoin DMSO. Par contre,
pour des concentrations 4 ou 8 fois supérieures, un faible effet est observé a 24h, celui-ci
n’apparait cependant significatif, par rapport au DMSO, que pour la concentration la plus
élevée. Le métallo-carbéne entrainerait donc, a de telles concentrations et sur une courte durée,
la mort d’une petite partie des cellules. Au-dela de 24h, I’effet est plus prononcé et clairement
significatif. Toutefois, un net « décrochage » entre les 2 concentrations est observé a 96h, avec
un effet plus drastique pour la concentration 4uM (ICso) : a 2uM la viabilité passe de 70% a
50% entre 48 et 120h contre 65% et 19% a 4uM. Il semblerait donc qu’a 2uM une mort
cellulaire soit provogquée mais une grande partie des cellules conserve sa capacité de
prolifération (la viabilité se maintient aux alentours de 50% par rapport au témoin), alors qu’a

4uM la mort cellulaire, ou tout au moins I’incapacité¢ a proliférer, serait prédominante (la
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viabilité diminue d’un facteur 2 en 24h entre 72 et 120h) (Figure 63).
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Figure 63: Effets du carbéne sur la prolifération cellulaire a 24 (A), 96 (B) et 120 heures (C).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a l'aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes; p < 0,05.

Les capacités antiprolifératives des carbenes ont également été mises en évidence avec
des carbénes or, argent, titane, platine ou encore de palladium dans des modeles cellulaires et
murins de divers types de cancers dont le cancer de la prostate. Certaines de ces études ont
démontré une liaison des carbénes a des sélénoprotéines, ou encore a I’ADN, et une activation
de voies de mort cellulaire telles que 1’apoptose dépendant de p53, un arrét du cycle cellulaire
ou encore une augmentation des ROS intracellulaires. Par ailleurs, en utilisant I’AFM (Atomic
Force Microscopy), certains auteurs ont mis en évidence la liaison de carbénes-platine a1’ ADN,

induisant des cassures (Harlepp et al., 2019).

Nos résultats montrent que le comportement cellulaire varie fortement en fonction de la
concentration du composé. En effet, a 0,5uM, ’inhibition de la prolifération des cellules est
quasiment inexistante par rapport aux deux autres concentrations. Ceci fait penser dans un
premier temps & une mise en quiescence des cellules ou a une sélection de cellules résistantes
apres le traitement au carbene, qui, grace a la mise en place de mécanismes de réparation,
d’activation (voire une suractivation) de voies de survie et de prolifération, parviennent a se
multiplier, faisant perdre 1’effet observé entre 72 et 96 heures. L’¢tude de la mort cellulaire et
du cycle cellulaire pourrait nous permettre d’avoir un penchant sur ce qui se passe dans les
cellules : meurent-elles ? S arrétent-elles dans leur cycle ? Contrairement a cette concentration,
les concentrations de 2uM et 4uM ont un effet assez précoce : 48 et 24 heures respectivement.

De plus, leurs effets sont maintenus dans le temps. L’impact de ces concentrations serait trop
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important pour que les cellules arrivent a survivre. Certes, il pourrait également avoir une
sélection de cellules résistantes, mais en plus faible nombre, ne permettant pas d’inverser la
tendance, du moins sur nos temps d’étude. Il serait alors intéressant de poursuivre I’analyse de
la prolifération au-dela des 120 heures afin d’étudier le comportement des cellules en présence
de ces concentrations. De méme, 1’analyse de voies de survie, de prolifération et de mort
cellulaire permettra de compléter cet aspect. Le récepteur aux androgenes jouant un role
important dans la prolifération des cellules tumorales prostatiques, il serait intéressant de
réaliser les mémes expeériences sur des cellules de la lignée LNCaP, qui elles expriment ce

récepteur contrairement aux cellules de la lignée PC3.

La figure 64, illustre I’effet des irradiations seules a des doses de 2Gy ou 5Gy sur la
survie/prolifération cellulaire de 48 a 120h apres I’irradiation. Les 2 doses testées ont un effet
sur la prolifération cellulaire. Celui-ci se manifeste plus de 48h aprés le traitement, en effet,
aucune différence significative n’est observée entre 24 et 48 heures et ce, quelle que soit la dose
d’irradiation. Les premiers effets sont notés a 72 heures pour les deux doses, avec des intensités
similaires : une inhibition de prolifération de 18% et 26 % est observee pour les doses de 2 et
5Gy respectivement. Par la suite (apres 72h), 'impact de I’irradiation a 2Gy sur la prolifération
cellulaire ne se manifeste plus de fagcon prononcée : en effet, I’inhibition de la prolifération, de
18%, passe a 13% pour atteindre 21% a 120h. Par contre, une dose de 5Gy n’a pas le méme
impact, puisqu’une inhibition progressive de la prolifération est observée jusqu’a 120h ou elle

atteint 50%.
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Figure 64: Effets des irradiations sur la prolifération cellulaire a 48 (A), 72 (B), 96 (C) et 120
heures (D).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont eté analysées a l'aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes; p < 0,05.

Dans le cas particulier de I’irradiation, les dommages susceptibles d’étre produits sur
les biomolécules sont largement documentés et I’ADN figure parmi les sites particuliérement
sensibles: des 1ésions de la molécule d’ADN apparaissent suite a des effets directs et indirects
des rayonnements ionisants sur la molécule (Bienert et al., 2007; Lennicke et al., 2015). La
différence de comportement observée dans nos conditions de traitement des cellules PC3
pourrait s’expliquer par le nombre de dommages a I’ ADN, non réparables, subits par la cellule :
en effet, a 5Gy, la cellule subit plus de dommages a I’ADN qu’a 2Gy (Tableau 6). La réparation
de ces dommages, dont dépend la reprise de la prolifération cellulaire, plus rapide a 2Gy (parce
gue générant entre autre moins de dommages) permettrait a une partie des cellules de poursuivre
leur cycle cellulaire et de proliférer: c’est ce qui pourrait expliquer 1’observation faite a 24 et
48 heures (pas de conséquence sur la prolifération) pour les deux doses et au-dela de 72 heures

pour la dose de 2Gy (stabilisation du niveau d’inhibition). La prolifération plus faible observée
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a 72 heures serait due a la mort de cellules incapables de réparer ces dommages. A 5Gy;, les
dommages sont plus importants avec notamment une production plus élevées de ROS,
responsables des effets indirects. Or les dommages par effets indirects sont fortement impliqués
dans la formation de cassures simple brin (CSB) et double-brins (CDB) et, d’une maniére
générale, dans les dégats a I’ADN. Les CDB, plus complexes a restaurer, font partie des lésions
les plus délétéres pour la cellule, ce qui pourrait expliquer I’'impact plus marqué et prolongé
observé avec cette dose d’irradiation. Dans ce cadre, il pourrait étre intéressant de comparer la
production de ROS dans ces 2 conditions d’irradiation pour confirmer ou infirmer cette

hypothese.

Plusieurs études ont mis en évidence des mécanismes impliqués dans la mort radio-
induite dans différents modéles de cancers : des doses s’étalant entre 0,5 et 60 Gy ont induit
une augmentation de la production de ROS, activation de I’apoptose couplée a une perte de
potentiel membranaire induisant une baisse de la prolifération cellulaire (De Ruysscher et al.,
2019; Lietal., 2014; Mendes et al., 2015). Contrairement a ce qui a pu étre observeé puis discuté
avec le carbéne, il est difficile dans le cas des irradiations de proposer une éventuelle
corrélation/relation entre la baisse de prolifération et une incapacité des cellules a se diviser. En
effet, comme discuté précédemment, les effets des irradiations sont connus et sont multiples.
Leurs effets sur la cellule ne se limitent pas aux dégats causés a I’ADN. L’altération de lipides,
de protéines, suite a I’exposition aux rayonnements peut étre également impliquée dans la
perturbation du fonctionnement normal des cellules. Dans ce systéme complexe, c’est la
balance entre dégats et systemes de réparation et de défense qui va conditionner la survie et la
croissance cellulaires. Dans ce contexte, une expérience d’immunofluorescence, avec une
analyse de focis YH2AX et 53BP1 pourrait nous apporter une information permettant d’étayer
cette hypothése. De méme, une analyse du cycle cellulaire, permettrait de compléter ces
données en donnant 1’état des cellules dans leur cycle : comment, a quelle vitesse proliférent-

elles ? Sont-elles arrétées dans une phase du cycle ?

Chaque type de traitement ayant été étudié de maniére indépendante nous allons
maintenant analyser les effets du double traitement sur la prolifération cellulaire. Comme
précédemment, lors du test de clonogénicité, les cellules sont traitées par une concentration
données de carbéne (0,5uM : figure 65, 2uM : figure 66 et 4uM : figure 67) puis soumises,
3 heures plus tard, a une irradiation a 2 ou 5Gy. La prolifération cellulaire est mesurée toutes

les 24h pendant 120h. Le but étant d’analyser la potentialisation ou non des effets des
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irradiations par le carbene, nous comparerons les conditions ou les cellules sont seulement
irradiées aux conditions ou elles sont traitées avec le carbéne puis irradiées, tout en prenant en
compte les effets du carbene seul. Seuls quelques temps seront montrés dans cette partie.

L’ensemble des figures est présenté dans les annexes 3 a 5.

La figure 65 présente les résultats obtenus apres 48, 72, 96 et 120h avec la concentration
la plus faible du metallo-carbene. Méme si, 72h aprés les traitements, une différence est
observée entre les cellules traitées et non traitées, aucun effet significatif de la combinaison du
métallo-carbene avec une irradiation de 2 ou 5Gy n’est constaté de 24 a 96 heures post
irradiations. A 120 heures cependant, et uniquement avec une irradiation de 5Gy, une différence
significative est observée entre 1’effet des irradiations seules et celui de la combinaison du
carbéne avec le rayonnement ionisant (inhibition de 50% contre 43% respectivement), sachant
que le carbéne seul n’a, quant a lui, pas d’effet. Toutefois, puisque les irradiations seules ont
plus d’effets que la combinaison on parlera, ici, plutét d’antagonisme (I'effet combiné des deux
types de traitement est moins toxique que les effets individuels) et non de potentialisation.
Comme suggéré précedemment, une sélection de cellules résistantes pourrait se mettre en place
avec la concentration de 0,5uM (lui faisant perdre ses effets au-dela de 72h), permettant alors

aux cellules de proliférer, méme apres irradiation.
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Figure 65: Effets de la combinaison carbéne (0,5uM) /irradiations sur la prolifération
cellulaire a 48 (A), 72 (B), 96 (C) et 120 heures (D).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne
+/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions
techniques. Elles ont été analysées a [’aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison
multiple par paire de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres
difféerentes; p < 0,05, (# représente les situations de potentialisation).

Le profil obtenu avec la concentration de 2uM (Figure 66) est différent. Alors que,
jusqu’a 48 heures et pour les 2 doses d’irradiation (graphe A), aucune différence significative
n’est observée entre les effets dus au rayonnement seul et ceux résultant de la combinaison
irradiations-carbene, celle-ci devient significative a 72h (graphe B). Toutefois, il apparait
clairement que I’effet observé suite au double traitement est principalement da a la cytotoxicité
du carbéne, on ne peut donc conclure sur une potentialisation. Cependant, a partir de 96 heures,
une différence significative est notée entre le double traitement et le traitement seul -a la fois
celui du carbéne et celui de I’irradiation-, tout d’abord pour une dose de SGy (96h - graphe C)
puis pour les 2 doses, 2 et 5Gy (120h - graphe D). Si le carbene seul a un effet sur la
prolifération cellulaire, il n’est, a ces durées, pas similaire a la celui de la combinaison. On

pourra alors, dans ces conditions, parler de potentialisation. A 120 heures, il y a certes un effet
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du carbéne 2uM (50%) d’une part et de I’irradiation (50 a 5Gy %) d’autre part, mais la
combinaison produit un effet plus fort a la fois a 2Gy (63% de baisse) et a 5Gy (68%).
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Figure 66: Effets de la combinaison carbéene (2uM) /irradiations sur la prolifération cellulaire
a48 (A), 72 (B), 96 (C) et 120 heures (D).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a l'aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes; p < 0,05;
(# représente les situations de potentialisation).

Le profil obtenu avec la concentration de 4uM (Figure 67) est relativement similaire a
celui obtenu avec la concentration de 2uM [a la différence pres que les effets sont plus
précoces]. Comme précédemment, des 48 heures, on note un effet significatif de la combinaison
a 2Gy par rapport a I’irradiation seule (graphe A — 48h) mais, cet effet est attribuable a la
cytotoxicite du carbéne (63% de prolifération dans les 2 cas). La méme tendance est observee
jusqu’a 96 heures ou une différence significative entre le double traitement et, d’une part les
irradiations seules (77% contre 13% et 75% contre 40% d’inhibition respectivement a 2 et 5Gy),
d’autre part le traitement au carbéne seul est observée. Toutefois I’impact du carbéne 4uM sur

la prolifération est tel que la différence de prolifération avec le double traitement, méme si elle
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est significative, ne permet pas de conclure sur un effet potentialisateur exploitable en
radiochimiothérapie. D’ailleurs, cet effet potentialisateur n’est plus observé a 120 heures. Les
observations faites ici avec 4uM de carbéne-or sont tout a fait en accord avec ce qui a été obtenu
auparavant ; pour rappel, cette concentration correspond a 1’ICsp mesuré pour les cellules PC3
apres 48h de traitement et le test de clonogénicité nous a permis de montrer qu’a cette
concentration les cellules sont dans I’incapacité de se diviser. Ceci confirme donc que, dans
I’objectif d’utiliser le carbéne FC-1X-19 comme agent radiosensibilisateur, seules des
concentrations 2 a 8 fois inféricures a 1’ICso peuvent étre envisagees. Nos résultats seraient en
faveur d’un compromis a 2uM / 2Gy mais la balance bénéfice/risque est faible avec 42%
d’efficacité supplémentaire par rapport a I’irradiation 2Gy seule mais seulement 13% par

rapport au carbéne seul.
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Figure 67: Effets de la combinaison carbéne (4uM) /irradiations sur la prolifération cellulaire
a 48 (A), 72 (B), 96 (C) et 120 heures (D).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a l’aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes; p < 0,05;
(# represente les situations de potentialisation).
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Plusieurs remarques peuvent étre faites suite a cette partie de nos travaux. A une
concentration de 4uM, la cytotoxicité du carbéne est telle qu’aucun effet potentialisateur,
additif ou encore synergique ne peut étre observé. A des concentrations inférieures nous avons
observé un effet antagoniste a 120h avec la combinaison 0,5uM + 5Gy. Ceci suggeére, que cette
faible concentration, peu cytotoxique, pourrait induire, sur du long terme, une sélection de
cellules résistantes aux effets cytotoxiques du carbéne et/ou capables d’activer des mécanismes
de réparation et de survie leur permettant finalement d’étre également radiorésistantes. Ceci
pourrait étre confirme par des mesures sur des temps plus longs afin de voir si le taux de
prolifération continue a croitre. Il est cependant surprenant de ne pas observer cet effet
antagoniste avec une irradiation de 2Gy. Par contre a une concentration de 2uM le carbéne
entraine une diminution progressive de la prolifération qui se manifeste clairement & partir de
48h. Associée a une irradiation de 2Gy, dont I’effet est relativement stable apres 72h, I’effet du
carbéne est un peu plus marqué (significatif a 120h) sans qu’il y ait pour autant un effet additif.
Les dommages créés par le carbéne ne s’ajouteraient donc pas a ceux dus a I’irradiation mais

seraient cependant plus importants lorsque celui-ci est combiné a I’irradiation.

L’originalité de notre projet repose d’une part sur le fait qu’aucune combinaison avec
des irradiations n’a été faite avec des carbénes a ce jour. Cependant, plusieurs études montrent
des effets radiosensibilisants de nanoparticules d’éléments a haut Z tels que le gadolinium, le
cuivre, I’argent ou I’or. Concernant ce dernier, les études réalisées sur des modéles cellulaires
et murins abondent et font ressortir un effet potentialisateur de ces nanoparticules quelle que
soit I’énergie des particules utilisés (keV ou MeV) pour la plupart des cancers, sauf sur le cancer
de la prostate, notamment, des cellules PC3, avec lesquels les effets potentialisateurs n’ont été
obtenus qu’avec des photons de 6 MeV (N. Chen et al., 2015; Hainfeld et al., 2008, 2012; Wolfe
et al., 2015). Parmi les mécanismes impliqués, I’augmentation de phénomenes apoptotiques est

récurrente (pour revue, Her et al., 2017; Paunesku et al., 2015).

B. Effets sur la mort cellulaire

Compte tenu des effets observés sur la prolifération et la survie cellulaire, nous nous
sommes intéressés aux effets du carbene et/ou des irradiations sur la mort cellulaire. En effet,
il apparait important de réaliser une analyse plus fine des perturbations globales observées lors

des expérimentations de survie cellulaire. Dans cette premiére approche, nous avons constaté
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une diminution de la survie cellulaire (test de clonogénicité) avec une baisse de moitié des
valeurs de SF2 et un SER de 1,9 en présence de 0,5uM de carbéne. Cette atteinte de la
prolifération peut étre la conséquence de différents facteurs dont des modifications des
modalités de mort cellulaire. Nous avons donc procédé, dans un premier temps, a une analyse
des processus apoptotiques par cytométrie en flux, complétée par une analyse par western blot
de ’accumulation d’acteurs impliqués dans la survie cellulaire (Akt) et dans différents types de
mort cellulaire (PARP pour 1’apoptose, LC3 pour 1’autophagie). Les différents protocoles sont

décrits dans le Matériels et Méthodes.

1. Analyse de la mort cellulaire par cytométrie en flux

Grace a I'utilisation de deux marqueurs (IP et annexine V couplée a 1I’Alexa-Fluor
488), I’analyse par cytométrie en flux nous permet de distinguer 4 populations de cellules : les
cellules vivantes (négatives aux deux marqueurs), les cellules en apoptose précoce (positives a
I’annexine V et négatives a I’IP), les cellules en apoptose tardive (doublement positives), et
enfin, celles en nécrose (positives a I’IP et négatives a I’annexine V) (Crowley et al., 2016).
Cette distinction entre apoptose tardive et nécrose résulte du fait que dans certains modeles, la
nécrose apparait comme une étape secondaire suite au déclenchement de 1’apoptose (Honda et
al., 2000). Nous aborderons dans un premier temps les effets des traitements sur 1’évolution de
la population des cellules vivantes, puis par la suite des différentes populations de cellules en
mort cellulaire. Nous traiterons, comme cela a été fait jusque-1a, les effets du carbene seul, des
irradiations seules et enfin, de la combinaison. La staurosporine (STS), un inhibiteur de
protéines kinases et de la topoisomérase II connu pour sa capacité a induire I’apoptose, sert de
contréle positif. Ces expériences ont été reéalisées avec des concentrations de carbéne similaires
entre les cellules PC3 et LNCaP soit 0,5uM, ainsi que, selon la lignée, la concentration
correspondant a 50% de 1’ICso et a I’ICso caractéristique de chacune (soit, respectivement, 2 et
4uM pour la lignée PC3 et 1,2 et 2,4uM pour la lignée LNCaP). Seuls quelques graphes
caractéristiques seront presentés ici. Pour une vue générale des résultats sur les deux lignées

cellulaires, se reporter aux annexes 6 a 15.

Dans un premier temps, une différence notable est observée entre les deux lignées
cellulaires concernant leur réponse au traitement a la STS. En effet, elles ont été toutes deux

traitées pendant 4 heures avec 1uM de STS pour la lignée LNCaP mais 4uM pour la lignee
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PC3, aucun effet étant détectable en dessous de 4uM pour cette lignée cellulaire. De plus, bien
qu’ayant été traitées avec une concentration de STS 4 fois supérieure par rapport aux cellules
LNCaP, les cellules PC3 montrent tout de méme une moindre activation de la mort cellulaire
puisqu’elles présentent une proportion de cellules vivantes supérieures a celle de la lignée
LNCaP (Figures 68 et 69 / STS). Ce comportement est en accord avec les travaux de qui
montrent que les différentes lignées de cellules cancéreuses prostatiques répondent
différemment a la staurosporine avec une résistance nettement marquée des cellules PC3 par
rapport aux LNCaP et ce, du fait d’un engagement différent dans les voies apoptotiques ou plus

globalement, de mort cellulaire (Marcelli et al., 2000).

La figure 68 illustre I’impact du carbéne seul sur les proportions relatives des quatre
populations de cellules PC3 3h post traitement (Oh) puis toutes les 24h jusqu’a 96h

comparativement au témoin positif (STS) et aux témoins sans (OuM) et avec DMSO.

Nous pouvons noter dans un premier temps que les conditions « contréle » présentent
des profils trés similaires avec environ 95% de cellules non apoptotiques ou nécrotiques.
Jusqu’a 48h, la présence de carbéne n’a pas d’incidence sur cette population cellulaire et ce
n’est qu’a partir de 72h qu’un effet significatif marqué, assez similaire au témoin positif, est
visible principalement pour la concentration 4uM pour laquelle la population de cellules
vivantes diminue au profit de celles en apoptose tardive ainsi que nécrotique, ces deux
populations augmentant et devenant majoritaires a 96h. Les observations faites ici, bien
qu’étonnantes par rapport a ce qui a été obtenu lors du test de survie/prolifération cellulaire (test
au MTT) sur cette lignée, ne sont pas contradictoires. En effet une baisse importante de la
prolifération a été observée en présence de 4uM mais aussi de 2uM de carbéne et ce, des 48h.
Ceci peut s’expliquer par le fait que le test de survie s’appuie sur la détection d’une activité
métabolique (Kumar et al., 2018) alors que I’analyse réalisée ici met en jeu d’autres processus

liés & la membrane cellulaire.
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Figure 68: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbéne sur la mort cellulaire dans les
cellules PC3 a 0h (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’'une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Concernant les cellules LNCaP (Figure 69), le comportement global est différent de la
lignée PC3, tant vis-a-vis des conditions (témoins et traitements) que des durées (Oh a 96h).
Comme dit précédemment, le témoin staurosporine lui-méme est différent, ce qui est tout a fait
en accord. Il n’est donc pas étonnant de constater que les cellules LNCaP ne répondent pas de
la méme maniére au traitement par le carbéne. Dés les temps courts, les cellules LNCaP
montrent dans les conditions « contrdle » et « DMSQO », une proportion non négligeable de
cellules est en phase d’apoptose précoce, tardive ou nécrose et des proportions respectives de
57%, 13%, 16%, 14% et 62%, 15%/, 16%, 7% respectivement sont observées a 72h pour ces

deux conditions.

Concernant la réponse au carbene de cette lignée cellulaire, elle se distingue de celle
observée pour la lignée PC3 dans la mesure ou une baisse importante de la population de
cellules vivantes s’amorce dés 24h avec la concentration de 2,4uM (42%) pour atteindre a peine
10% a 72h puis 6% a 96h, valeurs tres différentes de celles observées avec le témoin positif.

Une concentration 2 fois plus faible de carbene entraine une baisse nettement moins marquée,
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la proportion de cellules vivantes restant relativement stable, voisine de celle observée avec la
staurosporine, au-dela de 48h. En présence de carbéne 2,4uM, c’est la population de cellules

en phase d’apoptose tardive qui devient progressivement majoritaire.
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Figure 69: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbéne sur la mort cellulaire dans les
cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a I’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Apres les effets chimiques, nous analysons les effets des rayonnements sur les deux
lignées. L’effet des irradiations 2 et 5Gy (avec ou sans DMSO) sur les cellules PC3 est faible
(Figure 70). Les premiers effets sont observés a 48 heures, et uniquement avec la dose
d’irradiation de 5Gy. La proportion de cellules vivantes est toutefois maintenue €élevée (plus de
80%) jusqu’a 96 heures post irradiation. Il est toutefois important de remarquer que la baisse
de 20% de la viabilité a 96h avec une dose de 5Gy se rapproche de celle observée lors du test

de prolifération au MTT (baisse de 40%), corrélant ainsi nos deux approches.
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Figure 70: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations X sur la mort cellulaire
dans les cellules PC3 a 0Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemenceées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne
+/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions
techniques. Elles ont été analysées a I’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple
par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein
d’une méme population de cellules; p < 0,05.

Concernant les cellules LNCaP (Figure 71), comparativement aux 2 conditions
contréle, un impact des irradiations 2 et 5Gy (avec ou sans DMSO) est observé. Une relative
variabilité est cependant observée au cours du temps. Alors que les effets, bien que faibles,
soient comparables apres 24h, ils deviennent plus marqués pour les conditions 5Gy +/- DMSO
apres 48h pour finalement rester stables, avec toutefois une augmentation significative de la
proportion de cellules en apoptose tardive. A I’inverse, I’effet de I’irradiation a 2Gy, semble
s’amplifier au cours du temps, la proportion de cellules vivantes atteignant environ 34 et 44%
(2Gy, sans et avec DMSO respectivement) contre 63 et 54% (valeurs proches des contrdles)

pour la dose supérieure a 96h.

Finalement, 1’analyse des effets de différentes doses d’irradiation (2 et 5Gy) sur
les cellules PC3 et LNCaP montre, a I’image de ce qui a été observé avec le carbene seul, que
les irradiations ont relativement peu d’impact sur le déclenchement des processus de mort sur
les cellules PC3. Aucune modification de la proportion de cellules vivantes n’est vraiment notée
jusqu’a 48h post-irradiation. Seule une petite augmentation de la population de cellules en

apoptose est visible a partir de 48h pour une dose de 5Gy. Cet effet devient notable, tout en
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restant faible, 96h post-irradiation.

Les effets des traitements ayant été analyses de facon individuelle, nous nous intéressons
maintenant a leur combinaison. Dans ce cadre, seuls quelques graphes caractéristiques seront
présentés ici. Pour une vue générale des résultats sur les deux lignées cellulaires, se reporter
aux annexes 8-10 (PC3) et 13-15 (LNCaP).
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Figure 71: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations X sur la mort cellulaire
dans les cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a I’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Pendant les 48h suivant les traitements, aucune différence significative n’est observée
sur les cellules de la lignée cellulaire PC3 lorsque I’on compare les effets des traitements
individuels avec ceux obtenus lors de leur combinaison. Seule la combinaison carbéne 4uM
associé a une irradiation de 5Gy donne un effet significatif mais seulement 72h aprés le
traitement, effet qui s’amplifie a 96h avec, alors, seulement 3,4% de cellules vivantes, la quasi-
totalité des cellules étant en état d’apoptose tardive (Figure 72). Ceci est en accord avec ce qui
a été observé avec cette concentration lors des tests de clonogénicité ou aucune cellule
n’apparaissait en mesure de se diviser. L’analyse de ’effet du double traitement sur la

prolifération cellulaire ne permettait pas de montrer un éventuel effet potentialisateur du
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carbéne du fait de la cytotoxicité marquée qu’il exprime lors du test MTT. Nous observons ici,
a72h mais surtout 96h, un fort impact de la combinaison carbéne 4uM/irradiation 5Gy,
supérieur a celui du carbéne seul ou de I’irradiation seule mais aussi supérieur a la combinaison
des 2 effets ce qui serait alors en faveur d’une synergie conduisant a une potentialisation de

I’irradiation par le carbeéne.
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Figure 72: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 4uM aux
irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules PC3 a 72h (A) et 96h (B).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Concernant les cellules LNCaP aucun effet propre a la combinaison des 2 traitements
n’est observé lorsque le carbéne est peu concentré¢ (0,5uM). En effet, aucune différence
significative de la proportion de cellules vivantes n’est a noter entre les différentes conditions
(témoins, traitements individuels et traitements combinés) (non présenté). A 1,2uM (non
présenté) et, de facon plus marquée, a 2,4uM (Figure 73), le double traitement entraine un
effet plus marqué que les traitements individuels et ce, rapidement apres I’irradiation (temps
Oh — encadrés rouges). Cet effet s’accentue 24h apres le double traitement « 2,4uM + 5Gy »
est en faveur d’une synergie potentialisatrice puisque 1’effet du double traitement est nettement
supérieur a la combinaison des 2 effets (encadrés verts), les cellules passant alors, pour la

plupart, en état d’apoptose précoce ou tardive. Cependant, au-dela de cette durée, une éventuelle
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amplification de la mort cellulaire, si elle existe, est masquée par I’effet cytotoxique du carbéne

a cette concentration (encadrés marron).

-
=
(o]

a  ab ab ab b
Bav i hc'i'- b b,e [Hb.c

I‘ Idb I I I

&

®

=3
i
2
S

Pourcentage de cellules
woE o2 s B
o 8 5 3 g B
Pourcentage de cellules
= 2 &5 383 28 2 =
-
=
= =
%, &
v
5 d
_= X :.-
=
= = n-
=T
= 3 = '
= A A
= =
o,
x = >
E, = A
Pourcentage de cellules
5 & 2 2 =
=
L &
 —
=
-
£ =
= &
[ ¢ i
A »
=
= » =
- o
= = 14
£ &
=T =
y
=

o 9‘0 s\? o xa:::! -§; £ 4- h(’ [l "5;“ & K*\,c "‘;‘_ xs‘? &7 L‘,‘b & ol LN C I L
» '; & '\ ; ¥ W é‘ v‘h\ \'P ‘?\ o O -Q‘:‘
P F 4 & &
F v A7 & & v Rl

=]
=]
=3
=
=
[}

a,b

2

3
=3
S

®
=3

Pourcentage de cellules
BoE @
2 & 2

2

Pourcentagede cellules
& 2

=
™
2

. Cellules en
I Cellules vivantes (] apoptose précoce
Cellules en .,
. apoptose fardive - Cellules en nécrose
‘p

a
=,
a
ab,
a a b ja
LS ol

g ’\/

“

ab
. ab 120 abe Abe
* * ab ,, r
R
ab La b >
c
b.c c
b.c
a Ld a.d a b,c,d R b,c Jifa.b: b,
A A < S ‘i' &8 c ei sS-’
x
g &

Figure 73: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 2,4uM aux
irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h
(E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Aprés avoir décrit de fagon globale le comportement des populations de cellules LNCaP
et PC3, en présence de carbéne et/ou d’irradiations, nous allons nous concentrer sur les

différents processus de mort cellulaire mis en jeu.

Rappelons que I’effet significatif du carbéne n’a été observé qu’a 72 et 96 heures post
irradiation et uniquement avec la concentration de 4uM sur les cellules de la lignée PC3 (Figure
68). La figure 74 illustrant 1’évolution des 3 populations caractéristiques de la mort cellulaire
au court du temps révéle, qu’en effet, aucune variation significative des proportions de ces 3
populations n’est observée jusqu’a 48h (les échelles des deux graphes ne sont pas les mémes).
Par contre a partir de 72h une nette augmentation de la population de cellules en apoptose

tardive et, dans une moindre mesure a 4uM (Figure 74 B), de la population de cellules
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nécrotiques, est amorcée. Avec les concentrations 2uM (Figure 74 A) et 0,5uM (non
montrée), I’augmentation du nombre de cellules en apoptose tardive est observée mais est
nettement moins marquee. Il semble donc que, sur les cellules PC3, le carbéne tendrait a
engager les cellules vers la voie apoptotique de mort cellulaire et, pour une petite partie d’entre

elles, vers la voie nécrotique.
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Figure 74: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
PC3 en apoptose précoce, tardive et nécrose suite au traitement carbéne a 2uM (A) et 4uM (B).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d'une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d’une méme population de cellules; p < 0,05.

Concernant la lignée cellulaire LNCaP, comme déja mentionné, les cellules semblent
assez sensibles a la mort cellulaire puisque des les temps courts, une proportion non négligeable
de cellules présente les caractéristiques de cellules apoptotiques et nécrotiques (Figure 75). La
baisse des proportions de cellules vivantes observées sur les cellules de la lignée LNCaP suite
au traitement par le carbéne est corrélée a une augmentation des 2 types de mort cellulaire avec
une tendance plus marquée de 1I’augmentation, au cours du temps, du nombre de cellules en
apoptose tardive et ce, pour les concentrations 1,2uM et 2,4uM. On notera que les cellules de
la lignée LNCaP montrent un état basal de nécrose plus marqué que les cellules PC3. La
proportion de cellules en état de nécrose fluctue au court du temps et, bien que plus élevé 48h
et 72h aprés traitement comparativement au contréle DMSO, aucune sensibilité au carbéne ne

peut étre affirmée a partir de ces observations.
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Figure 75: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
LNCaP en apoptose précoce, tardive et nécrose suite au traitement carbéne a 1,2uM (A) et 2,4uM (B).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a l’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d'une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d 'une méme population de cellules; p < 0,05.

Concernant ’effet des irradiations sur les processus de mort cellulaire nous observons,
sur les cellules PC3 (Figure 76), qu’une dose de 2Gy entraine une augmentation progressive
de la proportion de cellules en phase d’apoptose tardive par rapport au controle DMSO. Une
dose de 5Gy quant a elle, est suivie de 1’augmentation successive des proportions de cellules en
apoptose précoce puis tardive. Ceci pourrait suggérer le passage progressif d’une phase a
I’autre. Par ailleurs, aucune variation marquée de la population de cellules nécrotiques n’est
observée, ce qui suggére que la mort cellulaire induite par I’irradiation X est, la aussi,

principalement de type apoptotique.

Contrairement a ces dernieres, les résultats sur la lignée LNCaP (Figure 77) montrent
une évolution des populations en apoptose précoce et tardive apres irradiation 5Gy, la premiére
tendant a diminuer au profit de la seconde ; elles atteignent respectivement environ 15% et 38%
a 48h puis restent relativement stables. Ce comportement suggére un passage progressif des
cellules d’apoptose précoce a apoptose tardive dans les 48h premiéres heures post-irradiation
5Gy. Concernant 1’état nécrotique, celui-ci est toujours fluctuant au cours du temps et ne permet

pas de conclure sur une sensibilité particuliére de cette population aux irradiations.
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Figure 76: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
PC3 en apoptose précoce, tardive et nécrose en présence de DMSO (A) ou suite aux irradiations a 2
(B) et 5Gy (C).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d'une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d’une méme population de cellules; p < 0,05.

Il apparait donc que les cellules PC3 et LNCaP répondent a I’irradiation par un
engagement des cellules vers les voies apoptotiques de mort cellulaire et qu’une proportion
relativement importante mais fluctuante de cellules meurt par nécrose indépendamment du

traitement.
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Figure 77: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
LNCaP en apoptose précoce, tardive et nécrose en présence de DMSO (A) ou suite aux irradiations a
2 (B) et 5Gy (C).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d’une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d 'une méme population de cellules; p < 0,05.

Les premiéres différences significatives entre les conditions « irradiations seules »
(Figure 76) et « combinaison » (Figure 78) sur les cellules de la lignée PC3 ne sont observées
qu’a partir de 72 heures post irradiation, uniquement sur la proportion de cellules en apoptose
tardive. Cependant, cet effet est uniquement dd au carbéne puisque les profils « 4uM » (Figure
74) et « 4uM + 5Gy » sont similaires. Le méme constat est fait a 96 heures post irradiations
avec toutefois une proportion plus importante de cellules en état d’apoptose tardive lors du
double traitement (25% et 75%, a 72 et 96h respectivement, pour le double traitement contre
20% et 45% pour le carbene 4uM seul). Aucune variation de la proportion de cellules en nécrose
consécutive au double traitement n’est observée. Le double traitement 4uM+5Gy tend donc a

augmenter la proportion de cellules PC3 engagées dans un processus de mort par apoptose
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comparativement aux traitements individuels.
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Figure 78: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
PC3 en apoptose précoce, tardive et nécrose suite aux combinaisons des irradiations a 5Gy avec 0,5uM
(A), 2uM (B) et 4uM (C

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d’'une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d 'une méme population de cellules; p < 0,05.

De maniere étonnante, une proportion non négligeable de cellules LNCaP en apoptoses
précoce et tardive est observée dés O heure (immédiatement aprés irradiation) mais ces
populations étant également observées sur le ttmoin DMSO a cette méme durée (Figure 77), il
ne s’agit pas ici d’un effet di au traitement. Une faible concentration de carbéne (0,5uM)
associee a une irradiation de 5Gy ne modifie pas la distribution des cellules entre apoptose et
nécrose. Pour des concentrations supérieures, c’est, 1a encore, le processus d’apoptose qui prend
de I’ampleur avec une augmentation de la proportion de cellules en apoptose tardive. De fagon
notable, la combinaison « 2,4uM+5Gy » induit, dés 24h, une augmentation significative de la

proportion de cellules en apoptose tardive comparativement aux irradiations et carbene pris
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séparément (Figure 79).
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Figure 79: Evolution au cours du temps des proportions relatives des populations de cellules
LNCaP en apoptose précoce, tardive et nécrose suite aux combinaisons des irradiations a 5Gy avec
0,5uM (A), 2uM (B) et 4uM (C).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d’'une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d’une méme population de cellules; p < 0,05.

Comme dit précédemment, plusieurs études ont rapporté une induction de 1’apoptose
par les carbénes dans divers types de cancers. Par exemple, une activation de I’apoptose par des
carbenes or et argent internalisés dans les lysosomes de cellules cancéreuses de poumons et de
pancréas (Visbal et al., 2016) a été mise en évidence. Une autre étude impliquant des carbenes
or montre également une activation de 1’apoptose par 1’inhibition de la (TrxR) couplée a une
augmentation de phospho-p53, induisant alors une activation de la caspase 3 par clivage de la
procaspase 3, un clivage de PARP et une inhibition de Bcl-2, une protéine anti-apoptotique
(Gupta et al., 2019; Holenya et al., 2014; Karaca et al., 2017; Nandy et al., 2016; Zou et al.,
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2018). Concernant plus particuliérement le cancer de la prostate, I’induction de I’apoptose a été
observée sur des cellules PC3 suite a un traitement a I’auranofin a la concentration de 1’ICso au
bout de 72 heures (Curado et al., 2019), ce qui concorde avec nos données. Toutefois, compte
tenu de leur statut p53 différent, il serait intéressant de disséquer les voies apoptotiques
impliquées dans chacune de nos lignées cellulaires. En effet, les cellules LNCaP expriment P53,
alors que ce gene est non fonctionnel dans la lignée PC3 (Carroll et al., 1993), ce qui
expliquerait le faible déclenchement de 1’apoptose, une apoptose qui serait du coup p53-
indépendant. L’analyse de I’expression des céramides, ou de Fas/FasL, TNF ou encore de I’ AIF
pourrait nous permettre de compléter cet aspect. Toutefois, malgreé les différences existant entre
les deux lignées cellulaires, leur comportement semble similaire lorsque la plus forte
concentration de carbéne est prise en compte. Par ailleurs, aucune observation n’a été faite sur
les données obtenues avec les concentrations de 0,5uM et 2uM alors qu’elles induisent une
baisse significative de la prolifération cellulaire dés 48 heures pour la concentration de 2uM et
dés 72 heures pour celle de 0,5uM. Il faut noter que les expériences de prolifération cellulaire
(test MTT) se basent sur 1’activité mitochondriale. Ainsi, les résultats obtenus par le test MTT
et ceux obtenus par cytométrie refleteraient une population de cellules métaboliqguement plus
Ou moins actives mais vivantes ou capables de se maintenir en vie ; le processus de mort

cellulaire étant enclenché plus tardivement.

Face aux irradiations, les deux lignées cellulaires restent similaires par rapport a la dose
de 2Gy mais les cellules LNCaP semblent étre plus sensibles que les cellules PC3 lorsqu’elles
sont irradiées a 5Gy. Des effets similaires ont été observés dans des études mettent en évidence
des mécanismes différents dans les deux lignées cellulaires. L’entrée en apoptose serait liée a
un arrét du cycle cellulaire en phage G2/M pour les deux lignées et un arrét du cycle en phase
G1 plus uniquement pour la lignée LNCaP. De méme, cette différence de comportement serait
liée au statut p53 des deux lignées cellulaires et impliquerait également 1’activation d’AMPK
(Rae & Mairs, 2019). Cette derniére indurait des dommages a I’ADN et des catastrophes
mitotiques (Castedo et al., 2004).

Enfin, la combinaison des traitements induit une synergie potentialisatrice mais
seulement pour les fortes doses (ICso et 5Gy), ce qui est encourageant pour une sensibilisation
des cellules cancéreuses aux irradiations mais sous-entend usage limité par la cytotoxicité du
carbene et la dose d’irradiations relativement aigiie. Pour cette derniére, un fractionnement de

la dose est toutefois possible. Rappelons la potentialisation observee sur cellules PC3 en
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présence de 0,5uM + 2Gy obtenue avec nos données de survie clonogénique : en effet, ces
données ont été obtenues sur des temps plus longs et font ressortir la capacité du carbéne a
induire une inhibition de la croissance cellulaire. Combiné aux irradiations, le carbene a de
faibles concentrations induirait donc une inhibition de la croissance cellulaire, sans pour autant
augmenter la mort cellulaire par apoptose ou nécrose. Ceci ajoute un poids a notre hypothese
de sélection de cellules qui mettraient en place des mécanismes de résistance. L’analyse de
données moléculaires pourrait toutefois nous permettre d’expliquer d’une part, les effets du
carbéne et des irradiations seuls et d’autres parts, les effets de la combinaison des deux, nous
aidant a mieux expliquer le comportement des cellules. C’est dans ce sens que nous avons
analysé par western blot, la conversion de LC3, une protéine impliquée dans un autre type de

mort cellulaire : I’autophagie.

2. Western blot

L’étude moléculaire de voies de survie et ainsi que ’analyse d’autres types de mort
cellulaire pourraient permettre d’expliquer ou de tendre vers une explication du comportement
des cellules, vis-a-vis du carbéne, des irradiations et de la combinaison des deux. Elles

pourraient également expliquer 1’absence de potentialisation des effets des irradiations.

L’analyse moléculaire de la mort cellulaire a été réalisée par western blot en étudiant le
clivage de la PARP et, événement intervenant dans le processus d’apoptose, mais également la
conversion de LC3, un acteur impliqué dans 1’autophagie. La premiére analyse n’ayant pas été
concluante, nous n’évoquerons que les résultats obtenus avec LC3. LC3 existe sous deux
formes : une forme libre cytosolique (LC3-1) et une forme ou cette protéine est associée au
phagosome (LC3-11) et dont la mobilité électrophorétique en SDS-PAGE est supérieure a celle
de la premiere forme. C’est cette forme lipidée qui sert de marqueur a I’autophagosome. Ainsi,
une augmentation du ratio LC3-11 / LC3-1 signifie une entrée en autophagie (Giménez-Xavier
et al., 2008).

Les analyses ont été réalisées sur la lignée PC3 sur des temps allant de 0 a 96 heures par
intervalles de 24 heures (Figure 80). Nos résultats ne mettent en évidence aucune variation
sensible du rapport LC3-11/LC3-1 au cours du temps que ce soit en présence de concentration

croissante de carbene, d’une irradiation 2Gy ou de la combinaison des 2 traitements. Il semble

245



donc que ni le carbéne, ni I’irradiation, ni leur combinaison, n’entraine 1’enclenchement de

phénomeénes autophagiques.
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Figure 80: Analyse par Western-blot des effets du carbéne en présence ou en absence d’une
irradiation de 2Gy, sur le comportement des formes LC3-1 et LC-I1 de cellules PC3.

PM : Poids moléculaires (17 : position du marqueur 17kDa), les chiffres indiquent les durées
post-irradiation (Oh a 96h), STS : traitement a la staurosporine. La bande inférieure dans chaque cadre
présente le témoin de dépdt, la tubuline ; (n=1).

Toutefois, dans leurs études, Lee et ses collaborateurs ont démontré 1’inhibition de voies
de signalisation telles que Wnt ou Shh mais également une activation de 1’autophagie par des
composés de type carbéne associés a de I’or dans des modéles cellulaires de cancer du sein
(MCF-7). L’activation de ’autophagie a été observée dés 3 heures (Lee, Patil, et al., 2017). A
ce jour, I’étude de I’induction de 1’autophagie par des composés organo-métalliques type dans
des modeles de cancer de la prostate n’existent pas. Par contre, I’induction de 1’autophagie par
des nanoparticules d’or est assez bien renseignée, notamment dans les gliomes ou elles

amélioreraient les effets de la chimiothérapie (Li et al., 2010; Ruan et al., 2019). A la lumiére
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de ces observations, il semble qu’une analyse sur des temps courts pourrait apporter de

nouvelles informations sur cet aspect.

I1 faut cependant garder a I’esprit que le déclenchement d’un processus autophagique
n’est pas systématique dans la progression tumorale puisque ce dernier peut étre activé ou
inhibé en fonction des conditions de stress dans lesquelles se trouve la cellule(Amaravadi et al.,
2016; Mulcahy Levy et al., 2017). En effet, I’inhibition de I’autophagie a été montrée comme
sensibilisant les cellules du cancer des ovaires et de 1’cesophage a la radiothérapie (Chen et al.,
2015; Liang et al., 2012) alors que son efficacité dans 1’induction de la mort cellulaire a été
démontrée dans d’autres types de cancers tels que les myélomes, leucémies, cancers du sein ou
de la prostate (Chen & Karantza, 2011; Galluzzi et al., 2017).

Le suivi de la mitophagie par 1’analyse de 1’expression de PINK1, ou de la
sénescence par 1’analyse de p21 ou de p16 pourrait compléter ces résultats. Il serait également
intéressant d’étudier D’activation d’Akt afin de la mettre éventuellement en lien avec
I’autophagie, les deux voies étant interconnectées via les AMPK, par exemple. Par ailleurs,
compte tenu de I’inhibition de p53 par les voies d’autophagie menant ainsi a la progression

tumorale, des analyses sur la lignée LNCaP pourraient compléter ces résultats.

C. Effets sur le cycle cellulaire

Les cellules exposées a des radiations ionisantes subissent des modifications de leur
progression dans le cycle cellulaire et notamment un arrét en phase G2 qui, s’il n’est pas effectif,
pourrait augmenter la mort cellulaire par apoptose. Dans un méme ordre d’idée, les dommages
a I’ADN associés aux irradiations activent le contrdle en phase G1 induisant alors un potentiel
arrét avant la progression en phase S. L’analyse du cycle cellulaire dans nos différentes
conditions de traitement pourrait donc apporter des pistes de compréhension ou d’explication

des observations décrites dans les précédents chapitres.

Les analyses ont été réalisées sur les deux types cellulaires selon le protocole
décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Comme précédemment, nous évoquerons dans un
premier temps les effets du carbene seul (aux mémes concentrations a savoir 0,5uM, %2 ICs et

ICs0), puis des irradiations seules (2 et 5Gy) et, enfin, des combinaisons carbéne-irradiations.
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Les analyses statistiques ont été faites par phase de cycle entre conditions expérimentales

différentes.

La figure 81 présente, pour les deux lignées cellulaires, la proportion de cellules dans
chaque phase du cycle, dans les conditions contrdle (avec ou sans DMSO) et suite au traitement

par le carbene pendant 3h.

Notons tout d’abord que la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle,
en absence de tout traitement (OuM), est en accord avec les données de la littérature. La
difféerence majeure entre les deux lignées cellulaires se situe dans la proportion relative des
différentes phases entre elles. En effet, la lignée PC3 présente des proportions de cellules en
phase G2/M et S environ 50% supérieur a ce qui est observé chez les LNCaP. Par ailleurs,

aucun effet du carbéne n’est observé apres ce temps court.
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Figure 81 . Effet d'un traitement de 3 heures de carbénes sur les différentes phases du cycle des cellules
PC3 (A) et LNCaP (B).

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont ézé analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis
suivi d’une comparaison multiple par paire de Dunn. Les différences significatives sont représentées
par des lettres différentes au sein d 'une méme population de cellules; p < 0,05.

L’analyse du cycle cellulaire toutes les 24h jusqu’a 96h ne met pas en évidence d’effet
marque du carbéne sur le cycle cellulaire. Aucun changement significatif des proportions de

cellules dans les 3 phases du cycle n’a été observé sur la lignée PC3 (non montre).

Concernant la lignée LNCaP (Figure 82), I’effet du carbéne le plus marqué est observé

a 24h avec une augmentation significative du nombre de cellules en phase GO/G1 au dépend du
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nombre de cellules en phase S. Toutefois, les variations sont faibles et I’effet observé ne semble
pas dose-dépendant. La phase G2/M quant a elle n’est pas modifiée. Des durées de contact
supérieures avec le carbéne n’entrainent pas de différences significatives par rapport aux
témoins. L’augmentation de la proportion de cellules en phase GO/G1 a 0,5uM et 1,2uM, de
méme que la baisse de la proportion en phase S pour 1,2uM et 2,4uM soulévent cependant
plusieurs remarques. Tout d’abord, ces perturbations sont fugaces (24h et rien au-deld). La
brieveté de la perturbation suggére bien un effet du carbéne sur le cycle cellulaire des cellules
LNCaP mais aussi, en paralléle, la capacité de ces cellules a mettre en place rapidement une
correction. L’éventuel arrét en phase G0/G1 avec augmentation de la phase subG1 est un signal
fort pour le déclenchement de I’apoptose (Wu et al., 2016). Toutefois, dans I’analyse de la mort
cellulaire par cytométrie en flux, cela ne se manifeste pas par une augmentation de 1’apoptose

au-dela de 24h a 1,2uM de carbeéne, si ce n’est a des temps plus longs (96h — Figure 75).

De facon plus générale, alors que les concentrations correspondant aux ICso (4uM, PC3
et 2,4uM, LNCaP) ont un fort impact sur la survie cellulaire avec une augmentation importante
du nombre de cellules en apoptose tardive, aucune modification majeure du cycle cellulaire,
notamment en phase G2/M, n’est observée au cours du temps quelle que soit la concentration
en carbéne présente dans le milieu. L’apoptose tardive observée alors dans ces conditions

apparait indépendante d’un controle du cycle en phase G2.

Quant aux effets des irradiations sur les cycles des deux lignées cellulaires (Figures 83
et 84), nous notons une différence de comportement révélant une plus forte sensibilité des
cellules a ce type de traitement. Sur les cellules PC3 (Figure 83) I’effet le plus notable est
observé uniquement pour la dose 5Gy avec une diminution de la proportion de cellules en phase
GO0/GT1 au profit de la phase S. Cet effet semble s’amorcer a 24h et 48h puis se confirme a 72h.
Aucune modification significative de la phase G2/M n’est par contre observée. Rappelons que
les cellules PC3 ont révélé, lors de I’analyse par cytométrie des processus de mort cellulaire,
une tres faible sensibilité a I’irradiation que notre analyse ici tendrait a confirmer. La mort des
cellules suite a ce traitement passerait principalement par un processus apoptotique qui ne serait
pas dépendant d’un contrdle du cycle en phase G2 mais, éventuellement, d’un contrdle altéré

en phase GO/GL1.
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Figure 82: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbene sur le cycle cellulaire dans les
cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 experiences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Figure 83: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations sur le cycle cellulaire des
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Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des letires différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Concernant la lignée cellulaire LNCaP (Figure 84), déja plus sensible aux irradiations
par rapport a la lignée cellulaire PC3, un effet des irradiations est observé des 24h avec des
variations des proportions de cellules dans chaque phase du cycle. L’effet le plus remarquable
est une augmentation de la proportion de cellules en phase G2/M suite a I’irradiation 5Gy. En
parallele les baisses concomitantes de proportions de cellules en phase GO/G1 et S a 5Gy, vont
dans le sens d’un blocage dans la phase ultérieure. Cet état se confirme par la suite et, bien que
moins marqué, apparait également avec une dose de 2Gy. Ainsi la proportion de cellules en
phase G2/M, de moins de 30% au temps Oh, passe a une valeur proche de 40% deés 48h apres le
traitement 5Gy suggérant un blocage au niveau du contrdle G2/M. La perturbation du cycle
cellulaire et I’engagement d’une relativement forte proportion de cellules dans des processus

de mort par apoptose semblent corrélés pour ce type cellulaire.
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Figure 84: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations sur le cycle cellulaire des
cellules LNCaP & 0h (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a I’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Mais qu’en est-il lorsque les irradiations sont combinées au carbene ?

Les combinaisons de traitements étant nombreuses nous avons fait le choix, afin de
clarifier ’analyse, de ne montrer que quelques résultats significatifs. L’effet de différentes

combinaisons, comparé a celui des traitements est présenté sous 1’angle chronologique (Oh a

96h).

Le comportement des cellules LNCaP au cours du temps est tres peu altéré quel que soit
le traitement individuel ou combiné (non montré). Par contre, pour les cellules PC3 (Figure
85), I’irradiation 5Gy (A) entraine, a 24h, une diminution marquée de la population en phase
GO0/G1 au profit de la population en phase G2/M. Les proportions reviennent a leur état initial

dés 48h. Cet effet est retrouvé lors du traitement combiné.

Concernant 1’effet carbéne seul (B1 a B3), une augmentation progressive de la
population en phase GO/G1 au dépend de la phase S, suggérant un contrdle accru avant la
réplication de I’ADN, est observée. La phase G2/M n’est, quant a elle, pas significativement
impactée. L’engagement en phase S (réplication de I’ADN nucléaire) est une étape fortement
dépendante d’un apport énergétique (Kondo et al., 2000). Or nos expériences ont montré une
localisation préférentielle du carbene dans les mitochondries. Cette localisation pourrait

provoquer une perturbation du métabolisme énergétique justifiant cet arrét en phase G1.

Pour chaque dose de carbéne, la combinaison avec I’irradiation 5Gy induit une
répartition différente des phases du cycle avec, cette fois-ci, une surreprésentation de la phase
G2/M impliquant un arrét du cycle cellulaire, celui-ci est le plus marqué avec la concentration
2uM (C1 a C3).

L’effet de blocage en G2/M initi¢ par I’irradiation est amplifié lorsque le carbene est
présent dans le milieu, ce qui suggere de fagon nette une potentialisation de 1’irradiation par

cette molécule sur la capacité d’arrét du cycle.
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De récentes études ont montré un arrét de phases du cycle cellulaire induit par des
carbénes d’or et de rhénium respectivement sur des cellules de cancer colorectal et
pancréatiques. Dans le premier cas, 1’arrét, en phase G1/S était indépendant du statut p53 des
cellules mais serait plutdt la cause d’une induction de p21. Dans le deuxiéme exemple, les
complexes de rhénium induisaient un arrét du cycle en phase G2/M, avec une implication de la
phosphorylation de la kinase Aurora-A (Dabiri et al., 2019; Simpson et al., 2017). Globalement,
nos résultats montrant un arrét en phase GO/G1 pour les cellules LNCaP et aucun effet pour les
PC3 ne semblent tout de méme pas contradictoires et feraient plutdt ressortir I’implication de

p53 dans ce phénomeéne cellulaire.

L’exposition de cellules aux rayonnements ionisants a pour conséquence 1’activation de
multiples voies impliquées dans le maintien de leur intégrité géenétique. Des mécanismes de
réparation tels que la recombinaison homologue et la jonction d'extrémités non homologues
sont des réponses importantes des mammiféres aux CSB, mais la régulation du cycle cellulaire
est peut-étre le déterminant le plus important de la sensibilité aux rayonnements ionisants. Par
exemple, l'activation des points de contrdle du cycle cellulaire est une réponse cellulaire
courante suite aux dommages a I’ADN, afin de permettre aux mécanismes de réparation de
I’ADN de se mettre en place. Dans le cas échéant, un arrét irréversible de la croissance cellulaire
entraine les cellules vers la mort par apoptose ou par nécrose. L’implication de genes tels que
BRCA, CDK, p21, ATM et surtout de P53 a été montré dans la coordination de la réparation
de I'ADN avec la progression du cycle cellulaire et la mort cellulaire. Cet acteur clé, P53, est
impliqué dans la transition G2/M et plus significativement dans la transition G1/S. Par ailleurs,
la phase du cycle cellulaire détermine la radiosensibilité relative des cellules : celles en phase
G2 étant les plus radiosensibles, par rapport a celles en phase G1, encore plus radiosensibles

que celles en phase S (pour revue, Pawlik & Keyomarsi, 2004).

Concernant les effets des irradiations sur les deux lignées cellulaires, il a été observé
des différences de comportement en fonction de la dose d’irradiation mais également du type
cellulaire : globalement, les cellules de la lignée LNCaP sont sensibles dés 2Gy et subissent un
blocage en G2/M assez précoce et maintenu dans le temps avec la dose d’irradiation de 5Gy,
contrairement aux cellules de la lignée PC3 dont le cycle cellulaire n’est pas affecté par les
irradiations. En effet, méme si aucune modification n’est observée au niveau de la phase G2/M,
néanmoins, il a été observé une diminution des proportions de cellules dans les phases G0/G1

et S. Cette différence de comportement est notamment due au statut de la protéine p53 dans les
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deux lignées cellulaires. En effet, il est bien decrit par la littérature que les blocages dans les
phases GO/G1 et G2/M, observés suite a des irradiations dépendent de la protéine p53
fonctionnelle (Graves et al., 2000; Hsu et al., 2000; Kastan et al., 1991). Une analyse de la
prolifération des cellules de la lignée PC3, en se basant sur I’expression de Ki67, un marqueur

de prolifération, permettra de compléter les résultats obtenus sur cette lignée cellulaire.

De maniere intéressante, les cellules LNCaP ont montré un arrét transitoire de leur cycle
cellulaire en phase GO/G1 suite au traitement aux carbéne et un arrét en phase G2/M suite aux
irradiations, montrant un effet différentiel des deux traitements. Cependant, aucun effet n’a été
observé avec chacune des combinaisons, ce qui pourrait suggérer une mise en place de systemes
de réparations suite au traitement avec le carbene, qui empécherait une quelconque
potentialisation des effets des irradiations. Ceci renforce une fois de plus, notre hypothése sur

une potentielle sélection de cellules résistantes.

Contrairement aux cellules LNCaP, les cellules PC3 ont montré une insensibilité face et
au carbéne, et aux irradiations mais de maniére intéressante, un arrét du cycle dans la transition
G2/M a été mis en évidence par notre étude. Le role ou I’implication de p53 semble tout de

méme ressortir de la différence flagrante entre les deux lignées cellulaires.

L’analyse des cassures générées pourrait également permettre d’expliquer le
comportement des cellules, étant donné que la radiorésistance des cellules n’est pas en lien avec
I’arrét ou la durée de I’arrét du cycle cellulaire mais plut6t avec le nombre de CDB non réparées

(Dikomey et al., 1998).

La quantification des cellules en sub-G1 (mortes) aurait également pu compléter les
résultats d’analyse de la mort cellulaire. Cependant, 1’outil d’analyse utilis€¢ ne nous a pas

permis de déterminer ce parametre.

L’ensemble de ces résultats montrent des perturbations cellulaires dus d’une part par le
carbéne et d’autre part par les irradiations. De maniere intéressante, des différences de
comportement semblent ressortir entre les deux lignées cellulaires probablement du fait de leur
statut p53, et ce, sur plusieurs aspects (survie, cycle cellulaire, mort cellulaire), mais egalement
aussi par rapport a leur statut AR et PTEN. Ces perturbations cellulaires, pourraient étre le reflet
de perturbations mitochondriales ou encore engendrer ces derniéres. Une analyse des effets du

carbene et/ou des irradiations sur certains parametres mitochondriaux nous permettra de faire
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le point ou du moins, nous donner des pistes de réflexion.

I11. Réponses mitochondriales aux différents traitements

La perméabilisation des membranes mitochondriales, en conduisant a la mort cellulaire
par relargage des protéines pro-apoptotiques dans le cytosol, est une étape importante du
processus apoptotique. D’une maniére plus générale, I’effondrement du potentiel de membrane
est un facteur de prédiction de 1’apoptose particuliérement fiable. Dans notre étude, nous avons
observé que certaines combinaisons carbene/irradiation conduisaient a une potentialisation de
I’effet de I’irradiation sur la survie cellulaire et que le processus de mort cellulaire impacté était
plus particulierement I’apoptose. Par ailleurs, I’analyse du cycle cellulaire met en évidence des
perturbations dans la transition G1/S du cycle ainsi qu’un blocage en G2/M consécutif a une
irradiation 5Gy celui-ci étant amplifié par le carbéne. De plus, la localisation mitochondriale de
I’or pourrait suggérer une perturbation de de I’intégrité de la membrane mitochondriale. Ces
différentes observations nous ont donc conduits a nous intéresser a I’implication éventuelle de
la mitochondrie dans les phénomeénes observés. Nous avons tout d’abord étudié¢ I’impact des

différents traitements sur le potentiel de membrane mitochondrial.
A. Effets sur le potentiel de membrane mitochondrial (A%¥m)

Le potentiel de membrane a été étudié par cytométrie en flux selon le protocole décrit
dans la rubrique Matériels et Méthodes. Dans cette partie, nous aborderons dans un premier
temps, les effets du carbéne seul, puis des irradiations seules et nous terminerons par les effets
des différentes combinaisons sur le potentiel de membrane mitochondrial des lignées cellulaires
PC3 et LNCaP. Les analyses ont été réalisées sur les temps « habituels » post-irradiation soit
3h de carbene suivi ou non d’une irradiation (temps Oh, 24, 48, 72 et 96 heures), mais aussi sur
des durées plus courtes (0, 3, 6 et 18 heures). Le CCCP, un découplant mitochondrial, est utilisé
afin d’engendrer une baisse de potentiel membranaire significative et ainsi valider la sonde
utilisée (JC-1).

Suite au traitement par le CCCP, une dépolarisation supérieure a 90%, quel que soit le
modele cellulaire, est observée (Figure 86), validant ainsi la méthodologie mise en ceuvre. Les

cellules PC3 soumises a des doses croissantes de carbéne montrent une augmentation de la
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dépolarisation a partir de 24h avec un effet significatif de la concentration 4uM. A partir de
48h, cet effet semble dose-dépendant, toutefois alors qu’il persiste a 4uM, il s’estompe au cours
du temps pour les concentrations les plus faibles. Les cellules LNCaP quant a elles (Figure 87)
se distinguent par des valeurs ¢élevées de dépolarisation (de 1’ordre de 40%) des 3h, quel que
soit le traitement (contrdle et carbéne). Cependant, comme pour les PC3, le potentiel de
membrane est sensible a la plus forte concentration (ICso - 2,4uM) a partir de 72h avec toutefois
une perte de potentiel plus marquée, équivalente a celle obtenue avec le découplant suggérant

une plus grande sensibilité de leur part.
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Figure 86: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbéne sur la dépolarisation de la
membrane mitochondriale des cellules PC3 exprimée en proportion (%) de cellules dépolarisées par
rapport a la population totale a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.

Elles ont été analysées a |'aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Figure 87 : Analyse par cytométrie en flux des effets du carbéne sur la dépolarisation de la
membrane mitochondriale des cellules LNCaP exprimée en proportion (%) de cellules dépolarisées par
rapport a la population totale a Oh (A) et a 96h (B).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

Le carbéne interfére donc avec les processus impliqués dans le maintien du potentiel de
membrane mitochondrial mais seulement pour des concentrations €levées et pour des temps

relativement longs.

Lorsque ces cellules sont soumises a des irradiations (Figures 88 et 89 — graphes c et
d), le potentiel de membrane est perturbé mais seulement avec une dose de 5Gy. Cette
perturbation est initiée aprés 6h pour les cellules PC3 et plus rapidement pour les cellules
LNCaP (0h). A I’image de ce qui est observé pour I’effet du carbéne, les cellules LNCaP sont
plus sensibles que les cellules PC3, avec une perte de potentiel a 18h équivalente a celle du
découplant mais comme cela a été noté précédemment, les cellules LNCaP présentent un niveau

basal de dépolarisation relativement élevé (Figure 89, graphe a).
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Dans le cas des cellules LNCaP, ces observations peuvent étre mises en paralléle avec
les résultats obtenus lors de I’analyse des processus de mort cellulaire par cytométrie. En effet,
un taux relativement élevé de cellules en apoptose précoce et tardive a été observé dans les
conditions basales (Figure 73) et accentué suite aux traitements par le carbéne (Figure 75) et
les irradiations (Figure 77). De la méme fagon la corrélation entre potentiel de membrane et
apoptose est visible dans le cas des cellules PC3 avec une chute de potentiel membranaire initiée
entre 24 et 48h avec 4uM de carbéne suivie de la mort cellulaire par apoptose (Figure 74).
L’ensemble de ces phénoménes suggere la part importante de 1’apoptose d’origine

mitochondriale dans ces processus de mort cellulaire liés au carbéne ou aux irradiations.
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La combinaison des deux traitements ne révéle pas de potentialisation. En effet, sur la
lignée PC3 (Figure 88, graphes e), une irradiation de 2Gy en présence de carbéne 4uM (ICsp)
ne modifie pas le profil par rapport a celui observé en présence de carbene seul ; ’effet observé
sur le potentiel de membrane n’est donc dii qu’au carbéne. L’irradiation & 5Gy en présence de
carbéne 4uM quant a elle, présente un profil similaire a celui de I’irradiation seule avec
cependant une intensité Iégerement plus élevée (environ +15%) qui ne permet pas de conclure
sur une réelle potentialisation de I’irradiation par le carbéne sur ce processus. Concernant les
LNCaP (Figure 89) le niveau basal de dépolarisation obtenu avec 2,4uM de carbéne est éleve
et ’addition des irradiations ne montre pas d’évolution significative du profil, suggérant 1a aussi

I’absence de potentialisation pour les deux doses d’irradiation.

Nos résultats montrent une forte dépolarisation basale des cellules LNCaP non
retrouvée dans la littérature. Méme si la sonde JC-1 utilisée est fiable, des analyses similaires
pourraient étre réalisées avec une autre sonde comme le Mitotracker® par exemple afin de nous

affranchir de ce biais.

L’atteinte du potentiel de membrane mitochondrial a ét¢ démontrée dans plusieurs
études utilisant des carbenes. Méme si elles convergent toutes vers une augmentation de la
dépolarisation de la membrane mitochondriale, les conséquences qui découlent de ces
événements semblent dépendre du type cellulaire mais également du type de carbéne utilisé
(Baker et al., 2006; Eloy et al., 2012; Li et al., 2015, 2020). Nous pourrions logiquement penser
que la perte du potentiel de membrane mitochondriale et donc de I’intégrité de cette dernicre
ne menerait qu’a un déclenchement de la voie mitochondriale de I’apoptose. Cependant,
’activation de la voie de I’ AIF a été mise en évidence par les études d’Eloy et ses collaborateurs
(Eloy et al., 2012). Ainsi, la chute du potentiel observée dans nos deux lignées cellulaires
pourrait expliquer 1’activation de 1’apoptose précédemment décrite, impliquant les voies

intrinseques et/ou extrinséques.

Contrairement a nos résultats, la littérature montre une augmentation transitoire
suivie d’une baisse de la polarisation de la membrane mitochondriale lorsque les cellules sont
irradiées. Cependant, les doses utilisées ne sont pas les mémes : elles vont de 10 a 30 Gy environ
dans ces études contre un max de 5Gy dans la nétre (Shimura et al., 2017; Yamamori et al.,
2012b). De plus, le type cellulaire pourrait également expliquer ces différences. Cette

augmentation était toutefois couplée a un arrét du cycle cellulaire dans la phase G2/M.
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Globalement, que ce soit face au carbéne ou aux irradiations, les cellules LNCaP
montrent une certaine sensibilité par rapport aux cellules PC3. Notons également que
paradoxalement, les cellules PC3 ont montré une perturbation importante du potentiel de
membrane mitochondriale tout en montrant des perturbations assez faibles en termes
d’apoptose : en effet, les résultats obtenus par cytométrie en flux semblent contradictoires ou
du moins semblent faire ressortir un mécanisme de protection des cellules leur évitant la mort
cellulaire par apoptose. Encore une fois, le statut p53 de cette lignée cellulaire y jouerait

beaucoup. L’étude des systémes de réparation de I’ADN pourrait compléter cet aspect.

Rappelons que 1’objectif initial de ce travail est centré sur le ciblage mitochondrial des
cellules prostatiques par le carbéne-Or afin d’engager une radiosensibilisation de cellules
prostatiques. Plusieurs observations faites précédemment : localisation in cellulo du carbéne,
survie cellulaire, apoptose, potentiel de membrane, montrent des perturbations importantes en
présence de carbeénes voire en présence de carbenes et d’irradiation ce qui est en faveur d’une
capacité de radiosensibilisation de ces éléments organo-métalliques. Ces observations tendent
a converger vers la mitochondrie et leur altération lors des traitements suggere des perturbations
du métabolisme mitochondrial au sens large. Afin d’estimer, au niveau moléculaire, les
modifications de I’environnement mitochondrial susceptibles d’étre a I’origine de ces processus
et, ainsi, mieux comprendre le réle des mitochondries dans les réponses cellulaires aux
traitements, nous avons effectué une analyse de certains acteurs de la biogénése mitochondriale

et des phosphorylations oxydatives.

B. Biogenése mitochondriale

La biogénése mitochondriale est un processus multifactoriel faisant intervenir, entre
autre, des éléments métaboliques (énergétiques) et de la signalisation cellulaire dans laquelle la
protéine PGC-1a (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor gamma Coactivator 1 alpha)
joue un role clé. En effet, cette protéine favorise 1’augmentation des quantités d’ADNmt, des
sous-unités de la chaine respiratoire, etc... (Handschin & Spiegelman, 2006). Une variation de
la protéine PGC-1 a, est souvent corrélée a des modifications mitochondriales (augmentation

de la masse mitochondriale, des activités respiratoires, ...).

Nos analyses (Figure 90) ne mettent pas en évidence de variation notable de la protéine
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au cours du temps suite a une irradiation de 2Gy et/ou en présence de carbene 0,5uM. Toutefois
des concentrations plus élevées de carbene semblent entrainer une diminution de la quantité de

PGC-1 a qui s’initie a 2uM pour disparaitre totalement a 96h en présence de 4uM de carbéne.

Sans irradiation Irradiation 2Gy

PM 0 24 48 72 96 STS PM 0 24 48 72 96 STS
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Figure 90: Analyse par Western-blot des effets du carbéne en présence ou en absence d’une
irradiation de 2GYy, de [’accumulation de PGC-/a dans des cellules PC3.

PM : Poids moléculaires (95 : position du marqueur 95kDa), les chiffres indiquent les durées
post-irradiation (Oh a 96h), STS : traitement a la staurosporine. La fleche (gauche et droite) indique la
position de la protéine (92kDa). La bande inférieure dans chaque cadre présente le témoin de dépo6t :
tubuline; n=1.

C. Effets sur ’expression de protéines de la chaine respiratoire

L’impact du carbéne et/ou des irradiations sur la dépolarisation de la membrane
mitochondriale nous a poussés a aller voir du cdté de la chaine respiratoire qui pourrait étre
modifiée. Cette hypothése a été vérifiée en quantifiant I’expression de cing protéines impliquées
dans la chaine respiratoire par 1’utilisation d’un cocktail les ciblant a la fois : NDUFB8

(complexe 1), SDHB (complexe II), UQCR2 (complexe I11), COX2 (complexe 1V) et ATP5a
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(complexe V). De plus, I’expression de Rieske, une protéine impliquée dans le complexe Il a

également été analysée.
1. Analyse globale

Le métabolisme énergétique mitochondrial est fortement dépendant de 1’organisation
correcte des complexes de la chaine respiratoire. De nombreux déficits énergétiques sont
associés a des altérations de ces complexes (absence, mutations, défauts d’assemblage) (Russell
& Turnbull, 2014). Ces perturbations conduisent & des modifications du potentiel de membrane
pouvant aller jusqu’a I’apoptose. Les résultats obtenus au cours de notre étude, a la fois sur
I’apoptose et le potentiel de membrane nous ont incités a analyser I’impact des traitements sur

les complexes respiratoires.

L’expérience réalisée ici est faite sur des échantillons cellulaires qui ont été incubés en
présence de carbéne (ou DMSO) durant 3h puis le carbéne a ensuite été éliminé et 1’incubation
s’est poursuivie dans un milieu dépourvu de carbene durant le temps indiqué. Le protocole est
donc modifié par rapport aux expériences précédentes. Cette modification a été réalisée afin de
se placer dans des conditions expérimentales permettant de dissocier la toxicité du carbene sur

le long terme de ’effet radiosensibilisation seul.

Seuls les profils correspondant aux conditions contréle (DMSO) et 2uM de carbene avec

ou sans irradiation & 2 ou 5Gy sont présenteés (Figure 91).

Bien que préliminaire, ce premier résultat suggere que les traitements, qu’ils
soient individuels ou combinés, ont une incidence sur les complexes respiratoires. En effet,
nous observons sur 1’échantillon témoin DMSO/0Gy (Figure 91A) une légére prédominance
des signaux correspondant a NDUFB8 (complexe 1) et SDHB (complexe 1) et une répartition
entre les différentes sous-unités qui n’évolue pas au cours du temps. Sous I’effet d’une
irradiation a 2 ou 5Gy (Figure 91 B et C), une augmentation de la proportion relative d’ATP5a
(complexe V) par rapport a UQCR2 (complexe 111) est observée, ce dernier devenant quasiment
indétectable deés 2Gy. Aucune évolution au cours du temps n’est décelable. Suite a I’incubation
des cellules 3 heures en presence de carbene a 2uM, une augmentation notable de NDUFB8
(complexe 1) et SDHB (complexe Il) semble induite alors que I’intensité correspondant aux
trois autres complexes est relativement similaire a celle observée au niveau du contréle (Figure

91D). La encore, aucun effet temps ne peut étre affirmé. Enfin, lors du double traitement

267



carbene + irradiation, outre I’impact sur ATP5a (complexe V) bien visible a 2Gy, on note une
perturbation transitoire des complexes | et IV entre 3 et 6h post-irradiation avec une baisse de
leur proportion relative. Dés 24h, une restauration de ces 2 complexes et, de facon
concomitante, une diminution d’ATP5a (V) sont observées. Les profils suggérent par ailleurs
une évolution au cours du temps avec, progressivement, une prédominance d’ATP5a (V) au
dépend des quatre autres, toutefois cette observation ainsi que, plus généralement, 1I’ensemble

du résultat présenté ici doit étre confirmé.
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Figure 91 : Analyse par Western-blot des effets du carbéne 2uM, d’une irradiation de 2Gy ou
5Gy ou de la combinaison, sur I’accumulation de sous-unités représentatives de 5 complexes : ClI
(NDUFBS, CII (SDHB), CllI (UQCRC?2), CIV (Coxll), CV (ATP5A) dans des cellules PC3 entre Oh et
96h.

Les nombres 70,55, 40, 35, 25 et 15 indiquent la position des marqueurs de PM correspondants. A :
sans traitement, B et C : irradiation 2 et 5Gy respectivement, D : traitement au carbéne a 2uM, E et F
: double traitement carbéne 2uM + 2 ou 5Gy respectivement. Partie supérieure : coloration au rouge
Ponceau, partie inférieure : western blot (n=1).
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2. Analyse de Dl’accumulation de la protéine Rieske, sous-unité du

complexe 111

L’analyse globale des complexes de la chaine respiratoire montre une altération des
complexes et, concernant le complexe Ill, une variation de son intensité suite aux irradiations.
Afin d’aller plus loin dans 1’analyse de 1’évolution de ce complexe, nous avons étudié

I’accumulation de 1’un de ses constituants : la protéine Rieske.

En conditions normales (Figure 92, gauche : OuM et DMSO sans irradiations), la
quantité de protéine Rieske est stable au cours du temps (0 a 96h) et les irradiations n’ont en
elles-mémes aucun effet significatif sur I’accumulation de la protéine (Figure 92, droite : OuM

et DMSO avec irradiations).

Par contre, nous pouvons noter une disparition progressive de la protéine Rieske au
cours du temps en lien avec I’augmentation de la concentration de carbéne allant jusqu’a une
disparition de la protéine dés 48h d’incubation pour des concentrations de carbéne égales a
4uM.

L’ensemble des expériences ont été réalisées en maintenant 1’incubation avec le carbéne
tout au long de la cinétique- La partie basse de la figure (pointillé) illustre le résultat obtenu
lorsque les cellules sont en présence de carbene 4uM durant 3h puis éventuellement soumises
a I’irradiation. Le carbéne est ensuite éliminé par changement du milieu. De fagon intéressante
I’accumulation de la protéine Rieske faible a Oh (soit apres 3h d’incubation en présence du
carbeéne) est encore plus faible a 24h mais augmente ensuite progressivement jusqu’a 96h. Ce
résultat important indique que le carbéne joue majoritairement un role lors de la synthése de la
molécule Rieske et que cet effet est réversible puisque la suppression du carbéne permet un

retour & la normale.

Il apparait donc clairement que le carbéne est capable de déstabiliser 1’organisation
globale de la chaine respiratoire avec des actions plus spécifiques comme observé ici sur la
protéine Rieske. Ces perturbations moléculaires pourraient étre a 1’origine des atteintes

fonctionnelles constatées sur le potentiel de membrane mitochondrial.

La protéine Rieske possede un centre Fe-S sous un état Felll, propice aux échanges avec

I’or (Ali et al., 2014; Y. Ouyang et al., 2018). Ceci pourrait expliquer nos résultats obtenus en
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présence de carbene sur la perte de I’accumulation de Rieske mais également la déstabilisation

des sous-unités du complexe III (méme dans des conditions ou le carbéne n’est maintenu que

3h).

Sans irradiation Irradiation 2Gy
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Figure 92: Analyse par Western-blot des effets du carbéne en présence ou en absence d’une
irradiation de 2Gy, sur l’accumulation de la protéine Rieske (cellules PC3).

PM : Poids moléculaires (28 : position du marqueur 28kDa), les chiffres indiquent les durées
post-irradiation (Oh a 96h), STS : traitement a la staurosporine. La fléche indique la position de la
protéine (26kDa). La bande inférieure dans chaque cadre présente le témoin de dépot : tubuline ; n=3.

Les résultats obtenus sur 1’expression des protéines de la chaine mitochondriale sont

toutefois & prendre avec précaution puisque ces expériences n’ont été réalisées qu’une seule

fois. Nous pouvons cependant nous fier a I’analyse faite sur I’expression de Rieske puisque les

experiences ont été realisees trois fois et la présence de référence (ici, la tubuline, assez

uniforme sur les différentes pistes), nous a permis de comparer les différentes conditions.
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Les composés organo-métalliques sont des élements utilises depuis plusieurs annees
dans le cadre des stratégies thérapeutiques anti-tumorales pour plusieurs types de cancers (pour
revues, Contel & Nayeem, 2021; Rottenberg et al., 2021). Ils ont largement contribué a

I’amélioration des approches chimiothérapeutiques.

De nouvelles stratégies sont en plein essor concernant ces composés en derivant leur
destination initiale vers des approches radiothérapeutiques (Zeng et al., 2021). Parmi ces
molécules, les études sur les carbénes restent encore minoritaires par rapport a celles sur les
nanoparticules par exemple. L’étude développée dans ce manuscrit nous permet d’avoir une
vue globale et d’évaluer ’implication de la mitochondrie a la fois dans les processus de
radiorésistance du cancer de la prostate, mais aussi dans les stratégies de radiosensibilisation
via le ciblage de cet organite.

Nos travaux ont été réalises sur deux lignées cellulaires : PC3 et LNCaP. Les différences
de ces deux lignées quant a I’expression de AR permet dans un premier temps d’avoir deux
profils différents ayant lieu dans la progression du cancer de la prostate : la dépendance aux
androgenes, participant a I’initiation de la tumorigénése, puis la perte de cette dépendance
associée aux cancers résistant a la castration ou a la radiothérapie (Abate-Shen & Shen, 2000).
Elles different également quant a I’expression de p53, surnommeé « gardien du génome » et dont
les mutations jouent un role essentiel dans la progression tumorale (Horoszewicz et al., 1980,
1983; Kaighn et al., 1979; Mantovani et al., 2019).

I. Choix des composés organométalliques

L’essor de la nanomédecine a permis le développement de divers types de composés
organométalliques tels que les nanoparticules et les carbenes. Nombreuses sont les études sur
les nanoparticules et méme si plusieurs études ont montré leur internalisation cellulaire, les
carbenes nous ont semblé plus intéressants pour plusieurs raisons. Un des objectifs de nos
travaux était de cibler la mitochondrie. Les carbenes sont des cations de Skulachev. Ils
possédent une structure organique lipophile et cationique leur permettant de traverser les
membranes hydrophobes et de s’accumuler du c6té matriciel mitochondrial ou le potentiel est
plus électronégatif (Liberman et al., 1969). De plus, la localisation mitochondriale de carbénes-

or a été démontrée dans d’autres mode¢les cellulaires (Baker et al., 2006; Hickey et al., 2008).
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D’autre part, les potentiels de membranes plasmiques et mitochondriales des cellules tumorales
sont plus élevés que dans une cellule « normale » (Davis et al., 1985) font que ces cations
lipophiles vont davantage cibler les cellules tumorales. Par ailleurs, 1’or est un métal toléré
physiologiquement. Tous ces points portent a croire que le carbene choisi pourrait étre un agent
thérapeutique intéressant. Enfin, la combinaison entre un carbene a ciblage mitochondrial et
des irradiations X n’a jamais été réalisée encore, ce qui attribue une certaine originalité a ce

projet. Ce dernier point nous permet d’aborder et de discuter notre choix de type d’irradiation.

I1. Choix du type de radiations ionisantes et des doses d’irradiation

Les photons (rayons X, rayons gamma) et les hadrons (protons et ions carbone) sont tres
utilisés en radiothérapie. Des études ont montré par des simulations Monte Carlo, une meilleure
radiosensibilisation des cellules en utilisant des photons d’énergie de 1’ordre du keV, par rapport
a des protons ou ions carbone. De plus, plus 1’énergie était basse, plus ’efficacité était
importante : en effet, des SER de 1,36 ; 1,04 et 1,01 furent obtenus avec des rayons X de 50
keV, 250 keV et 1MeV (Rudek et al., 2019).

Notre choix des rayons X a été également influencé par la disponibilité d’un irradiateur
arayons X sur le site du campus (Pavirma). Enfin, le choix de la dose d’irradiation de 2Gy s’est
fait en se basant sur les doses pratiquées en radiothérapie conventionnelle (Haute Autorité de
la Santé, Société Francaise de Radiothérapie Oncologique) et celle de 5Gy, dans le but d’induire

plus de dégats.
I11. Impacts cellulaires et mitochondriaux de nos traitements
A. Impact du carbene seul

Plusieurs aspects cellulaires ont été analysés dans nos travaux. Tout d’abord, nos
résultats confirment la localisation mitochondriale du carbene, et ce, dans les deux lignées
cellulaires (Figure 59). La caractérisation du carbéne a permis de mettre en évidence ses
capacités cytotoxiques et cytostatiques : en effet, il inhibe la prolifération et la croissance
cellulaire. Ceci s’est manifesté par une légere augmentation de populations apoptotiques et
nécrotiques (uniquement aux fortes concentrations) dans les cellules PC3. Cette augmentation

était plus marquée dans les cellules LNCaP qui dés le départ montraient une sensibilité plus
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marquée par rapport au premier type cellulaire. Toutefois, dans les cellules PC3, I’analyse
d’acteurs moléculaires impliqués dans le déclenchement de 1’apoptose (clivage de la PARP)
(données non montrées), n’a pas permis de mettre en évidence les mécanismes mis en jeu,
méme si le potentiel de membrane mitochondriale a été altére par la présence du carbéne. De
plus, nos analyses sur le déclenchement de 1’autophagie sont restées infructueuses. Les analyses
du cycle cellulaire par cytométrie en flux, des dommages de I’ADN par southern blot et de
I’expression par western blot de yH2AX et 53BP1 (données non montrées), deux acteurs
impliqués dans les réparations de dommages, sont egalement restées infructueuses. Méme si les
mécanismes de cytotoxicité du carbene ne sont pas clairs dans les cellules PC3, il en ressort
tout de méme d’une part, une implication de la mitochondrie, matérialisée par la perte du
potentiel de membrane mitochondriale mais également par les altérations des sous-unités de la
chaine respiratoire. Ce dernier point correle parfaitement avec I’expression de Rieske, une
protéine du complexe 111, dont I’accumulation décroit de maniére dose et temps- dépendants.
La légére perte de PGC-1a peut également étre liée a ces événements. En effet, une baisse
transitoire de son accumulation a été observée entre 72 et 96 heures apres un traitement avec
4uM de carbene. La perte de ce facteur est liée a une agressivité du cancer de la prostate, en

induisant c-myc (Torrano et al., 2016).

Le comportement des cellules LNCaP est cependant différent sur certains aspects et
pourrait par conséquent nous donner quelques pistes de réflexion sur les observations faites sur
les cellules PC3. En effet, méme si seule la cytotoxicité du carbene a pu étre déterminée dans
cette lignée cellulaire (détermination de 1’ICso), ces derniéres ont montré une entrée en apoptose
et nécrose plus importante par rapport a la lignée cellulaire PC3. Combinée a cette observation,
un arrét dans le cycle en phase GO/G1 a également été observé suite au traitement au carbéne
dans la lignée LNCaP. Ainsi, les mécanismes impliqués dans la cytotoxicité du carbéne dans
les cellules LNCaP dépendraient probablement de p53, puisque ces observations n’ont pas été
faites sur les cellules de la lignée PC3. Des expériences dans le but de comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans la mort cellulaire et le cycle cellulaire de ces cellules
restent toutefois a faire. La faible adhérence de ces cellules, ainsi que leur faible capacité a

cloner pourrait étre palliée par 1’utilisation de sphéroides.
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B. Impact des irradiations

Les comportements des deux lignées cellulaires semblent similaires quant aux effets des
irradiations, a quelques exceptions prés. La prolifération des cellules PC3 est sensible a une
irradiation de 5Gy contrairement a la dose de 2Gy. Dans ce cas, des voies apoptotiques sont
également impliquées, certes dans une moindre mesure et ce, malgré la dépolarisation de la
membrane mitochondriale. De méme, le déclenchement de mécanismes tels que le clivage de
la PARP et des caspases 3 et 9 n’ont pas été relevés (données non montrées). L’analyse
d’autres voies de mort cellulaire, I’autophagie en 1’occurrence s’est également révélée
infructueuse. De la méme maniére, les analyses de dommages a I’ADN par southern blot et par
western blot n’ont pas donné de résultats concluants malgré de nombreuses répétitions. Cela
pourrait s’expliquer par un taux de protéines trop faible a détecter ou un manque de spécificité
des anticorps dans le cas du western blot. Malgré la présence d’un contrdle positif (cellules
irradiées a 15Gy), aucune bande n’ayant été détectée, nous pencherons plutdt du coté de la
premiere hypothese. En southern blot, malgré une spécificité des amorces, aucune augmentation
des cassures n’a été observée malgré une longue exposition des membranes lors des révélations,

probablement a cause d’un faible taux de cassures par rapport aux formes totales.

Le cycle cellulaire n’est pas non plus atteint, contrairement a ce a quoi nous aurions pu
nous attendre, en nous basant sur les données de la littérature. Tout comme les cellules PC3, les
cellules LNCaP ont montré une induction de 1’apoptose mais également de la nécrose a la suite
des irradiations. Mais contrairement aux cellules PC3, cette induction de la mort cellulaire serait
une conséquence d’un arrét en phase G2/M et de la perte du potentiel de membrane

mitochondriale.

Les comportements des deux lignées cellulaires nous font ainsi penser a des mécanismes

différents mis en place, indépendamment du statut p53, notamment pour la lignée PC3.

C. Le carbéne radiosensibilise-t-il les deux lignées cellulaires

prostatiques ?

Notre étude a montré une potentialisation des effets des irradiations par le carbéne sur

les capacités prolifératives et de croissance des lignées. Toutefois, les mécanismes mis en place
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et les comportements des deux lignées different également. Dans les cellules PC3, la
radiosensibilisation passerait par I’induction de 1’apoptose, observée uniquement a de fortes
doses (ICso + 5Gy). Un arrét du cycle cellulaire est également impliqué dans ces mécanismes :
en effet, alors que ni le carbéne, ni les irradiations n’induisent de modifications du cycle
cellulaires de la lignée PC3, la combinaison des deux traitements mene a un arrét du cycle en
phase G2/M. Ainsi, les cellules n’arriveraient pas a réparer les dommages induits et rentreraient
donc en apoptose. Les mécanismes de déclenchement de ’apoptose passeraient par une
dépolarisation de la membrane mitochondriale, une altération des sous-unités de la chaine
respiratoire, méme si aucune potentialisation due a la combinaison n’est observée a ces niveaux
en raison de la forte cytotoxicité du carbene. Pour les mémes raisons de forte cytotoxicité du

carbéne, aucune radiosensibilisation n’a été observée sur la lignée LNCaP.

A de faibles concentrations de carbéne, une sélection de cellules résistantes pourrait se
mettre en place, permettant ainsi aux cellules d’abroger les effets de la combinaison des
traitements et par conséquent de proliférer dans le temps. L’analyse de systémes de réparation
serait une piste importante pour la compréhension du comportement cellulaire & ces doses. Une
partie de ces cellules mettrait ainsi en place des mécanismes de survie qui pourraient impliquer
Akt. Akt est activée par plusieurs cascades de signalisation, parmi lesquelles, majoritairement
la liaison de ligands aux récepteurs a tyrosine kinase (RTK), aux récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR), aux Integrin-linked kinases (ILK). L’activation de ces voies induit un
recrutement d’Akt a la membrane cellulaire et son activation par phosphorylation de résidus
sérine et thréonine. Par ailleurs, les GPCR peuvent également activer la voie PI3K-Akt en
transactivant les RTK. L’activation d’Akt par sa phosphorylation a été démontrée comme un
événement participant a la tumorigénése mais également a la progression et a la radiorésistance
du cancer de la prostate, en permettant la survie des cellules mais également la résistance a
I’apoptose (Chang et al., 2017; Xin & Deng, 2006). Sa phosphorylation a été corrélée a la perte
de PTEN. Un effet inhibiteur de nanoparticules d’or sur la progression du cancer de la prostate
dans des modeéles cellulaires et murins passant par une régulation des voies impliquant p27,
CHK1, lacycline D1, CDK1, p-AMP-activated protein kinase (AMPK) et Akt. Les mécanismes
mis en place impliqueraient une induction de voies apoptotiques dépendant de p53 (Lu et al.,
2017). De plus, une activation de la voie PI3K-Akt en réponse aux irradiations dans plusieurs
types de cancers dont le cancer de la prostate a été mise en évidence dans plusieurs études (Chen
et al., 2020; Gupta et al., 2002; Kim et al., 2006; Skvortsova et al., 2008).
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Lorsqu’elles sont irradiées, les cellules tumorales mettent en place divers mécanismes
de réponse aux dommages a I’ADN afin de se protéger comme par exemple un arrét transitoire
du cycle cellulaire. Suite a cela, des mécanismes de réparation de I’ADN comme le NER, le
BER, et les voies de réparation des CDB sont mis en place : HR pendant la phase G2/M ou
NHEJ pendant toute la durée du cycle cellulaire (Hoeijmakers, 2001). Le role d’ Akt a été mis
en évidence dans ’activation des voies de réparation des CDB (Toulany, 2019; Toulany &
Rodemann, 2015). Ainsi, le ciblage de cette voie par des anticorps monoclonaux ou des
inhibiteurs a été favorable dans la radiosensibilisation de lignées cancéreuses (Chang et al.,
2015). Cependant, cette radiosensibilité se perd par la suite par une réactivation de la voie de
signalisation PI3K-Akt, de maniére assez précoce (48 heures) dans certains modeles. En effet,
cette voie de signalisation occupe une place centrale dans 1’ensemble des mécanismes impliqués
dans la survie et la réponse aux thérapies de cellules tumorales. L’inhibition de la voie PI3K-
Akt, serait compensée par |’activation d’autres voies de signalisation telles que celles des
MAPK, elles aussi impliquées dans la tumorigénéese. Le ciblage de plusieurs acteurs de ces
voies pourrait étre encore plus favorable a la sensibilisation des cellules tumorales (pour revue,
lida et al., 2020). Ainsi, I’inhibition seule des MAPK dans la lignée cellulaire DU145 a induit
un baisse significative de la survie clonogénique et une activation de la mort cellulaire par
apoptose et par des voies non apoptotiques, notamment grace entre autres au statut de PTEN
dans cette lignée cellulaire (Hagan et al., 2000). De plus, la double inhibition des MAPK et
d’ Akt par I’antrocine sensibilisait les cellules tumorales prostatiques a la radiothérapie par une
inhibition de la voie de I'IGF (Insulin-Like Growth Factor) (Chen et al., 2018). Par ailleurs, la
combinaison d’inhibiteurs d’Akt et de la FGF (Fibroblast Growth Factor) a des effets additifs
en inhibant de multiples voies de signalisation et en atténuant la régulation positive
compensatoire de la signalisation FGFR induite par I'inhibition de I'AKT kinase, ceci dans des
modeles de cancer de la prostate in vitro et in vivo (Feng et al., 2017). De plus, une étude
clinique en phase II a montré les effets favorables de la combinaison d’un inhibiteur d’Akt,
I’Ipatasertib a I’ Abiraterone chez des patients résistant a la castration et qui présentent une perte
de I’expression de PTEN par comparaison & ceux qui étaient positifs 8 PTEN (de Bono et al.,
2019). Il serait alors intéressant d’analyser 1’activation d’Akt dans nos conditions
expérimentales, sur les lignées PC3 et LNCaP mais également sur une lignée cellulaire de
tumeur prostatique qui exprime PTEN comme les cellules de la lignée VCaP (issues de

métastases de vertebres lombaire et exprimant AR sous sa forme sauvage).
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Pris ensemble, nos résultats montrent la capacité radiosensibilisatrice du carbéne FC-
IX-19 en ciblant la mitochondrie et en induisant des mécanismes qui ne seraient pas dépendants
de p53. Les effets du carbéne ne passeraient pas par I’amplification des effets des irradiations

mais, du moins, par des dommages a la cellule, qui la radiosensibiliseraient en la fragilisant.
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PERSPECTIVES
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L’ensemble des résultats obtenus montre le potentiel radiosensibilisateur d’une
molécule de type carbene méme si les modalités ne semblent pas associées a un rehaussement
de dose local mais plutét entre autres a une déstructuration mitochondriale conduisant a une

sensibilité accrue aux rayonnements X.
Les perspectives que nous ouvrons dans ce cadre se déclinent en quatre grands axes :

e Acquisition de données comparatives plus larges entre les modeles cellulaires

e FEtude mécanistique des réponses cellulaires aux carbénes et aux irradiations
combinés

o Approfondissement des réponses mitochondriales

e Quverture a d’autres types de rayonnements

I. Acquisition de données comparatives plus larges entre les modéles cellulaires

Les résultats obtenus jusqu’a présent se heurtent a des difficultés de culture inhérentes
au modeéle LNCaP. Ils nécessitent d’étre approfondis et vérifiés sur les deux modeles cellulaires.
En effet, les cellules LNCaP présentent des caractéristiques complémentaires aux cellules PC3
mais comme évoqué précédemment, n’ont pas pu tre analysées sur certaines expérimentations

(comme la clonogénicité).

Ces aspects devront donc étre repris en utilisant par exemple différents types de

molécules d’adhérence (coating) permettant une meilleure croissance cellulaire.

L’expression de AR et la réponse des cellules LNCaP aux androgenes est aussi une
variable qu’il conviendrait d’exploiter dans le but d’améliorer le comportement et I’analyse de
ces cellules. L’addition de testostérone ou mieux, de DHT permettrait d’augmenter les capacités

de prolifération de ces cellules.
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I1. Etude mécanistique des réponses cellulaires aux carbénes et aux irradiations

combinées

Il ressort clairement de nos études que les mécanismes mis en place different entre les
deux lignées cellulaires. Ces différences seraient liées a leur statut p53 mais peut-étre également
a leur statut AR. L’analyse de I’expression de ces facteurs, surtout en présence de faibles
concentrations de carbénes et de dose d’irradiation pourrait apporter une piste supplémentaire
dans la compréhension des comportements de ces cellules. En effet, une perte de 1’expression
de AR pourrait étre associée a la mise en place de mécanismes de résistance. Dans ces mémes
conditions, ’analyse de systémes de réparation de dommages a I’ADN semble intéressante.
Ainsi, I’inhibition d’acteurs de HR et NHEJ pourrait étre couplée au double traitement afin de
voir 1’évolution dans le temps de nos différents paramétres cellulaires et mitochondriaux. Nos
analyses de southern blot et de western blot montrant une absence de cassures suite a aux
traitements et double traitements peuvent étre complétés par des analyses en

immunocytochimie avec I’observation de focis YH2AX et 53BP1.

L’analyse d’autres voies de mort cellulaire (apoptose dépendant des céramides,
mitophagie) semble également intéressant compte tenu dans un premier temps du
comportement des cellules PC3 face au clivage de la PARP, mais également face a 1’altération
du potentiel de membrane mitochondriale observée dans les deux lignées cellulaires. Associée
a ces points, I’étude de I’activation d’ Akt par sa phosphorylation nous permettrait d’avoir une

analyse plus compléte des mécanismes mis en jeu dans les cellules.

L’ensemble de ces études a de plus été réalisé¢ dans un contexte de cultures classiques
en 2 dimensions. La complexité de I’environnement tumoral et de la tumeur elle-méme avec
des zones hypoxiques voire anoxiques constitue un défi pour les approches radiothérapeutiques.
Le passage aux cultures en 3 dimensions de type sphéroides permettraient ainsi (1)
éventuellement de pallier les difficultés de culture des cellules LNCaP en 2D, (2) de se
rapprocher de modeles plus proches de la réalité tumorale et (3) de mimer 1’hétérogénéité
tumorale avec des pressions partielles en oxygeéne variables, source de réponses différentes a la
radiothérapie. Ces lignées cellulaires peuvent étre cultivées en 3D comme le montrent les
différentes études sur ces modeles (Grayson et al., 2021; Kucinska et al., 2021; Pinto et al.,
2020; Rodriguez-Dorantes et al., 2021).
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I11. Approfondissement des réponses mitochondriales

Une partie des réponses cellulaires aux rayonnements est associée a la pression partielle
en oxygeéne au sein de la tumeur (pour revue, Kabakov & Yakimova, 2021), cet aspect rejoint

fortement le fonctionnement mitochondrial.

Une étude plus approfondie de la biogenese mitochondriale serait intéressante. En effet,
il a été démontré que la perte de 1’expression de PGC-1a était associée a un phénotype plus
agressif des cancers, en promouvant leur prolifération, migration et invasion, avec une
implication de c-Myc. Nos résultats sur les cellules PC3 ont montré une baisse transitoire de
I’accumulation de cette protéine. L’étude de capacités migratoires des cellules serait un point

supplémentaire.

Plusieurs autres facteurs mitochondriaux seraient également intéressants tels que
I’analyse biochimique de ’activité des complexes de la chaine respiratoire, au vu du profil,
certes préliminaire, observe. Les différentes altérations pourraient également impacter la
respiration cellulaire. De nombreuses études ont montré que 1’activité antitumorale de certains
composés organométalliques impliquait également la régulation de la production de ROS
(Coulter et al., 2012; Khalili Fard et al., 2015; Mateo et al., 2014). De plus, la quantification de
I’ADNmt ainsi que 1’analyse de la masse mitochondriale pourraient compléter de maniere

intéressante nos résultats.

Nombreuses sont les études qui ont mis en évidence 1’inhibition de la TrxR. Ainsi,
I’analyse de ce paramétre nous permettra de comprendre ’induction de I’apoptose et la baisse
du potentiel de membrane mitochondriale observées dans nos cellules (Hickey et al., 2008; Urig
et al., 2006).

IV. Ouverture a d’autres types de rayonnements

Dans plusieurs types de cancers, les effets des rayonnements ionisants sont obtenus
indépendamment de 1’énergie de ces derniers (keV ou MeV), ce qui n’est pas le cas du cancer
de la prostate et plus précisément, des cellules PC3. En effet, de meilleurs résultats ont été
obtenus avec des photons de 6 MeV. Il serait ¢galement intéressant d’étudier les comportements

cellulaires dans ces conditions, associées au carbéne. L’ouverture a d’autres types de
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rayonnements (protons par exemple), semble également intéressante. Cela pourrait étre abordé
avec des protons sur les différentes plateformes de I’IN2P3 du CNRS (dont fait partie le
laboratoire) avec des énergies différentes : 3 MeV (CENBG, Bordeaux ou IP21, Lyon), 25 MeV
(IPHC, Strasbourg) voire au-dela de I’IN2P3 avec par exemple le Centre Antoine Lacassagne
de Nice (65 MeV et 230 MeV).

Nous terminerons en précisant que 1’intérét thérapeutique du composé organométallique
n’aurait pas de sens sans une analyse de ses effets, seul, ou en combinaison avec des radiations
ionisantes, sur des cellules prostatiques saines afin de valider la spécificité d’actions des

carbenes sur ces cellules et le comportement différentiel par rapport aux cellules tumorales.
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Annexe 1: Effets du carbene sur la prolifération cellulaire de 24 & 120 heures. Les cellules PC3
ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit.

Les données (moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes
comprenant chacune 3 répétitions techniques. Elles ont été analysées a [’aide d’un test de Kruskall-
Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire de Conover-lman. Les différences significatives sont
représentées par des lettres différentes; p < 0,05.
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Annexe 2 : Effets des irradiations sur la prolifération cellulaire de 24 & 120 heures.

des lettres différentes; p < 0,05.
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Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données
(moyenne +/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3
répétitions techniques. Elles ont été analysées a ['aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d’une
comparaison multiple par paire de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par
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Annexe 3: Effets des combinaisons avec 0,5uM de carbene sur la prolifération cellulaire de 24

a 120 heures.

Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne
+/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions
techniques. Elles ont été analysées a [’aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison
multiple par paire de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres
différentes; p < 0,05.
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Annexe 4: Effets des combinaisons avec 2uM de carbéne sur la prolifération cellulaire de 24 a
120 heures. Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit.

Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne
+/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions
techniques. Elles ont été analysées a l'aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison
multiple par paire de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres
différentes; p < 0,05.
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Annexe 5: Effets des combinaisons avec 4uM de carbéne sur la prolifération cellulaire de 24 a
120 heures. Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit.

Les cellules PC3 ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne
+/- SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions
techniques. Elles ont été analysées a [’aide d’un test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison
multiple par paire de Conover-Iman. Les différences significatives sont représentées par des lettres
différentes; p < 0,05.
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Annexe 6: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbéne sur la mort cellulaire dans les
cellules PC3 & Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d’une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 7: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations X sur la mort cellulaire
dans les cellules PC3 a 0Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 8: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 0,5uM aux
irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules PC3 a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h

(E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont eté analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 9: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbene a 2uM aux
irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules PC3 a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h
(E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont eté analysées a l’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d’une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 10: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbene & 4uM aux
irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules PC3 a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h

(E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.

298



-

B

—
1
(=]

120

0
STS

DMSO  0,5uM  1,2uM 2,4, DMSO 0,5uM  1,2uM  2,4uM

=
& =
=]
=]

&

Pourcentage de cellules
2
=
=]

Pourcentage de cellules
2

(]
=]
[
=

=

o=
~
=

C 10

b b 2
100
a a,b
80 ab b
b
60
b
40 £
a
20
a,b b,c c a
STS

DMSO 05pM  1,2uM  2,4pM

=
-] (=3
[=] =)

Pourcentage de cellules
= )
(=} (=}

Pourcentage de cellules

(%3
(=)

=

STS DMSO  05uM  1,2uM  2,4puM
E 120
100 Cellules en
8 I Cellules vivantes [ | apoptose précoce
=
=
= 80 b, Cellules en A
b . . - Cellules en nécrose
2 apoptose tardive
g 60
E
=
W
g 40
=
=
Ry
20
0
STS DMSO 0,5uM 1,2uM 2,4nM

Annexe 11: Analyse par cytométrie en flux des effets du carbene sur la mort cellulaire dans les
cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a ['aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 12: Analyse par cytométrie en flux des effets des irradiations X sur la mort cellulaire
dans les cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 experiences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 13: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 0,5uM
aux irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D)
et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a [’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 14: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 1,2uM
aux irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules LNCaP a Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D)
et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a l’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d 'une comparaison multiple par paire

de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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Annexe 15: Analyse par cytométrie en flux des effets de la combinaison du carbéne a 2,4uM
aux irradiations X sur la mort cellulaire dans les cellules LNCaP a 0Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D)
et 96h (E).

Les cellules ont été ensemencées et traitées selon le protocole décrit. Les données (moyenne +/-
SEM) sont issues d’au moins 3 expériences indépendantes comprenant chacune 3 répétitions techniques.
Elles ont été analysées a l’aide du test de Kruskall-Wallis suivi d’une comparaison multiple par paire
de Dunn. Les différences significatives sont représentées par des lettres différentes au sein d 'une méme
population de cellules; p < 0,05.
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