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LA Voie ERK1/2 : POINT D’INTEGRATION ET DE CONVERGENCE DES CONNEXIONS ENTRE VOIES
DE SIGNALISATION DANS LES CELLULES EPITHELIALES DE PROSTATE NORMALE

1.3 Résumé

Le développement et I’'homéostasie cellulaire de la prostate impliquent le controle strict des voies de
signalisation induites par les androgénes et les facteurs de croissance. Ces diverses voies sont
profondément altérées dans le cancer de la prostate, notamment lors des stades les plus avancés.
Dans ce travail, une lignée immortalisée a partir de I'épithélium de prostate humaine, la lignée
RWPE-1, a été utilisée pour étudier certains signaux régulant la prolifération cellulaire, ainsi que les
connexions entre les voies de signalisation correspondantes. La prolifération des cellules RWPE-1 est
sous la dépendance de I'EGF (Epidermal Growth Factor) qui intervient physiologiquement dans le
développement épithélial. Les récepteurs apparentés a 'EGF-R sont également impliqués dans la
prolifération au cours de la progression tumorale.

La prolifération des cellules RWPE-1 en réponse a I'EGF est strictement dépendante de la voie
ERK1/2, qui est donc considérée comme un point d’intégration des signaux. L'utilisation d’inhibiteurs
du récepteur aux androgenes a permis de montrer le réle essentiel qu’il joue dans I'activation
d’ERK1/2 en réponse a I'EGF. Le récepteur aux androgénes s’associe avec plusieurs molécules de
signalisation dans les cellules RWPE-1. Je démontre ici pour la premiére fois une association entre le
récepteur aux androgénes et la kinase Raf-1, activatrice de la voie ERK1/2. Ainsi, le récepteur aux
androgenes controlerait directement un processus essentiel a la prolifération épithéliale selon un
mode d’action non-génomique.

Par ailleurs, j’ai montré que la réponse proliférative des cellules RWPE-1 a I'IL-6 requiert I'activation
de la voie ERK1/2, et I'activité kinase de 'EGF-R, suggérant la transactivation de ce récepteur par I'IL-
6. L'utilisation de divers inhibiteurs chimiques a permis de démontrer que les métalloprotéases de la
famille ADAM (a disintegrin and metalloprotease), notamment ADAM17, sont impliquées dans ce
processus. Ainsi, I'activation de protéines ADAM par I'IlL-6 conduirait au clivage d’un ligand
membranaire de I'EGF-R, aboutissant a I’activation de la voie ERK1/2. Ce nouveau mécanisme
pourrait étre impliqué dans les situations inflammatoires conduisant a une prolifération excessive de
I’épithélium prostatique, prélude a la transformation tumorale.

En conclusion, les voies de signalisation étudiées sont fortement connectées dans les cellules
épithéliales normales. Les deux nouveaux mécanismes décrits ici aboutissent a I'activation des
kinases ERK1/2, point d’intégration et de convergence des voies de signalisation dans les cellules
épithéliales de prostate normale.

1.4 Mots-Clés

Prostate ; Cellules épithéliales normales ; prolifération ; voie ERK1/2 ; Récepteur aux androgeénes;
signalisation non-génomique ; IL-6 ; Récepteur a I'EGF ; transactivation.
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ERK1/2 PATHWAY : AN INTEGRATING NODE OF CONVERGING SIGNALING PATHWAYS IN
NORMAL PROSTATE EPITHELIAL CELLS.

1.5 Summary

Prostate development and cell homeostasis involve strict control of androgen and growth factors
induced signaling pathways. These signaling pathways are deeply altered in prostate cancer,
especially during late stages. In this work, the RWPE-1 immortalized cell line derived from human
prostate epithelium has been used to study the signaling pathways regulating cell proliferation and
their crosstalk. Optimal RWPE-1 proliferation is dependent on EGF (Epidermal Growth Factor), that
also controls normal epithelial development. EGF-R family is also involved in cancer cell proliferation.

EGF-dependent RWPE- 1 cell proliferation rely strictly on the ERK1/2 pathway which is then seen as a
signal integrating node. Specific inhibitors showed essential role of androgen receptor in EGF
mediated ERK1/2 activation. Androgen receptor is associated with several signaling molecules in
RWPE-1 cells. | show here for the first time the physical interaction between the androgen receptor
and the ERK1/2 activating kinase Rafl. Then, the androgen receptor could directly regulate an
essential pathway for epithelial cells proliferation through a non-genomic mechanism.

In addition, | showed that IL-6 dependent RWPE-1 cells proliferation requires both ERK1/2 and EGF-R
kinase activities, suggesting an IL-6 mediated transactivation of EGF-R. By using several inhibitors, |
showed that ADAM (a disintegrin and metalloprotease) family metaloproteases, especialy ADAM17,
are involved in this process. IL-6-mediated ADAM proteins activation could lead to the cleavage of a
membrane bound EGF-R ligand, leading to ERK1/2 pathway activation. This new mechanism could be
involved in the inflammatory situations inducing hyperproliferation of the prostate epithelium, the

first step of the transformation process.

To conclude, the signaling pathways | studied are strongly connected in normal epithelial cells. The
two new mechanisms described in this study lead to ERK1/2 kinases activation, an integrating node

of signaling pathways in normal prostate epithelial cells.

1.6 Key words

Prostate ; normal epithelial cells ; proliferation ; ERK1/2 pathway ; androgen receptor ; non-genomic

signaling ; IL-6 ; EGF receptor ; transactivation.
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1.7 Abréviations

ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease MMP : Matrix Metalloprotease

AF . Activation Function MR : Mineralocorticoid Receptor

ARA70 : Androgen Receptor-Associated Protein-70 mTORC2 : mammalian Target of Rapamycin Complex 2
BAG1 . Bcl-2-associated athanogene 1 NE . Cellules neuroendocrines

BTC : Betacellulin NES : Nuclear Export sequence

CBM : Cytokine Binding Module NFkB . Nuclear Factor kB

CDK . Cyclin Dependant Kinase NLS : Nuclear Localization sequence

c-1IAP . Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein NTD : N-Terminal Domain

CLC : Cardiotrophin-Like Cytokine NRG : Neuregulin

CNTP : Ciliar Neurotrophic Factor OSM : Oncostatine M

Csk . C-terminal Src Kinase OSMR : Oncostatin M Receptor

CT-1 : Cardiotrophin-1 PDGF . Platelet Derived Growth Factor

DBD . DNA-Binding Domain PDKP1 : Phosphoinositide Dependent Kinase 1
DHT : 5a-Dihydrotestosterone PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT

EGF . Epidermal Growth Factor PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate
EGF-R . Epidermal Growth Factor Receptor PIP3 . Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
EPR . Epiregulin PI3K . Phospho-Inositide 3 Kinase

ERK : Extracellular signal-Regulating Kinase PKA : Protein Kinase A

FAK . Focal Adhesion Kinase PKC : Protein Kinase C

FERM : Four-point-one Ezrin Radixin Moesin PLCy . Phospholipase Cy

FGF . Fibroblast growth factor PR . Progesteron Receptor

FGFR ;. Fibroblast growth factor Recepor PSA . Prostate Specific Antigen

Gab-1 . Grb2-associated binder-1 PSCA . Prostate Stem Cell Antigen

GAG . Glycosaminoglycans PSMA . Prostate Specific Membrane Antigen
GH : Growth Hormone PTB : PhosphoTyrosine Binding Domain
GPCR : G-Protein Coupled Receptor PTH . Parathyroid hormone

GR : Glucocorticoid Receptor RA : Androgen Receptor

Grb2 : Growth factor Receptor Bound protein 2 RE . Estrogen Receptor

GST . Glutathione S-Transferase ROS . Reactive Oxydative Species

GTF . General Transcription Factor RTK . Receptor Tyrosine Kinase

HAT . Histone acetyltransferase SFK : Src Family Kinase

HB-EGF : Heparin-Binding EGF-like Growth Factor SH : Src Homology

HGF : Hepatocyte Growth Factor SHP2 : SH2 domain containing Tyrosine Phosphatase
HIF-1a : Hypoxia-Inductible Factor-1a SOCS . Suppressor of Cytokine Signalling

HRE : Hormone Response Element Sos . Son of Sevenless

HSP . Heat-Shock Protein STAT . Signal Transducer and Activator of Transcription
IEG . Immediate Early Gene T/A . Transit/Amplifying

IGF-1 : Insulin like Growth Factor-1 Tau : Transcription activation unit

IGF-R . Insulin like Growth Factor Receptor TBP . TATA box Binding Protien

IL-6 . Interleukin-6 TGF-a . Transforming Growth Factor-a

IL-6Ra : IL-6 Receptor a TGF-B . Transforming Growth Factor-

JAK : Janus Kinase TIMP : Tissue Inhibitor of Metalloprotease

KIR . Kinase Inhibitory Region TR4 . Testicular Receptor 4

LBD . Ligand-Binding Domain UGM : Urogenital Mesenchyme

LIF . Leukaemia Inhibitory Factor UGS . Urogenital Sinus

LIFR . Leukaemia Inhibitory Factor Receptor uPA . Urokinase-type Plasminogen Activator
MAPK :  Mitogen-Activated Portein Kinase uPAR . Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
MEF : Murine Embryonic Fibroblast VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
MEK . MAPK/ERK Kinase
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2.1 La prostate

La prostate est une petite glande de I'appareil génital masculin jouant un réle dans la production du
sperme. Elle a la forme d’une chataigne d’environ 3 cm de hauteur pour 4 cm de large, est située
sous la vessie, en avant du rectum (voir Figure 1). Elle entoure le début de I'urétre, canal qui permet
d’éliminer l'urine de la vessie. Ainsi, la prostate a une fonction fibro-musculaire agissant pour bloquer
le flux urinaire. Mais son principal role consiste a produire une partie du liquide séminal (le reste
étant produit par les vésicules séminales). Ce liquide se mélange aux spermatozoides — qui viennent
des testicules par les canaux déférents — dans l'urétre prostatique au moment de I'éjaculation. Les
divers composés sécrétés par la prostate, sont essentiels a la survie des spermatozoides dans
I'appareil génital féminin. En effet, la phosphatase acide, 'acide citrique ou les polyamines
participent a réguler le pH, préservant un environnement alcalin pour les spermatozoides dans le

milieu acide du col de I'utérus (Devens et al., 2000).

Vésicule
séminale

Rectum

Figure d'aprés Timms, 2008

Figure 1 : Schéma anatomique de la prostate humaine.
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Figure 2 : Coupes frontales et sagittales du complexe urogénital male chez I'hnomme et chez le rat
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2.1.1 La structure de I'épithélium prostatique
2.1.1.1 Anatomie

Au cours de I'embryogenéese des mammiféres, la prostate se forme par bourgeonnement épithélial a
partir du sinus urogénital d’origine endodermique. Cependant, I'anatomie de la prostate adulte
difféere énormément entre les rongeurs et les humains (voir Figure 2). Chez les rongeurs, la prostate
est composée de quatre lobes (antérieur, latéral, dorsal et ventral) organisés autour de la vessie.
Chaque lobe, doté d’une fonction sécrétrice, a son propre patron de ramification et ses
caractéristiques histologiques (Hayashi et al., 1991; Sugimura et al., 1986). Au contraire, la prostate
humaine n’a pas d’organisation lobulaire, mais est scindée en cinq zones déterminées au cours du
développement. Ces zones sont composées d’une quarantaine de structures tubulo-alvéolaires,
formées a partir de canaux qui rayonnent autour de I'urétre, a la base de la vessie (Price, 1963). La
partie ventrale de la prostate humaine est presque entierement fibromusculaire, alors que la partie
dorsale est de type glandulaire et entoure les canaux éjaculateurs au niveau de leur connexion a

I"'uretre (Timms, 2008).

2.1.1.2 Structure

La fonction sécrétrice de la prostate est assurée par des structures tubulo-alvéolaires, composées
d’un épithélium bistratifié et de hauteur variable (voir Figure 3). La couche basale contient des
cellules souches et des cellules progénitrices, et a une fonction proliférative. L'épithélium basal est
continu chez I'homme et discontinu chez les rongeurs. La couche luminale est, quant a elle,
composée de cellules différenciées et exerce une fonction sécrétrice. L'épithélium prostatique est
entouré d’une lame basale qui le sépare du compartiment stromal. Le développement de
I’épithélium prostatique est strictement dépendant des hormones males : les androgénes, mais aussi
d’autres facteurs de croissance agissant de maniére paracrine (voir paragraphe 2.1.3. La signalisation

dans le développement et I'homéostasie de la prostate, page 26).

2.1.1.2.1 Compartiment stromal

Le stroma est principalement composé de trois types cellulaires : les cellules musculaires lisses, les
myofibroblastes et les fibroblastes, qui expriment des protéines de la matrice extracellulaire
(desmine, a-actine, calponine, caldesmone, myosine, smootheline et dystrophine pour les cellules
musculaires lisses; procollagene-1 pour les myofibroblastes; vimentine et laminine pour les
fibroblastes) (Berry et al., 2008). Mais il comporte aussi des nerfs, des cellules endothéliales, et des

cellules immunitaires infiltrées (lymphocytes et macrophages). Les cellules stromales jouent un réle
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épithélium.
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important dans le maintien de I’lhoméostasie de I'épithélium de la prostate en sécrétant des facteurs
de croissance, qui agissent de maniere paracrine sur la prolifération des cellules basales ainsi que sur
la survie et la différenciation des cellules luminales. En effet, les cellules stromales de type
fibroblastique expriment les récepteurs stéroidiens, notamment les formes a et B du récepteur aux
cestrogenes (RE), et surtout le récepteur aux androgenes (RA). Elles expriment aussi 'enzyme 5a-
reductase, responsable de la conversion de la testostérone en un ligand plus efficace pour le
récepteur aux androgénes: la 5a-dihydrotestostérone (DHT) (Berry et al., 2008). Ainsi, la
testostérone circulante peut induire, dans les cellules stromales, la production de différents facteurs
de croissance nécessaires au maintien de I'épithélium de la prostate (voir Figure 4), notamment le
TGF-B (Transforming Growth Factor-B), le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), les FGF (Fibroblast
growth factor), 'EGF (Epidermal Growth Factor), 'HGF (Hepatocyte Growth Factor), I'lGF-1 (Insulin
like Growth Factor-1), le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), et la cytokine IL-6 (Interleukine-

6) (Berry et al., 2008; Cunha et al., 1987; Hayward et al., 1992; Kurita et al., 2001).

2.1.1.2.2 Compartiment prolifératif
2.1.1.2.2.1 Cellules souches

L’épithélium prostatique se développe a partir d’un petit contingent de cellules souches (Bonkhoff
and Remberger, 1996; Bonkhoff et al., 1994a; Hudson et al., 2000; Isaacs and Coffey, 1989; Robinson
et al., 1998; van Leenders et al., 2000). Chaque cellule souche a une capacité d’autorenouvellement
infinie. Les cellules souches peuvent aussi se diviser pour fournir des cellules progénitrices capables
de se différencier soit en cellules neuroendocrines (NE), soit en cellules intermédiaires : les cellules

T/A (Transit-Amplifying cells) (Bonkhoff and Remberger, 1996; Bonkhoff et al., 1994a).

Les cellules souches sont caractérisées par |'expression de divers marqueurs, comme les intégrines
a,-B1, les kératines 5 et 14, le PSCA (Prostate Stem Cell Antigen), la protéine p63 de la famille de p53,
le récepteur c-Met du HGF, et la protéine de survie Bcl-2, mais elles n’expriment pas le récepteur aux
androgenes (voir Figure 5) (Collins et al., 2001; Gmyrek et al., 2001; Litvinov et al., 2003; McDonnell
et al., 1992; Signoretti et al., 2000; Watabe et al., 2002). Chez la souris, les cellules souches ont pu
étre isolées in vitro grace a des marqueurs de surface spécifiques, utilisables en cytométrie en flux :
Sca-1 et CD49f (Lawson et al., 2007). Lorsqu’elles sont cultivées in vitro, les cellules souches de
prostate murine provenant du sinus urogénital, forment des colonies sphéroides en suspension (Shi
et al, 2007; Xin et al, 2007). Ces structures, nommées prostate-spheres, subissent une
spécification spontanée: les cellules de la couche périphérique ont une capacité d’auto-

renouvellement importante (cellules souches), tandis que les cellules présentes dans la partie
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centrale ont un phénotype plus différencié (cellules T/A) (Xin et al., 2007). Lorsqu’elles sont greffées
sous les capsules rénales d’une souris adulte, les prostate-sphéres régénerent un organe
entierement différencié (Shi et al., 2007). De méme, apres transplantation sous la capsule rénale,
chez la souris, une seule cellule souche, définie par le phénotype suivant : Lin” Sca-1* CD133" CD44"
CD117°, et accompagnée de cellules stromales du mésenchyme urogénital, suffit & régénérer une

prostate entiére (Leong et al., 2008).

2.1.1.2.2.2 Cellules T/A

Les cellules T/A (Transit-Amplifying) sont des progéniteurs monopotents ayant une capacité
d’autorenouvellement réduite, mais une capacité proliférative importante. Ces cellules sont
caractérisées par I'expression de divers marqueurs, comme les kératines 5, 8 et 18, et la protéine de
survie Bcl-2, mais elles n’expriment le récepteur aux androgénes qu’a de tres faibles niveaux (voir
Figure 5) (Bonkhoff et al., 1998; Bonkhoff et al., 1994b; Litvinov et al., 2003). Cependant, la DHT,
ligand du récepteur aux androgénes, a été décrite comme induisant la différenciation des cellules T/A
en cellules luminales, dotées d’une fonction sécrétrice (Heer et al.,, 2007; Xin et al., 2007). Il faut
noter que la survie et la prolifération des cellules T/A dépend des facteurs de croissance produits par
les cellules stromales, en réponse a la testostérone (Cunha et al., 1987; Hayward et al., 1992; Kurita
et al., 2001). Méme s'il est indirect, le role que jouent les androgénes dans le maintien de la couche

basale de la prostate est tres important.

2.1.1.2.3 Compartiment différencié
2.1.1.2.3.1 Cellules neuroendocrines (NE)

Pendant I'expansion de I'épithélium prostatique, une minorité de cellules souches ou progénitrices
se différencient en cellules neuroendocrines, qui se trouvent clairsemées au sein de I'épithélium
prostatique. Ces cellules sécretent divers neuro-peptides, comme la bombesine, la calcitonine, les
peptides liés aux hormones parathyroidiennes (PTH), et sont caractérisées par |'expression de la
chromogranine A, la sérotonine et I'énolase spécifique des neurones (Bonkhoff, 1998; Litvinov et al.,
2003; Rumpold et al.,, 2002). Il faut noter que les cellules neuroendocrines n’expriment pas le
récepteur aux androgénes (Abrahamsson, 1996). Le role des cellules neuroendocrines dans
I’épithélium prostatique est encore mal défini, mais il semble que les neuropeptides qu’elles
sécrétent agissent de maniere paracrine sur les cellules épithéliales afin d’activer diverses voies de
signalisation impliquées dans la survie et la prolifération cellulaire (Kung and Evans, 2009). Par
ailleurs, la cytokine inflammatoire IL-6 (Interleukine-6), ainsi que son co-récepteur gp130 induisent la

différenciation des cellules neuroendocrines (Palmer et al., 2005; Qiu et al., 1998).
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2.1.1.2.3.2 Cellules luminales

Les cellules T/A proliférent, puis se différencient en cellules luminales sécrétrices. Ces derniéres
constituent la population majoritaire dans I’épithélium de prostate. Les cellules luminales ont atteint
le niveau de différenciation terminal, elles ne sont donc plus capables de proliférer. Ces cellules

K1 inhibiteur des kinases dépendantes des

sécrétrices expriment le récepteur aux androgénes et p27
cyclines (CDK) (Bonkhoff et al., 1998; Bonkhoff et al., 1994b; De Marzo et al., 1998). Elles sont aussi
caractérisées par I'expression de marqueurs spécifiques de la différenciation prostatique, comme
I'antigene spécifique de la prostate (PSA), NKX3.1, la kallikreine-2 glandulaire, I'antigéne
membranaire spécifique de la prostate (PSMA), et le facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) (voir Figure 5) (Jain et al., 2002; Joseph et al., 1997; Liu et al., 1997; Ornstein et al., 2001;
Schuur et al., 1996). Les génes codant pour ces marqueurs de différenciation sont des cibles de
I'activité transcriptionnelle du récepteur aux androgénes (Jain et al., 2002; Mitchell et al., 2000;
Schuur et al.,, 1996; Watt et al., 2001; Zelivianski et al., 2002). En effet, les cellules luminales se

différencient en réponse aux androgénes, elles vont ensuite pouvoir sécréter les protéines

nécessaires a la survie des spermatozoides dans le col de I'utérus.
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Figure 6 : Schéma récapitulatif des étapes du développement de la prostate humaine.
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2.1.2 Le développement de la prostate

Chez tous les mammiferes, homme compris, la prostate se développe au niveau embryonnaire a
partir du sinus urogénital (UGS), composé de tissu endodermique. Le sinus urogénital et le canal
rectal dérivent respectivement des parties ventrale et dorsale du cloaque embryonnaire. Le sinus
urogénital a un potentiel de développement male et femelle, il est notamment a I'origine de la vessie
et de 'urétre, mais aussi de la partie basse du vagin chez la femme, et de la prostate et des glandes
bulbo-urétrales chez 'homme. Les autres organes sexuels males se développent, quant a eux, a
partir des canaux de Wolff, et ont une structure mésodermique (Prins and Putz, 2008). Le sinus
urogénital endodermique est entouré d’un mésenchyme urogénital (UGM) qui joue un rdle dans sa
différenciation sexuelle. Il exprime le récepteur aux androgénes dans les deux sexes et induit le
développement des organes sexuels males uniquement en présence de testostérone (Cooke et al.,

1991; Takeda et al., 1991).

2.1.2.1 ChezI’lhomme

Chez ’lhomme, le développement de la prostate a lieu au cours des second et troisieme trimestres de
gestation et se termine avant la naissance (Risbridger et al., 2005; Timms, 2008; Wang et al., 2001).
Le développement de la prostate est un processus continu, mais peut étre divisé en cing étapes telles
qgue la détermination, l'initiation, la mise en place des ramifications, la différenciation et la

maturation (voir Figure 6) (Cunha et al., 2004; Prins and Putz, 2008).

2.1.2.1.1 Détermination de 'UGS

La détermination de la prostate commence avec |'expression de molécules qui engagent une fraction
des cellules du sinus urogénital vers un devenir de cellule prostatique. En effet, en réponse aux
androgenes produits par les testicules embryonnaires dés la dixieme semaine de gestation, des
bourgeons épithéliaux émergent du sinus urogénital dans I'environnement mésenchymateux, en

position caudale par rapport a la vessie (Kellokumpu-Lehtinen, 1989).

2.1.2.1.2 Initiation du bourgeonnement

Initialement, 14 a 20 bourgeons épithéliaux se développent au sein de cing groupes (un ventral et
guatre dorsaux), puis croissent dans le mésoderme environnant. Ces cordons épithéliaux s’allongent,
et lorsqu’ils atteignent les zones mésenchymateuses qui entourent le muscle lisse péri-urétral, des

embranchements secondaires, puis tertiaires commencent a se mettre en place (Timms et al., 1994).
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2.1.2.1.3 Morphogenése des ramifications

Les ramifications se créent selon un modeéle précis, au cours des stades plus avancés de la gestation.
Leur morphogenése est un processus conservé et hautement régulé par les conditions
environnementales. Cela détermine la taille finale de la prostate, ainsi que I'organisation
tridimensionnelle de ses canaux (Risbridger et al., 2005). La morphogenese des ramifications
s’accompagne de |'apparition de la lumiére dans les canaux de la partie proximale (uretre) vers la
partie distale (acinus) (Prins and Putz, 2008) (voir paragraphe 2.1.3.4.1.FGF (Fibroblast Growth

Factor), page 28).

2.1.2.1.4 Différenciation de I'épithélium

Lorsque les ramifications sont établies, I’épithélium prostatique s’organise en deux couches
fonctionnelles : la couche basale proliférative et la couche luminale différenciée. Puis, les cellules
sécrétrices commencent a étre fonctionnelles. Il faut noter que les régions les plus distales des

canaux épithéliaux continuent de se ramifier et restent indifférenciées au stade embryonnaire.

2.1.2.1.5 Maturation de la prostate

Aprés la naissance, la prostate entre dans un stade quiescent. Au moment de la puberté, lorsque le
niveau de testostérone augmente, la prostate quitte son état quiescent pour finir sa maturation. Les
hormones maéles induisent une prolifération des cellules épithéliales, et la maturation terminale de la
prostate. La taille de la glande augmente donc pendant la puberté, et atteint a I'dge adulte un

phénotype sécréteur.

2.1.2.2 Chez les rongeurs

Chez les rongeurs, la prostate est tres rudimentaire a la naissance, elle va continuer a se développer
au cours des 15 premiers jours de leur vie (Hayashi et al., 1991; Sugimura et al., 1986). Les bourgeons
épithéliaux croissent dans le mésenchyme du sinus urogénital, afin d’établir les subdivisions
antérieure, ventrale et dorso-latérale de la prostate en suivant leur propre profil de ramifications
(Kinbara and Cunha, 1996; Marker et al., 2003; Price, 1963; Sugimura et al., 1986). Il faut noter que le
lobe antérieur se développe en association avec les vésicules séminales a partir d’'un mésenchyme
commun (Cunha, 1972). Les modeles murin et humain difféerent selon de nombreux aspects
(organisation, anatomie, développement), mais ils ont le méme type d’épithélium bistratifié (voir

paragraphe 2.1.1.2. Structure, page 16).
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Il faut noter que les modeles d’étude disponibles en laboratoire sont d’origine humaine pour les
lignées cellulaires utilisées in vitro, et murine pour les organismes servant aux recherches

systémiques.
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2.1.3 Lasignalisation dans le développement et I’homéostasie de la prostate

Le développement, le maintien et la fonction de I'épithélium de la prostate sont des mécanismes
strictement régulés. Les hormones males (androgénes) jouent un réle primordial dans ces processus,
de méme que d’autres molécules présentes dans le microenvironnement, comme les facteurs de
croissance et les cytokines, sécrétés par les cellules du stroma, notamment les fibroblastes et les

cellules immunitaires.

2.1.3.1 Androgeénes

Pendant la gestation, dés 8 semaines de développement, les cellules de Leydig apparaissent dans
I’ébauche des testicules. A partir de ce moment-I3, la sécrétion de testostérone commence (Chemes,
2001). Ce sont les hormones males qui, en agissant sur le mésenchyme urogénital, permettent
I’engagement du sinus urogénital vers la différenciation en épithélium prostatique (voir paragraphe

2.1.2. Le développement de la prostate, page 23).

La testostérone joue aussi un role plus tardif dans le développement de I'épithélium prostatique, et
dans son maintien, au cours de la vie adulte. Les hormones males arrivent au niveau de la prostate
par les capillaires sanguins, puis diffusent a travers le stroma et la lame basale, pour pénétrer dans
I’épithélium. Il faut noter que les cellules stromales et épithéliales expriment le récepteur aux
androgenes (RA) (Berry et al., 2008; Litvinov et al., 2003). Lorsqu’elle pénétre dans ces cellules, la
testostérone est convertie par la 5a-reductase de type Il en 5a-Dihydrotestosterone (DHT), ligand

ayant une meilleure affinité pour le récepteur aux androgénes.

La survie des cellules épithéliales dépend de la présence de testostérone dans I'environnement. En
effet, lorsque le niveau d’androgénes diminue de maniére drastique, les cellules de I'épithélium de
prostate entrent en apoptose (Colombel et al.,, 1992). De méme, chez les rongeurs, la castration
induit une importante involution de la prostate, due a l'apoptose des cellules épithéliales.
Cependant, lorsque le niveau des androgénes circulants est rétabli par traitement, la prostate se
régénere completement a partir d'un petit contingent de cellules souches (Nishi et al., 1996;
Tsujimura et al., 2002). Il faut noter que les cellules souches survivent en absence de testostérone,
méme si elles n’expriment pas le récepteur aux androgénes. Néanmoins, cela souléve la question de
savoir comment elles sont informées de la présence d’androgénes dans I'environnement, afin
d’initier la régénération de la prostate. C’'est dans ce contexte, que les cellules stromales présentes
de I'autre coté de la lame basale ont un rdle a jouer. En effet, la testostérone induit, dans les cellules

stromales, la production de divers facteurs de croissance nécessaires au développement et au
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maintien de I'épithélium prostatique (Berry et al., 2008) (voir Figure 4, page 17) (voir paragraphe

2.1.1.2.1. Compartiment stromal, pagel6 et paragraphe 2.1.3.4. Autres cytokines, page 28).

2.1.3.2 EGF (Epidermal Growth Factor)

L'Epidermal Growth Factor (EGF) a été identifié en 1962 par Stanley Cohen comme une protéine
extraite des glandes salivaires murines et capable d’accélérer I'apparition des incisives et I'ouverture
des paupieres a la naissance (Cohen, 1962). Cette substance active a ensuite été décrite comme
stimulant la prolifération des cellules épithéliales de nature épidermique, c’est pourquoi elle a été
nommée EGF (Cohen, 1965). En 1975, des sites de liaison de 'EGF ont été mis en évidence a la
surface des fibroblastes (Carpenter et al., 1975). Finalement, le récepteur a 'EGF (EGF-R) a été
identifié dans la lignée cellulaire A431 dérivée d’un carcinome épidermique, comme une protéine

membranaire de 170 kDa, phosphorylée suite a un traitement par I'EGF (Carpenter et al., 1978).

L'expression de I'EGF influence le développement des bourgeons prostatiques a partir du sinus
urogénital. En effet, I'’étude du développement de la prostate chez des souris dans lesquelles le géne
codant pour 'EGF a été inactivé (EGF 7), montre une réduction de la formation des bourgeons
antérieurs, dorsaux et latéraux, indiquant un réle important de I'EGF dans le développement de la
prostate (Abbott et al., 2003). Réciproquement, des injections quotidiennes d’EGF a des rats pendant
les huit semaines suivant leur naissance induit une augmentation de 50% du poids des lobes
ventraux de leur prostate, tandis que les lobes dorsaux, les vésicules séminales et les glandes de
coagulation ne semblent pas étre affectés par ce traitement (Torring et al., 2001). Au contraire, une
inhibition de I'activité kinase du récepteur a I'EGF par le PKI-166 réduit d’environ 35% le
développement de la prostate et des vésicules séminales chez le rat. Ce retard de développement est

réduit par I'administration d’androgénes (Mellinghoff et al., 2004).

Chez I'homme, I'EGF est exprimé par les cellules épithéliales de la couche basale lors du
développement embryonnaire de la prostate (Leav et al., 1998). A I'dge adulte, 'EGF ainsi que son
récepteur sont exprimés par ces mémes cellules de la couche basale (De Miguel et al., 1999),
suggérant |'existence d’une boucle autocrine d’activation de la voie de I'EGF. De plus, I'EGF fait partie
de la cohorte de facteurs de croissance sécrétés par les cellules stromales en réponse a une

stimulation par les androgénes (Berry et al., 2008).

L'ensemble de ces données indique que I'EGF joue un réle essentiel, non seulement dans le
développement de I'épithélium prostatique, mais aussi dans son maintien, notamment en favorisant

la prolifération des cellules progénitrices de la couche basale.
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2.1.3.3 IL-6 (Interleukine-6)

L'IL-6 est une cytokine inflammatoire qui a été identifiée pour sa capacité a stimuler la production
d’anticorps par les lymphocytes B. Elle est libérée par les cellules immunitaires lorsqu’un organe est
en souffrance. L'inflammation se définit en effet comme I'ensemble des mécanismes de défense d’un
organisme contre une agression. Ce phénomeéne est commun dans la prostate humaine, car elle est
la cible de nombreuses infections virales et bactériennes pouvant causer une inflammation. De
méme, certaines substances chimiques provenant de la viande grillée, comme la 2-amino-1-methyl-
6-phenylimidazol[4,5-b]pyridine, sont soupgonnées d’initier l'inflammation dans la prostate

(Elkahwaiji et al., 2007; Krieger et al., 2000; Nakai et al., 2007).

Lors d’'une inflammation, les cellules du systeme immunitaire infiltrées dans le stroma prostatique,
produisent diverses substances cytotoxiques ou mutagénes, ainsi que des cytokines inflammatoires,
parmi lesquelles I'lL-6 (De Marzo et al., 2007). L'IL-6 qui ne semble pas avoir de réle déterminé dans
le développement de la prostate, est essentielle au maintien de I'intégrité de son épithélium en cas
d’inflammation. En effet, I'lL-6 qui agit via son récepteur initie des voies de signalisation nécessaires a
la survie et a la prolifération des cellules épithéliales (voir paragraphe 2.2. Aspects moléculaires de la

signalisation, page 33).

2.1.3.4 Autres cytokines

Divers autres facteurs de croissance sont libérés par les cellules stromales suite a une stimulation par
les androgenes provenant des testicules, via le systeme vasculaire. Ces molécules jouent un rdéle dans

le développement ou le maintien de I'épithélium prostatique (Berry et al., 2008).

2.1.3.4.1 FGF (Fibroblast Growth Factor)

Les différents membres de la famille des FGF sont codés par 22 genes différents, composés de trois
exons et partageant une grande homologie de séquence. Les FGF jouent un réle dans la prolifération,
la différenciation, la migration, la survie et I'apoptose (Lin and Wang, 2010; Ornitz and Itoh, 2001;
Raman et al., 2003). Les cellules stromales expriment les protéines FGF-2, -8, -9, -10 et le KGF/FGF-7
(Keratinocyte Growth Factor) (Berry et al., 2008; Kwabi-Addo et al., 2004). Les FGF ont une forte
affinité pour I’'héparine et pour les glycosaminoglycanes (GAG) qui leur permettent d’interagir avec
leurs récepteurs membranaires (FGFR) dotés d’une activité tyrosine kinase intrinséque (Uematsu et
al., 2000). Ces récepteurs sont codés par quatre génes hautement conservés qui définissent quatre
récepteurs au FGF (FGFR1 a 4), ainsi que de nombreux variants d’épissage, dont les spécificités

varient en fonction des membres de la famille FGF. Ces récepteurs sont exprimés par les cellules
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Figure d'aprés Prins and Putz 2008

Figure 7 : Role du FGF10 dans la morphogenése des ramifications.

Au cours de la morphogénese des ramifications (voir p.24), le FGF10 se concentre au niveau des
régions distales des bourgeons dans le mésenchyme urogénital. |l favorise la prolifération des cellules

épithéliales, permettant ainsi la ramification, puis I'élongation des canaux.
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épithéliales : les cellules basales expriment FGFR-1 et -2, tandis que les cellules luminales expriment
FGFR-4, le FGFR-3 étant présent a la surface de toutes les cellules épithéliales (Berry et al., 2008;
Kwabi-Addo et al., 2004). Ce profil d’expression suggéere |’existence d’une interaction entre le stroma

et I’épithélium par I'intermédiaire de sécrétions paracrines.

L'étude du développement de la prostate a montré que le FGF-10 joue un role critique dans
Iinitiation et la croissance orientée des canaux lors de la morphogenése des embranchements. En
effet, I'expression du FGF-10 est restreinte aux régions distales des zones glandulaires, et agit comme
un chimio-attractant pour I'élongation et la ramification des canaux en stimulant la prolifération des
cellules épithéliales (Donjacour et al., 2003; Lu et al., 1999; Thomson and Cunha, 1999). Aux stades
précoces du bourgeonnement et de I'élongation des canaux, le patron d’expression du FGF-10 dans
le mésenchyme est plutot indéfini, puis il se concentre aux extrémités des canaux pendant la
morphogeneése des ramifications (voir Figure 7) (Huang et al., 2005; Prins and Putz, 2008). Il faut
noter que le variant d’épissage du récepteur FGFR-2 : le FGFR-IlIb qui est spécifique de FGF-7 et FGF-
10 a le méme profil d’expression que le FGF-10 (Finch et al., 1995; Huang et al., 2005). Des études
basées sur des modeles murins de mutants nuls pour Fgf-10 ont montré que le ligand seul ne suffit
pas a induire la morphogenése des embranchements tandis qu’un ajout de testostérone au FGF-10

permet de la restaurer (Donjacour et al., 2003). Cela implique une interaction entre le FGF-10 et le

produit d’un géne cible du récepteur aux androgénes. Par ailleurs, la voie des MAP kinases ERK1/2
est essentielle a I'induction des bourgeonnements et a I'élongation des canaux par le FGF-10. Par
ailleurs, la testostérone favorise I'expression du FGF-10 et du récepteur FGFR-2lllb, suggérant une
action synergique des androgenes et de FGF-10 pour permettre le développement de la prostate

(Kuslak and Marker, 2007; Pu et al., 2007).

2.1.3.4.2 TGF-B (Transforming Growth Factor-B)

Il existe trois isoformes de TGF-B dont le signal est nécessaire a la morphogenése de la prostate
(Timme et al., 1995). Le TGF-B1 est présent dans les cellules du mésenchyme urogénital (Li et al.,
2009). Les TGF-B2 et TGF-B3 sont exprimés par les cellules de I'épithélium (Chang et al., 1999; Timme
et al., 1994). Leurs récepteurs TGF-BRI et le TGF-BRII sont exprimés a la surface des cellules stromales
et épithéliales au cours du développement de la prostate (Chang et al., 1999). Le TGF- se lie a son
récepteur TGF-BRIl qui s’hétérodimérise avec le TGF-BRI, activant leur activité Sérine/Thréonine
kinase, ce qui déclenche des cascades de signalisation qui stimulent des effecteurs cytoplasmiques

comme les Smads, capables de réguler I'expression de génes cibles.
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Certaines études ont montré que I'ajout de TGF-B exogéne inhibe la croissance et la morphogenése
des ramifications induites par la testostérone (ltoh et al., 1998; Tanji et al., 1994; Tomlinson et al.,
2004). Le TGF-B peut en effet inhiber la prolifération cellulaire, en réprimant d’une part I'expression
du gene c-myc, et d’autre part I'activité des kinases cycline-dépendantes (CDK) (Derynck et al., 2001;
Massague et al., 2000; Massague and Wotton, 2000). De plus le TGF-B peut induire I'expression de
p21°"’1/Wafl qui engage les cellules épithéliales vers la différenciation terminale, et par conséquent,

limite leur prolifération (Chang et al., 1999).

La nature de I'action du TGF-B varie le long de I'axe proximal-distal. En effet, au niveau de la région la
plus proche de l'urétre, le TGF-B réduit la prolifération des cellules épithéliales et stromales. Au
contraire, le TGF-B stimule la croissance des cellules épithéliales présentes au niveau des extrémités
distales, qui sont les plus récentes, donc les moins différenciées (Micke and Ostman, 2004;

Tomlinson et al., 2004).

Le TGF-B agit aussi sur la morphogenése de la prostate en favorisant I'expression de protéines de la
matrice extracellulaire (Collagéne, Fibronectine, Protéoglycanes, Intégrines) impliquées dans la
régulation de I'adhésion et de la mobilité des cellules (Festuccia et al., 1999; Kostenuik et al., 1997). Il

induit aussi la différenciation des fibroblastes du stroma en myofibroblastes (Chung et al., 2003).

De plus, le TGF-B est capable d’agir en corrélation avec d’autres molécules importantes pour le
développement ou le maintien de I'épithélium prostatique. Il induit en effet la redistribution du
récepteur aux androgénes du noyau vers le cytoplasme, afin de réduire son action dans les cellules
musculaires lisses du stroma (Gerdes et al., 1998). De plus, il réprime I'expression du FGF-10, ce qui

peut contribuer a son effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire (Tomlinson et al., 2004).

2.1.3.4.3 IGF (Insulin-like Growth Factor)

L'IGF (Insulin-like Growth Factor) est un facteur de croissance dont la structure est proche de celle de

I'insuline. L'IGF induit divers processus cellulaires, comme la prolifération et la différenciation.

Deux types d’'IGF ont été identifiés : IGF-1 et IGF-2. Ils agissent sur les cellules par I'intermédiaire de
leurs récepteurs (IGF-R1 et IGF-R2) et d’une famille de protéines de liaison (IGF-BP-1, 2, 3, 4, 5 et 6)
(Baserga et al., 2003; Pollak et al., 2004).

Dans le contexte de la prostate, I'lGF est produit par les cellules stromales, et son récepteur IGF-R1
est présent a la surface des cellules épithéliales basales et luminales (Ohlson et al., 2007). Ce profil

d’expression suggere un mode d’action paracrine de I'lGF. Ainsi, I'IGF régule a la fois la croissance et

31



Voie ERK1/2 et intégration du signal

Introduction

la différenciation de I'épithélium prostatique (Boudon et al., 1996; Cohen et al., 1991; Fiorelli et al.,

1991; Kimura et al., 1996; Pietrzkowski et al., 1993).

De plus, la fonction de I'IGF dans I'épithélium est trés contrbélée: les androgénes régulent
négativement I'expression de I'lGF-R2 dans les tissus prostatiques non tumoraux (Fiorelli et al.,
1991). Réciproquement, I'lGF régule positivement I'expression des génes cibles du récepteur aux

androgenes dans les lignées cellulaires cancéreuses (Culig et al., 1994).

2.1.3.4.4 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Le géne vegf-A est organisé en huit exons séparés par sept introns, et son épissage permet la
synthése de diverses isoformes (VEGF;,1, EGF165, VEGF130, VEGF,6). Ces différentes formes du VEGF,
favorisent I'angiogenése, donc l'irrigation des organes en contexte normal (Ferrara et al., 2003). Au
cours du développement, la croissance de I'épithélium prostatique induite par les androgenes est
précédée d’une hausse de la synthése du VEGF associée a I'augmentation de la prolifération des
cellules endothéliales, et a un renforcement du flux sanguin (Franck-Lissbrant et al., 1998; Joseph et
al., 1997). La signalisation induite par le VEGF est impliquée dans la régulation de I'embryogenése, la
prolifération, la différenciation, ainsi que le remodelage tissulaire et la cicatrisation (Folkman, 1971).
Le VEGF agit sur la cellule via son récepteur a activité tyrosine kinase divisé en trois sous-types :
VEGFR-1 (ou Flt-1), VEGF-2 (ou KDR) et VEGF-3 (ou Flt-4). Ces récepteurs comportent un domaine
immunoglobuline extracellulaire et un domaine tyrosine kinase cytoplasmique (Bergers and
Benjamin, 2003; Ferrara et al., 2003; Risau, 1997). Ainsi au cours de son développement, la prostate

ne manque pas d’oxygeéne ou de facteurs circulants.
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2.2 Aspects moléculaires de la signalisation

2.2.1 Les Androgénes

Les androgénes sont les hormones sexuelles males dont le principal représentant est la testostérone,
ils définissent aussi le produit de réduction de la testostérone : la dihydrotestostérone (DHT) (Gao et
al.,, 2005). Les androgénes, comme toutes les hormones stéroidiennes, dérivent du cholestérol. Ils
sont produits au niveau des testicules, avant d’atteindre |'ensemble de I'organisme par
I'intermédiaire de la circulation sanguine. Les androgénes sont responsables du développement des

organes sexuels secondaires, comme la prostate.

2.2.1.1 Récepteur aux androgénes

Le récepteur aux androgénes fait partie de la famille des récepteurs nucléaires aux hormones
stéroidiennes qui comporte les récepteurs aux minéralocorticoides (MR), aux glucocorticoides (GR),
aux cestrogenes (ER) et a la progestérone (PR). Cette super-famille des récepteurs nucléaires
comporte par ailleurs les récepteurs aux hormones thyroidiennes, a I'acide rétinoique, ou a la
vitamine D. Le récepteur aux androgénes a une activité de facteur de transcription, uniquement en

présence de son ligand (Bennett et al., 2010).

2.2.1.1.1 Profil d’expression

Le récepteur aux androgenes, comme son ligand, est essentiel au développement de I'épithélium de
prostate. Il est exprimé dans le mésenchyme urogénital et permet la détermination du sinus

urogénital (voir paragraphe 2.1.2. Le développement de la prostate, page 23).

Au sein de I'épithélium prostatique, le récepteur aux androgenes joue un role indirect dans la
prolifération des cellules de la couche basale, et direct dans la différenciation des cellules T/A. Les
cellules souches n’expriment pas le récepteur aux androgénes, cependant les cellules T/A expriment
des doses croissantes de RA au cours de leur différenciation. Finalement, le récepteur aux
androgenes est au niveau le plus haut dans les cellules luminales ayant une activité sécrétrice (voir
Figure 5, page 19) (Heer et al., 2007; Litvinov et al., 2003). Les cellules stromales expriment elles
aussi le récepteur aux androgenes et répondent a une stimulation hormonale par la sécrétion de
facteurs de croissance a destination des couches basales de I'épithélium, permettant la survie et la
prolifération de ces cellules, par ailleurs insensibles aux androgénes (voir Figure 4, page 17) (Litvinov

et al., 2006).
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Figure 8 : Structure du géne et de la protéine du récepteur aux androgenes.
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2.2.1.1.2 Structure du gene et de la protéine

Chez 'homme, le géne du récepteur aux androgénes est localisé sur le chromosome X (q11-12). Il
comporte 8 exons qui produisent un ARNm d’une longueur de 2760 nucléotides. La protéine qu'il
génere a une longueur de 920 acides aminés et est composée de 4 domaines structurellement et

fonctionnellement distincts (voir Figure 8).

2.2.1.1.2.1 Le domaine NTD

Le domaine amino-terminal (AF1) présent entre les résidus 1 et 558 est responsable de I'activité
transcriptionnelle du récepteur aux androgenes, notamment par l'intermédiaire de deux motifs :
Tau-1 (Transcription Activation Unit), entre les résidus 173 et 203, et Tau-5 entre les résidus 360 et
528. Ces motifs permettent I'interaction du récepteur aux androgénes avec les co-régulateurs de la
transcription, aussi bien les co-activateurs que les co-répresseurs (Claessens et al., 2008). Le motif
Tau-5 a été décrit comme un domaine d’activation autonome en interagissant avec le domaine riche
en glutamine du co-activateur SRC/p160 (Christiaens et al., 2002). Une mutation sur Tau-1 ou sur
Tau-5 rend le récepteur aux androgenes completement inactif (Callewaert et al., 2006), démontrant

gue ces deux motifs sont nécessaires a I’activité transcriptionnelle du RA.

2.2.1.1.2.2 Le domaine DBD

Le domaine de liaison a I’ADN du récepteur aux androgenes fait environ 80 acides aminés de long et
est organisé en deux doigts de zinc codés respectivement par les exons 2 et 3 du géne. Cette
structure est trés conservée entre les membres de la super famille des récepteurs stéroidiens
nucléaires de type I. Ces récepteurs se fixent sur le méme élément de réponse aux hormones (HRE)
composé de répétitions inversées de deux sites de liaison hexameériques de type 5-TGTTCT-3’
séparés par trois nucléotides (Cato et al., 1987). Cependant, la spécificité de liaison du récepteur aux
androgenes sur son ARE (Androgen Response Element) est due a deux séries de 5 acides aminés dont
la séquence lui est propre, et qui sont présentes sur chacune des structures en doigt de zinc : la P-box

sur le premier et la D-box sur le second (Umesono and Evans, 1989).

2.2.1.1.2.3 Larégion Hinge

La région hinge, codée par I'exon 4 du géne du récepteur aux androgenes, sépare la derniére hélice-a
du domaine de liaison a 'ADN et la premiere hélice-a du domaine de liaison du ligand (LDB). Cette
région est assez peu conservée, mais comporte un signal de localisation nucléaire (NLS)
(*’RKCYEAGMTLGARKLKKL®*) (Zhou et al., 1994). En position C-terminale par rapport a la région

NLS : entre les résidus 639 a 657, se trouve une séquence de dégradation putative de type PEST
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Figure d'aprés Gelmann, 2002

Figure 9 : Structure tridimensionnelle du domaine LBD du récepteur aux androgénes.

Cristallographie du domaine LBD du récepteur aux androgenes en présence de son ligand (a gauche).
La figure de droite représente une vue plus détaillée de la méme zone avec les résidus impliqués
dans la liaison du récepteur au ligand.
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(Sheflin et al., 2000), mais elle ne semble pas influencer la stabilité du récepteur aux androgénes
(Haelens et al., 2007). Au sein de cette séquence, se trouve un résidu Sérine a la position 650, qui
peut étre phosphorylé par les MAP kinases JNK et p38, et semble étre impliqué dans la régulation de

la translocation du récepteur aux androgenes dans le noyau (Gioeli et al., 2006).

2.2.1.1.2.4 Le domaine LBD

Le domaine de liaison au ligand du récepteur aux androgeénes est organisé en un empilement de
douze hélices-a autour d’une cavité centrale occupée par les androgénes. Dix-huit résidus présents
sur les hélices 3, 5 et 11 entrent directement en contact avec le ligand (voir Figure 9) (Gelmann,
2002; Matias et al., 2000; Sack et al., 2001). Cependant, la variété des mutations observées chez les
patients montrant une insensibilité aux androgénes indique que plus qu’un motif particulier, c’est
I'intégrité du domaine de liaison au ligand qui est nécessaire a l'activation du récepteur aux
androgenes. En effet, la liaison du ligand implique un changement de conformation : I'hélice 12 se
repositionne de maniere a fermer la cavité dans laquelle se trouve le ligand, de plus, cela permet la
formation d’un sillon hydrophobe (Heery et al., 1997) a la surface du LBD (Moras and Gronemeyer,
1998). Ce sillon est reconnu par divers co-activateurs du récepteur aux androgénes, ce qui favorise
son activité transcriptionnelle (Heery et al., 1997). De plus, le sillon hydrophobe du LBD est entouré
de deux résidus chargés : Lys720 et Glu897 qui peuvent entrer en contact avec le motif 2FQNLF*’ du
domaine N-terminal du récepteur aux androgenes (Dubbink et al., 2004). Dans cette conformation, le
signal NES (Nuclear Export Sequence) présent entre les résidus 742 et 817 est inaccessible, et le
signal NLS (Nuclear Localization Sequence) de la région Hinge permet d’adresser le récepteur aux
androgenes vers le noyau. Cependant, lorsque le ligand se détache du récepteur, le signal NES est
dominant, ce qui explique la localisation cytoplasmique du récepteur aux androgénes inactif

(Heinlein and Chang, 2002).
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Figure 10 : Signalisation du récepteur aux androgénes.

La testostérone pénéetre dans la cellule ou elle est réduite en DHT par la 5a-Réductase. La fixation de
la DHT sur le récepteur aux androgénes induit un changement de conformation qui le libére de
I'emprise des protéines chaperonnes. Ainsi, le RA peut migrer dans le noyau ou il se dimérise avant
de se fixer sur le motif ARE du promoteur de ses genes cibles afin d’induire leur transcription.
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2.2.1.2 Signalisation du récepteur aux androgénes

Le récepteur aux androgenes se trouve dans le cytoplasme, et ne pénetre dans le noyau qu’en
présence de son ligand. Dans le noyau, le récepteur aux androgénes, associé a ses différents co-
régulateurs, se fixe a I’ADN sur la séquence ARE, et permet la transcription de ses genes cibles (voir

Figure 10).

2.2.1.2.1 Activation canonique du récepteur aux androgenes

En absence de son ligand, la séquence NLS du récepteur aux androgenes est inaccessible, donc le RA
est cytoplasmique. Il est alors associé avec des protéines de choc thermique (HSP) (He et al., 1999;
He et al.,, 2000; Loy et al.,, 2003), des protéines du cytosquelette (Veldscholte et al., 1992b) et
d’autres protéines chaperonnes (Loy et al., 2003; Ozanne et al., 2000). Ces protéines peuvent relier le
récepteur aux androgenes au cytosquelette, notamment via la Filamine. Ces interactions avec des
protéines chaperonnes et avec le cytosquelette peuvent moduler la conformation du récepteur aux

androgenes, donc favoriser une liaison efficace du ligand (Cardozo et al., 2003; Shatkina et al., 2003).

La testostérone est réduite en dihydrotestostérone (DHT) par la 5a-reductase lorsqu’elle pénétre
dans la cellule. La DHT est un ligand tres efficace du récepteur aux androgenes ; elle induit un
changement de conformation des hélices a 3, 4 et 12 du LBD pour former le domaine fonctionnel AF-
2 (Activation Function-2). Le domaine AF-2 interagit avec le motif ?FQNLF?’ du domaine AF-1 en
position N-terminale, qui est responsable de [Iactivité transcriptionnelle du récepteur aux
androgenes (He et al., 1999; He et al., 2002a; Liao et al., 2003; Schaufele et al., 2005). Ce changement
de conformation permet au RA de se dissocier des protéines de choc thermique afin de pouvoir
interagir avec des co-régulateurs comme ARA70 (Androgen-Receptor Associated Protein-70), ou
I'Importine-a, qui sont responsables de la translocation du RA vers le noyau (Cutress et al., 2008; He

et al., 2002a; Loy et al., 2003; Ozanne et al., 2000; Rahman et al., 2004; Schaufele et al., 2005).

2.2.1.2.2 Transactivation du récepteur aux androgénes

Alternativement, le récepteur aux androgénes peut étre phosphorylé par des kinases activées
notamment par les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK), ou les récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR); cela lui permet d’étre actif en absence d’androgénes (voir paragraphe 2.4.
Emergence de connexions entre les voies de signalisation, page 79) (Cao et al., 2006; Manin et al.,

2002; Scheid and Woodgett, 2001; Yeh et al., 1999).

Il faut noter que I'activité du récepteur aux androgenes est régulée par des phosphorylations sur des

résidus Sérine en présence et en absence de ligand (Gioeli et al., 2002). La fixation du ligand permet
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Rade du régulatsur Domaines du RA impliqués dans Finteraction
Activateur  Répresseur NTD DED Hinge LED
AES L] L]
akt -

ANFK - L] L]

ARAST/PATL L] L] L] L]
ARAIED
ARAZASRAN
ARAZET-0

ARASS

ARASS

ARATO (RFG, ELE1)
ARIPIPIASED
ARIP4

ARR1S L] L]
BAG-1L
BRCAL - L]

c-Jum - . . .
Calretioulin L] .

Caveglin-1 -

CBP -

Cydin D1 .
Cydin E -

DaN-1 L] L]
CJBF L] L]

ES-AP . —=
ERM L] L] L] L]
Fina . .

F-SRC-1 L] L]
FHLZ - L] L]
Gelzolin - .
GEKIE L] L]

GT158 - L]

HEC1 L] L] L]
HDACL L] L]
HME-1 and 2 -

hspad {dnal, ydjip] =

hRads .

mzacib L] .

MCoR L]

P/CAF .

B53 L]

PAKS L] L] L]
PATZ .

PDEF

FEC-1 {LEMS]
PlAS1

PlAZS

Flasy

PMRC
PRMT/CARMIL
PTEN

RACKL - L]
RAF {IDE] - ™ -

RB L] L] L]

Rela L] L]

RIF140 - L]
SHP

Smad3 L
smada

SMRT

SHURF [RNRA]

SRA

SRC-1 (NCoa-1)

SRC-3 (Rac3, ACTR, AIEL, p/CIP, TRAM1)
SRY L] L]
Supervillin
TFIIH, CAK - L]

TGIF L] L]

TIF2 {GRIPL, NCoA-2, SRC-2) . . .

Tips0 L] [
TR L] L] L]
TRAML/RACT L . .

Uk L] . .
Zac-1 - L]

Tableaud'aprés Bennettetal., 2010

nom du co-régulateur

Figure 11 : Les co-régulateurs du récepteur aux androgeénes : réle dans la transcription
et interaction avec le récepteur.
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notamment au récepteur aux androgénes de recruter des kinases capables de le phosphoryler sur les
Sérines 80, 93 et 641 supposées le protéger de la dégradation (Blok et al., 1998). Par ailleurs, les MAP
kinases ERK, p38 et JNK, et la kinase Akt sont capables de phosphoryler le récepteur aux androgenes
sur les résidus Sérine 213, 506 et 650 afin d’augmenter sa sensibilité a de faibles doses d’androgénes
ou de recruter les co-activateurs nucléaires nécessaires au remodelage de la chromatine (Rochette-

Egly, 2003).

2.2.1.2.3 Signalisation génomique

Lorsqu’il pénetre dans le noyau, le récepteur aux androgenes se dimérise et ses co-activateurs
facilitent la liaison du domaine DBD du récepteur aux androgénes aux séquences ARE (Androgen
Response Element) de 'ADN. Cela permet ensuite au RA de recruter de nouveaux co-activateurs
ayant une activité d’histone acetyltransférase (HAT) comme CBP/p300, P/CAF via les membres de la
famille de co-activateurs SRC/p160 (voir Figure 11) (Bennett et al., 2010; Heinlein and Chang, 2002).
Ainsi la chromatine est remodelée, et permet la fixation des protéines de liaison a la TATA box (TBP),
puis le recrutement de la machinerie basale de transcription (GTF). Enfin, I’ARN polymérase Il peut
commencer la transcription des genes cibles du récepteur aux androgenes, parmi lesquels des génes
impliqués dans la mise en place du systeme sécrétoire, mais aussi dans la régulation du cycle

cellulaire et de I'apoptose (Dehm and Tindall, 2006; Kaarbo et al., 2007; Lamont and Tindall, 2010).

La durée et I'efficacité de la transcription du récepteur aux androgenes dépendent de la nature de
son ligand. Cette propriété est exploitée lors de I'élaboration des antagonistes utilisés pour inhiber la
fonction du récepteur, afin de réduire le temps d’interaction entre le RA et I’ADN (Kaarbo et al.,
2007). Finalement, lorsque le récepteur aux androgenes se détache de I’ADN, il peut, soit étre recyclé
dans le cytoplasme via sa région NES (Nuclear Export Sequence) présente au niveau du domaine LBD,

soit étre ubiquitinylé par I'E3 ubiquitin Ligase, puis dégradé par le protéasome.

Il faut noter que le récepteur aux androgenes fonctionne généralement sous forme d’homodimére,
mais il est aussi capable de constituer des hétérodimeéres avec le récepteur orphelin TR4 (Testicular
Receptor-4), et l'isoforme a du récepteur aux cestrogénes, ce qui implique des variations dans la

régulation de la transcription (Lee et al., 1999; Zhou et al., 1994).

2.2.1.2.4 Signalisation non-génomique

A cette signalisation génomique du récepteur aux androgénes s’ajoute une activité non canonique
qualifiée de non-génomique, puisque caractérisée par une rapidité de réponse de l'ordre de

guelques minutes, excluant les mécanismes de transcription-traduction beaucoup plus longs
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(Kousteni et al., 2001). Cette action du récepteur aux androgenes a lieu dans le cytoplasme ou a la
membrane plasmique, et déclenche la libération du calcium intracellulaire et I'activation de
protéines kinases comme les MAPK (ERK), la protéine kinase A (PKA), Akt et la protéine kinase C (PKC)
(Baron et al., 2004; Foradori et al., 2008; Li and Al-Azzawi, 2009). Le récepteur aux androgénes peut

activer ces cascades de signalisation en interagissant directement avec certains de leurs acteurs.

En effet, dans les cellules primaires murines VDEC de nature épithéliale, le domaine NTD du
récepteur aux androgenes peut se lier a la sous-unité régulatrice p85a de la phospho-inositide 3
kinase (PI3K), et ainsi activer la molécule effectrice Akt en aval. Cette activation d’Akt est
complétement bloquée par le Bicalutamide, inhibiteur du RA (Baron et al., 2004). De méme, dans les
cellules LNCaP, lignée cellulaire dérivée d’un carcinome de prostate androgéno-dépendant, le
récepteur aux androgénes peut avoir une action non-génomique en présence de son ligand. Il
interagit, via les résidus 371 a 422 de son domaine NTD, avec le domaine SH3 (Src Homology 3) de la
kinase Src; cela induit un changement de conformation de Src qui stimule son activité enzymatique,

ce qui conduit finalement a I'activation de la MAP kinase ERK2 (Migliaccio et al., 2000).
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Figure 12 : Spécificité des récepteurs de la famille ERBB.
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2.2.2 EGF

L'EGF est un facteur de croissance ubiquitaire responsable de la prolifération d’un grand nombre de
types cellulaires. Il est synthétisé sous la forme d’un précurseur, puis est clivé pour devenir actif.
L'EGF est constitué de 5 feuillets B reliés par trois ponts disulfures, cette organisation maintient la
structure dans une conformation rigide et empéche sa dégradation par les protéases. L'EGF est une
molécule soluble, et ne peut donc pas traverser les membranes plasmiques ; il agit sur les cellules par

le biais de son récepteur.

2.2.2.1 Récepteur a ’'EGF

Le clonage et le séquengage complet de I’ADNc de I'EGF-R ont permis de mettre en évidence pour la
premiere fois des similitudes et des différences entre un récepteur membranaire et un oncogéne
viral aviaire: v-erbB (Downward et al., 1984; Ullrich et al.,, 1984; Yamamoto et al., 1983). Le
récepteur a I'EGF fait partie de la classe des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) membranaires
qui comprend 58 membres parmi lesquels plus de la moitié ont été trouvés surexprimés ou mutés

dans des cas de maladies hyper- ou hypo-prolifératives (Blume-Jensen and Hunter, 2001).

Le récepteur a I'EGF définit une famille qui comporte quatre membres: I'EGF-R (ERBB1, HER1),
ERBB2 (HER2, NEU), ERBB3 (HER3) et ERBB4 (HER4) ayant des homologies de 25 a 80% selon les
régions, le domaine kinase étant le plus conservé (Jorissen et al., 2003; Mitsudomi and Yatabe, 2010).
Par ailleurs, les récepteurs de la famille HER (Human Epidermal growth factor Receptors) ont dix
ligands différents classés en quatre groupes : I'epidermal growth factor (EGF), le transforming growth
factor-a (TGF-a) et 'amphiréguline se lient a 'EGF-R (HER1) ; I’'heparin-binding EGF-like growth factor
(HB-EGF), la bétacelluline (BTC) et I'épiréguline (EPR) se lient a HER1 et HER4 ; la neuréguline-1 (NRG-
1) et la NRG-2 se fixent sur HER3 et HER4 ; tandis que la NRG-3 et la NRG-4 se lient uniquement a
HER4 (voir Figure 12) (Beerli and Hynes, 1996; Carraway et al., 1994; Higashiyama et al., 1991; Peles
and Yarden, 1993; Plowman et al., 1993; Riese et al., 1996; Savage et al., 1972; Shing et al., 1993;
Tzahar et al., 1994; Zhang et al., 2007). Cependant, le récepteur HER2 ne lie aucun de ces ligands, il
est donc supposé agir comme une sous-unité commune, capable de former des hétérodimeres avec
les trois autres formes d’EGF-R afin de favoriser I'activation des cascades de signalisation en aval

(Graus-Porta et al., 1997).

44




Voie ERK1/2 et intégration du signal

Introduction

P-loop aC helix A-loop
e e
Géne de I'EGF-R
(25m= partie)
Protéine

Gene de 'EGF-R
(1%= partie)

Figure d’aprés Mitsudomi and Yatabe, 2010

Figure 13 : Structure du géne et de la protéine du récepteur a I’EGF.
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2.2.2.1.1 Structure du gene et de la protéine

Le géne de I'EGF-R se trouve sur le chromosome 7p12-13 et code pour un récepteur a activité
tyrosine kinase de 170-kDa. L'EGF-R est synthétisé a partir d’'un précurseur peptidique de 1210 acides
aminés qui est inséré a la membrane plasmique apres le clivage de 24 résidus de la séquence amino-
terminale (Ullrich et al., 1984). L'EGF-R est composé de quatre domaines fonctionnels : le domaine
de liaison du ligand extracellulaire, le domaine transmembranaire, le domaine tyrosine kinase

intracellulaire et le domaine C-terminal régulateur (voir Figure 13) (Burgess et al., 2003).

2.2.2.1.1.1 Domaine de liaison au ligand

Le domaine extracellulaire est codé par les exons 2 a 16 et comporte 4 régions distinctes : la région
L1 (exons 2 a 4), la région CR1 (exons 5 a 7), la région L2 (exons 8 a 12) et la région CR2 (exons 13 a
16). Les régions L1 et L2 ont une conformation en hélices B et permettent la liaison de I'EGF. Ces
domaines L1 et L2 adoptent une conformation créant une poche de liaison pour I'EGF. Les régions
CR1 et CR2 quant a elles, sont composées de séquences riches en cystéine, et semblent étre reliées
entre elles par des ponts disulfures. De plus une grande boucle dépasse du domaine CR1 afin
d’entrer en contact avec le domaine CR1 d’un autre EGF-R pour former un dimere (Garrett et al.,
2002; Ogiso et al., 2002). Le premier module de chacune des régions CR comporte un résidu
Tryptophane (Trp'’® et Trp*®?) qui s’intercale entre la quatrieme et la cinquiéme boucle de I’hélice B

formée par la région L, cela permet de former une poche hydrophobe dans laquelle se trouvent

0 453

d’autres résidus Tryptophane (Trp** et Trp™?). Cette poche hydrophobe semble essentielle a la
liaison du ligand au récepteur avec une forte affinité (Elleman et al., 2001). La région CR2 comporte
une séquence entre les résidus 557 et 617 qui semble étre suffisante pour adresser le récepteur a

I’'EGF vers les rafts membranaires (Yamabhai and Anderson, 2002).

2.2.2.1.1.2 Domaine transmembranaire

Le domaine transmembranaire est codé par I'exon 17, et se trouve entre les résidus 622 et 644 de
I'EGF-R (Ullrich et al., 1984). Cette région a une structure en hélice a qui se prolonge le long du
domaine juxta-membranaire (Rigby et al., 1998). Cette séquence est dotée de nombreuses fonctions
régulatrices, comme la régulation négative de l'internalisation de I'EGF-R (Kil and Carlin, 2000), la
localisation de I'EGF-R dans les cellules polarisées (He et al.,, 2002b), ou l’association avec la
calmoduline qui entre en compétition avec la protéine kinase C (PKC) pour la liaison a I'EGF-R (Li and

Villalobo, 2002; Martin-Nieto and Villalobo, 1998).
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2.2.2.1.1.3 Domaine tyrosine kinase

Le domaine tyrosine kinase est codé par les exons 18 a 24 du gene de I'EGF-R. Il adopte la structure
bilobée caractéristique des domaines kinases. Le lobe N-terminal (N-lobe) est codé par les exons 18 a
20 et est principalement formé de feuillets B et d’'une hélice a (aC). Au contraire le lobe C-terminal
(C-lobe), codé par les exons 21 a 24, est formé majoritairement d’hélices a. Les deux lobes du
domaine tyrosine kinase sont séparés par le sillon permettant la fixation de I’ATP. Des éléments de la
machinerie catalytique bordent ce sillon, notamment la boucle riche en résidus Glycine (Gly**>-Gly’®)
présente sur le N-lobe et permettant la liaison d’'un groupement phosphate, et le C-lobe apporte le
motif DFG (Asp®' - GIy**®), la boucle catalytique (Arg®? - Asn®®) contenant le résidu Asp®?, et la

boucle A (Asp®*' - Val®**?) (Stamos et al., 2002).

Il faut noter que HER3 ne dispose pas d’'un domaine tyrosine kinase, il ne peut donc propager un
signal que par l'intermédiaire d’une hétérodimérisation avec un autre membre de la famille de I'EGF-

R (Guy et al., 1994, Schlessinger, 2004; Yarden and Sliwkowski, 2001).

2.2.2.1.1.4 Domaine C-terminal

Le domaine C-terminal est codé par les exons 25 a 28 du gene de I'EGF-R. Cette région contient de
nombreux résidus Tyrosine dont la phosphorylation module I’association de molécules essentielles a
la transduction du signal initiée par la liaison de I'EGF a son récepteur. Il existe aussi des résidus
Sérine (Ser) et Thréonine (Thr) dont la phosphorylation semble étre importante dans les processus
d’endocytose. De plus, les résidus 984 a 996 du domaine C-terminal ont été décrits comme étant un
site de liaison a I'actine (den Hartigh et al., 1992). Cette séquence semble étre impliquée dans

I'oligomérisation des récepteurs aprés leur activation par la fixation de leur ligand.
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Figure 14 : Structure de I'EGF-R, et mode d’activation.

L'EGF peut se lier aux régions L1 et L2 du domaine extracellulaire de I'EGF-R suite a la rotation des
domaines L1 et CR1. Ce changement de conformation permet la dimérisation de 'EGF-R, ce qui
stimule I'activité catalytique des domaines kinase, responsables de I'autophosphorylation, donc de

I'activation de I'EGF-R.

48



Voie ERK1/2 et intégration du signal

Introduction

2.2.2.2 Signalisation de 'EGF-R
2.2.2.2.1 Fixation du ligand

L'EGF interagit avec les régions L1 et L2 de son récepteur (voir Figure 14). Des liaisons hydrogéne se
créent entre les résidus de 'EGF et ceux de 'EGF-R: Arg* se lie a Asp®®, Glu® et Arg® se lient a
Glu®®, Cys* et Cys> se lient a Glu'® et Gly™. Par ailleurs, le résidu Leu”” de 'EGF se place dans la

15 et 11e™®. Finalement, le plus grand des

poche hydrophobe formée par les résidus Leu®®, Phe*?, Ala
feuillets B de I'EGF est attiré dans son récepteur. Il faut noter que les différents ligands des
récepteurs de la famille ERBB ont le méme mode de liaison, quel que soit leur récepteur. De plus,
certains résidus sont conservés entre les différents ERBB (Leu“, Glu*>®, Phe357), indiquant leur

importance dans la fixation du ligand (Jorissen et al., 2003).

Finalement, 'ectodomaine de I'EGF-R (résidus 1 a 621) est décrit pour interagir avec I'EGF et
permettre la formation de dimeéres selon la stoechiométrie 2: 2 (deux EGF-R et deux ligands)
(Domagala et al., 2000; Lemmon et al., 1997; Odaka et al., 1997). La structure tridimensionnelle de
I’ectodomaine de ERBB3 indique que la conformation des régions L1 et L2 exclut la possibilité d’une

liaison de I'EGF a ces deux régions simultanément (Cho and Leahy, 2002).

2.2.2.2.2 Dimérisation

Lorsque I'EGF se fixe sur son récepteur, il subit un changement de conformation permettant sa
dimérisation par lI'intermédiaire d’'une boucle présente au niveau du domaine CR1 qui peut interagir
avec la poche présente a la base de cette boucle au niveau de I'EGF-R partenaire. Il existe aussi des
contacts plus faibles entre la boucle du CR1 et les régions L1 et L2 de I'EGF-R partenaire. Ces
interactions participent a la formation de dimeres a la surface cellulaire (Garrett et al., 2002; Ogiso et
al., 2002). La formation des hétérodiméres est moins bien caractérisée que celle des homodimeres,
mais il est admis que le récepteur ERBB2 est le partenaire favori de 'EGF-R (Graus-Porta et al., 1997;
Karunagaran et al., 1996). De plus ce type d’hétérodimeres est connu pour réduire le taux de
dégradation de 'EGF-R (Lenferink et al., 1998). Par ailleurs, des hétéro-oligomeres impliquant I'EGF-R
et les récepteurs de surface comme le PDGF-R ont été décrits (Saito et al., 2001). De tels complexes
peuvent se former grace aux systemes de protéines d’échafaudage, ou aux interactions entre

molécules adaptatrices (Walker and Burgess, 1991).
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Figure 15 : Sites de phosphorylation des domaines cytoplasmiques d’EGF-R, ERBB2 et ERBB3.

A chaque résidu phosphorylé correspond une ou plusieurs molécules de signalisation connue(s) pour
s’y associer.
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2.2.2.2.3 Activation du domaine kinase de I'EGF-R

La dimérisation des récepteurs a I'EGF via leur région CR1 permet aux domaines kinases
intracellulaires d’interagir selon une orientation téte-béche (Zhang et al., 2006b). Ce changement de
conformation par rotation du domaine cytoplasmique autour d'un point du domaine
juxtamembranaire est nécessaire et suffisant pour activer le domaine kinase de I'EGF-R (Chantry,
1995; Gadella and Jovin, 1995; Moriki et al., 2001). Néanmoins, la région C-terminale participe a
réguler la dimérisation des récepteurs, puisque la délétion des résidus 835 a 918 empéche la

dimérisation de 'EGF-R en absence de ligand (Yu et al., 2002).

De nombreuses protéines a activité tyrosine kinase nécessitent une phosphorylation de leur boucle
d’activation pour étre activées (Hubbard et al., 1998). Cependant, I'activité kinase de I'EGF-R ne
semble pas étre soumise a ce type de régulation. En effet, la mutation de la seule Tyrosine présente
au niveau de la boucle d’activation (Tyr®*) n’affecte pas I'activité kinase de I'EGF-R (Tice et al., 1999).
Ainsi, le changement de conformation du domaine tyrosine kinase de I'EGF-R augmente son affinité

pour I’ATP, ce qui permet son activation (Ge et al., 2002).

2.2.2.2.4 Activation des voies de signalisation en aval

Lorsque le domaine tyrosine kinase du récepteur a I'EGF est actif, il peut s’autophosphoryler, ou étre
phosphorylé par d’autres kinases telles que Src et JAK-2 (Tice et al., 1999; Yamauchi et al., 1997). Les
résidus phosphorylés peuvent alors servir de sites d’ancrage aux domaines SH2 et PTB des molécules
adaptatrices impliquées dans la signalisation intracellulaire. Il faut noter que chaque membre de la
famille des ERBB peut recruter différentes molécules de signalisation (voir Figure 15) (Hynes and
Lane, 2005). Les voies de signalisation induites par le récepteur a 'EGF fonctionnent de maniere

entremélée et ne doivent pas étre considérées individuellement.
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Figure 16 : Voie d’activation des MAP kinases ERK1/2.
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2.2.2.2.4.1 Voie Ras/MAPK

La voie de signalisation des MAP kinases est la principale voie induite par le récepteur a I'EGF (voir
Figure 16) (Hemming et al., 1992; Salomon et al., 1995). Cette cascade induite par le proto-oncogene
Ras implique la protéine adaptatrice Grb2 (Growth factor Receptor Bound protein 2). Cette molécule
est dotée d’un domaine SH2 capable de se lier aux résidus phosphorylés Tyr'® et Tyr'%® de 'EGF-R
(Batzer et al., 1994). La protéine adaptatrice Grb2 a aussi deux domaines SH3 qui interagissent avec
les séquences riches en résidus Proline du facteur d’échange de nucléotides guanyliques, Sos (Son of
Sevenless). Ainsi, Sos se relocalise du cytoplasme vers la membrane plasmique, ce qui le rapproche
de son substrat : Ras, petite GTPase membranaire. Cette proximité permet a Sos de remplacer un
GDP par un GTP sur Ras, qui passe ainsi de sa forme inerte a sa forme active. La protéine Ras peut
alors se lier au domaine N-terminal de la Sérine/Thréonine kinase Raf-1, cette interaction induit le
changement de conformation nécessaire a I'activation de Raf-1 (Hallberg et al., 1994). Raf-1 active
les MAP Kinases (MEK) en les phosphorylant sur deux résidus Sérine. A cette étape, le signal est
amplifié car les protéines MEK sont beaucoup plus abondantes que les protéines Raf. Les protéines
MEK ainsi activées phosphorylent les MAP Kinases (ERK) sur les résidus Tyrosine et Thréonine du
motif Tyr-Glu-Thr présent dans la boucle d’activation de son domaine kinase, et induisent |'activité
catalytique des ERK (Liebmann, 2001). Les Sérine/Thréonine kinases ERK ont de nombreux substrats
cytoplasmiques (Yoon and Seger, 2006), et peuvent aussi pénétrer dans le noyau par diffusion
passive de dimeres ou transport actif de monomeres afin d’activer des substrats nucléaires. Le
facteur de transcription Elkl est un des substrats des ERK, il permet I'expression de génes
précocement induits (immediate early gene : IEG). Finalement, la voie ERK aboutit a des réponses
cellulaires variées, comme la prolifération, la différenciation, la migration ou I'apoptose (Yang et al.,

2003).
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Figure 17 : Mode d'activation de la kinase Src et phosphorylation de I'EGF-R.

En absence d’EGF, la kinase Csk phosphoryle Src, ce qui la maintient dans un état inactif. Lorsque
I'EGF-R est stimulé, la phosphatase SHP2 est activée et empéche I'action de Csk sur Src. Cette levée
d’inhibition permet a la kinase Src d’aller phosphoryler 'EGF-R sur les résidus Tyr845 et Tyr1101.
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Figure 18 : Voie d'activation de STAT5b.
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2.2.2.2.4.2 Kinases Src

La kinase Src est membre d’une famille de 10 genes, qui comporte par ailleurs : fyn, yes, blk, frk, fgr,
hck, Ick, lyn, srms. Ces kinases sont spécifiques des résidus Tyrosine, et ont une localisation
cytoplasmique. Les SFK (Src Family Kinases) jouent un réle fondamental dans la régulation de la
prolifération, la migration ou I'adhésion. La signalisation de la kinase Src interfere avec d’autres
cascades telles que la voie JAK/STAT ou la voie PI3-K/Akt (Leu and Maa, 2003; Summy and Gallick,
2006; Yeatman, 2004). La kinase Src est capable d’interagir avec des résidus Tyrosine phosphorylés,
notamment la Tyr845, présents au niveau du domaine kinase de I'EGF-R, via son domaine SH2, afin de

favoriser la signalisation du récepteur a activité tyrosine kinase (voir Figure 17) (Leu and Maa, 2003).

2.2.2.2.4.3 Voie STAT

Les protéines STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) ont d’abord été décrites en aval
des récepteurs de cytokines (Darnell, 1997; lhle et al., 1997). Les sept genes STAT (1, 2, 3, 4, 5a, 5b et
6) appartiennent a une famille de facteurs de transcription présents dans le cytoplasme sous forme
de monomeres (Darnell, 1997). De maniére générale, les protéines STAT sont recrutées au niveau du
récepteur via leur domaine SH2, puis elles sont phosphorylées par les kinases JAK (Janus Kinase) (voir
paragraphe 2.2.3.2. Signalisation de I'lL-6, page 60) (Leonard, 2001). Les phosphorylations sur des
résidus Tyrosine permettent la dimérisation des STAT, qui peuvent ainsi pénétrer dans le noyau afin

d’induire I'expression de leurs génes cibles (Yu and Jove, 2004; Zhong et al., 1994).

Les protéines STAT1, 3 et 5 sont impliquées dans le signal de I'EGF-R. Dans ce contexte, leur
phosphorylation est indépendante de la protéine JAK (David et al., 1996; Leaman et al., 1996; Park et
al., 1996). L’activation de STAT5b est la conséquence d’une coopération entre la kinase Src et I'EGF-R.
Son activation nécessite en effet la phosphorylation par Src du résidu Tyr®*® présent au niveau du
domaine kinase de I'EGF-R (Andl et al.,, 2004; David et al., 1996; Kloth et al., 2003). La protéine
STATSb est ainsi recrutée via son domaine SH2 au niveau de ce résidu Tyr®*, ou elle est phosphorylée
sur des résidus Tyrosine, ce qui entraine un changement de conformation permettant sa

dimérisation, donc son activation (voir Figure 18).

2.2.2.2.4.4 Voie PI3-K/Akt

La voie PI3K régule divers processus cellulaires tels que la prolifération, 'apoptose, I'invasion ou la
migration (Vivanco and Sawyers, 2002). La PI3 kinase est une enzyme composée d’une sous-unité
régulatrice p85 et d’une sous-unité catalytique p110. Suite a la stimulation de I'EGF-R, il existe deux

modes d’activation de la PI3 kinase.
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Figure 19 : Deux modes d’activation de la voie PI3K/Akt par deux récepteurs de la famille ERBB.

Contrairement a la neuréguline (NRG), I'EGF active indirectement cette voie par I'intermédiaire de la
protéine adaptatrice Gab1.
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Le mécanisme principal d’activation de la PI3 kinase dépend de I’'hétérodimérisation entre I'EGF-R et
ERBB3. ERBB3 comporte en effet de nombreux sites d’ancrage pour la sous unité p85 dans sa région
cytoplasmique (Carpenter et al., 1993; Yarden and Sliwkowski, 2001). La protéine p85 dispose d’un
domaine SH2 grace auquel elle est capable d’interagir avec les résidus Tyrosine phosphorylés des
motifs YxxM, présents sur ERBB3 (Yu et al., 1998a; Yu et al., 1998b). Alternativement, la sous-unité
p85 de la PI3K peut s’associer avec 'EGF-R par I'intermédiaire de la protéine adaptatrice Gabl, qui

interagit avec le résidu Tyr'®® du domaine kinase (voir Figure 19) (Mattoon et al., 2004).

Ces deux associations permettent I'activation de la sous-unité catalytique p110, qui va phosphoryler
le phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PIP,) en PIP;, second messager qui permet le recrutement
d’Akt via son domaine Sérine/Thréonine kinase. Cette interaction induit un changement de

% ot Ser’”® par les

conformation de la kinase qui permet sa phosphorylation sur les résidus Thr
kinases PDKP1 (phosphoinositide dependent kinase 1) et mTORC2 (mammalian Target of Rapamycin
Complex 2), respectivement (Stokoe et al., 1997; Vivanco and Sawyers, 2002). La kinase Akt peut
ainsi phosphoryler diverses cibles jouant un réle dans la survie cellulaire, comme Bad, la Pro-Caspase
9, ou le facteur de transcription NFkB, qui permet I'expression des génes de la famille anti-

apoptotique Bcl2, et des inhibiteurs de caspases c-IAP1, c-IAP2 (Cellular Inhibitor of Apoptosis

Protein).

2.2.2.2.5 Recyclage ou dégradation des récepteurs

Aprés leur activation, les récepteurs de la famille de 'EGF-R sont internalisés, puis adressés a la
dégradation lysosomale, ou recyclés a la membrane plasmique. L'endocytose médiée par la clathrine
est le mécanisme majeur d’internalisation de I'EGF-R. La partie C-terminale de I'EGF-R semble jouer
un réle dans la régulation de ce processus. Ce domaine comporte en effet divers résidus Sérine et
Tyrosine qui peuvent étre phosphorylés, et ainsi servir de point d’ancrage a des protéines impliquées

dans les mécanismes d’internalisation et de dégradation (Sorkin and Goh, 2009).

Les différents ligands des récepteurs de la famille de I'EGF-R stimulent l'internalisation de leur
récepteur. Selon leur nature, ils induisent soit le recyclage, soit la dégradation de leur récepteur. En
effet, I'HB-EGF et la Bétacelluline adressent I'EGF-R a la dégradation lysosomale. Au contraire, le TGF-
a et I'Epiréguline entrainent un recyclage total de leurs récepteurs. L'amphiréguline, quant a elle,
n’induit pas la dégradation de I'EGF-R, mais son recyclage est significativement ralenti, et I'EGF

entraine la dégradation de la majorité des récepteurs, mais pas la totalité (Roepstorff et al., 2009).
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Figure 20 : Structure tridimensionnelle de I'lIL-6.
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Figure 21 : Structures de I'lL-6Ra et de gp130.
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2.2.3 IL-6

L'Interleukine-6 est une cytokine, c’est-a-dire un facteur soluble produit par les cellules et sécrété
dans I'environnement pour agir sur les cellules voisines afin d’en réguler la différenciation, la survie,
I'apoptose ou encore la prolifération. L'Interleukine-6 appartient a la famille des cytokines
inflammatoires de type IL-6, comprenant aussi I'lL-11, le LIF (Leukaemia Inhibitory Factor), 'OSM
(Oncostatine M), le CNTF (Ciliar Neurotrophic Factor), la CT-1 (cardiotrophin-1) et la CLC
(cardiotrophin-like cytokine). Ces cytokines ont aussi bien des propriétés pro-inflammatoires qu’anti-
inflammatoires, et jouent un réle important dans I’'hématopoiése et la réponse immunitaire (Heinrich

et al., 2003).

Le gene de I'IL-6 est localisé sur le chromosome 7p21-14. |l est transcrit sous la forme d’un ARNm
d’une longueur de 1,3 kb et doté de 5 exons. Ce messager est traduit en une protéine de 184 acides
aminés, d’'une masse moléculaire d’environ 20 kDa. L'IL-6 comporte quatre résidus Cystéine, deux
ponts disulfure, et deux sites de N-glycosylation (Heinrich et al., 1998). La structure tertiaire de I'lL-6
est caractérisée par la présence de quatre hélices a (A, B, C et D) disposées de maniére antiparallele
et interconnectées par des structures en forme de boucle (voir Figure 20) (Heinrich et al., 2003;

Somers et al., 1997; Xu et al., 1997).

2.2.3.1 Récepteur al'lL6

Le récepteur a I'lL-6 est composé de deux sous-unités : une protéine transmembranaire de 80 kDa
qui reconnait spécifiquement I'lL-6 (IL-6Ra), et une glycoprotéine transmembranaire de 130 kDa

(gp130) responsable de la transduction du signal (voir Figure 21).

2.2.3.1.1 IL-6Ra

La transcription du géne de I'lL-6Ra donne un messager de 5 kb qui permet I'expression d’une
protéine de 449 acides aminés, d’'une masse moléculaire d’environ 80 kDa et dotée de cinqg sites de
N-glycosylation. Le domaine N-terminal extracellulaire de I'lL-6Ra est composé de 339 acides aminés
organisés en 3 régions définies : un domaine immunoglobuline (D1) et deux domaines Fibronectine
de type lll (FNIII) nommés D2 et D3. Ces derniers constituent le module de liaison des cytokines (CBM
pour Cytokine Binding Module). La structure du CBM est conservée : le domaine D2 comporte des
motifs riches en résidus Cystéine, et le domaine D3 est caractérisé par la présence d’un motif WSXWS
(Bazan, 1990; Varghese et al., 2002). Le domaine transmembranaire de I'lL-6Ra est composé de 28
acides aminés, tandis que le domaine C-terminal intracellulaire de 82 résidus n’est pas capable

d’induire la signalisation intracellulaire de lui-méme. Pour cela, I'IL-6Ra a besoin de la sous-unité
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gp130 commune a tous les récepteurs des cytokines de la famille de I'lL-6 (Heinrich et al., 2003;

Heinrich et al., 1998).

2.2.3.1.2 Gpl130

Le gene de la glycoprotéine gp130 est transcrit sous la forme d’'un ARNm de 7 kb. Ce messager est
traduit en une protéine de 896 acides aminés, d’'une masse moléculaire d’environ 130 kDa et qui
comporte dix sites de N-glycosylation. Le domaine extracellulaire N-terminal de gp130 est composé
de 597 acides aminés organisés en 6 régions définies : un domaine immunoglobuline (D1) et cing
domaines Fibronectine de type lll (FNIII) nommés D2, D3, D4 et D5. Comme pour I'lL-6Ra, les
domaines D2 et D3 constituent le CBM (D2 comporte des motifs riches en Cystéine, et D3 porte un
motif WSXWS). Le domaine transmembranaire de gp130 est composé de 22 acides aminés, et son
domaine C-terminal cytoplasmique de 277 acides aminés est caractérisé par de nombreux résidus
Tyrosine, cibles de phosphorylations, et par un motif di-Leucine ayant un réle dans I'internalisation
du ligand (Chow et al., 2001; Dittrich et al., 1996; Heinrich et al., 2003; Heinrich et al., 1998; Hibi et
al., 1990).

2.2.3.2 Signalisation de I'lL-6
2.2.3.2.1 Interaction IL-6 / IL-6Ra

La liaison de la cytokine sur son récepteur a été largement étudiée. Le domaine immunoglobuline de
I'IlL-6Ra n’est pas nécessaire a cette interaction (Yawata et al., 1993). Cependant le motif CBM
présent dans les régions de type fibronectine 1ll (D2 et D3) de I'lL-6Ra, contient des résidus essentiels
a la fixation de I'lL-6 (Grotzinger et al., 1997; Kalai et al., 1997; Kalai et al., 1996; Yawata et al., 1993).
L'IL-6 possede trois sites d’interaction avec son récepteur (voir Figure 20). Le site | est constitué des
résidus en position C-terminale de I’hélice D et de la partie C-terminale de la boucle reliant les hélices
A et B. Ce site détermine la spécificité de la liaison de la cytokine a son récepteur IL-6Ra, puisque les

sites Il et Il permettent I'interaction de I'lL-6 avec la sous-unité gp130.

2.2.3.2.2 Recrutement de gp130

Le site Il comporte les résidus proches du centre des hélices A et C. Il semble qu’il constitue le site
universel de liaison des cytokines de la famille de I'lL-6 a la glycoprotéine gp130 (voir Figure 20).
Selon la cytokine, le site Ill peut permettre le recrutement de LIFR, OSMR ou d’une autre gp130,
comme c’est le cas pour I'lL-6. Ce dernier site est composé des résidus présents a la fin de la boucle
CD, et sur les parties N-terminales de I’hélice B et de la boucle AB. Les domaines de gp130 impliqués

dans interaction avec I'lL-6 sont plus variés que ceux de I'lL-6Ra.
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Figure 22 : Voies de signalisation induites par I'IL-6.

La fixation de I'lL-6 sur son récepteur IL-6Ra et gp130 entraine le changement de conformation de
gp130 responsable de I'activation des kinases JAK. Ainsi les JAK peuvent phosphoryler divers résidus
de gp130 nécessaires a la liaison de molécules de signalisation, comme STAT, SHP2 ou SOCS.

61




Voie ERK1/2 et intégration du signal

Introduction

En effet, le motif CBM composé des domaines D2 et D3 se lie au site Il tandis que le site Il de I'lL-6
s’associe au domaine immunoglobuline D1 présent en position N-terminale sur gp130 (Hammacher
et al., 1998; Kurth et al., 1999; Owczarek et al., 1997; Pflanz et al., 2000; Timmermann et al., 2000).
Finalement, la liaison de I'lL-6 a son récepteur aboutit a la formation d’un hexameéere composé de
deux molécules d’IL-6, deux molécules d’IL-6Ra et deux molécules gp130 et capable de déclencher

des cascades de signalisation intracellulaire (voir Figure 22).

2.2.3.2.3 Activation des voies de signalisation

La protéine gp130 ne possede pas d’activité kinase intrinseque, mais elle est associée de maniére
constitutive a des protéines a activité tyrosine kinase de la famille JAK (pour Janus Kinase), JAK1, JAK2
et TYK2 (Giese et al., 2003). Les JAK se lient en effet a la région juxta-membranaire de gp130 qui
contient les motifs: box 1 (riche en Proline) et box 2 (séquence composée d’acides aminés
hydrophobes suivis de résidus chargés). Ces deux domaines et la séquence intermédiaire sont
importants pour l'interaction gp130-JAK, mais aussi pour I'activité catalytique de JAK (Haan et al.,
2002; Haan et al., 2000; Murakami et al., 1991; Radtke et al., 2002). La structure des kinases JAK
indique que le domaine Tyrosine kinase qui se trouve en position C-terminale est précédé d’un
domaine pseudokinase responsable de la régulation de I'activité catalytique (O'Shea et al., 2002). Par
ailleurs, les kinases JAK ont une séquence SH2 potentielle, et un domaine FERM (Four-point-one Ezrin
Radixin Moesin) en position N-terminale, a travers lequel elles interagissent avec le domaine juxta-
membranaire de gp130 (Haan et al.,, 2001). La fixation de I'lL-6 sur son récepteur induit le
recrutement, puis la dimérisation de gp130, et ce changement de conformation favorise I'activation
des kinases JAK par transphosphorylation. Les JAK peuvent ainsi phosphoryler six résidus Tyrosine au
niveau de la partie cytoplasmique de gp130, ce qui crée des sites d’ancrage pour les molécules

dotées d’'un domaine SH2.

2.2.3.2.3.1 Voie STAT

Les protéines STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) font partie d’'une famille de 7
membres (STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b et 6) de facteurs de transcription. Elles ont une structure conservée,
avec un site de liaison a 'ADN, un domaine d’oligomérisation coiled-coil et un domaine SH2 leur
permettant de se fixer sur des motifs contenant des Tyrosines phosphorylées (Becker et al., 1998;
Chen et al., 1998; Vinkemeier et al., 1998). Certaines protéines STAT sont capables de former des
hétérodiméres, tandis que d’autres ne sont activées que sous forme d’homodiméres. Une
stimulation par I'lL-6 active principalement STAT3, mais aussi STAT1, dans une moindre mesure.

L'activation des STAT requiert une association transitoire avec un récepteur de cytokine via leur
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domaine SH2 (Heim et al., 1995; Hemmann et al., 1996; Stahl et al., 1995). STAT3 se lie a différents
motifs YPXXQ sur gp130: Y*’RHQ, Y®"FKQ, Y°®LPQ et Y°"’MPQ. STAT1 se lie aux motifs de type
YPXPQ : Y*°LPQ and Y°*?MPQ (Gerhartz et al., 1996). Suite a leur interaction avec le récepteur, les
facteurs STAT sont phosphorylés sur un résidu Tyrosine (Tyr’® pour STAT1 et Tyr’® pour STAT3)
(Kaptein et al., 1996; Shuai et al., 1993). Cela favorise la formation de diméres de STAT via leur
domaine SH2 (Shuai et al., 1994). Les dimeres actifs peuvent ensuite pénétrer dans le noyau afin
d’exercer leur réle de facteur de transcription et permettre I'expression de génes impliqués dans

divers processus cellulaires tels que la survie et la régulation du cycle cellulaire.

2.2.3.2.3.2 Role de la Tyrosine phosphatase SHP2

Une stimulation par I'lL-6 n’active pas uniqguement la voie JAK/STAT, elle induit aussi I’activation de la
voie des MAP kinases par l'intermédiaire de la Tyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain containing
Tyrosine Phosphatase) (Kim and Baumann, 1999). La protéine SHP2 peut en effet se lier au résidu
phosphorylé Tyr”>® de gp130 (Stahl et al., 1995) et étre phosphorylée de maniére JAK1 dépendante
(Schaper et al., 1998). Les résidus Tyr>* et Tyr’®® de SHP2 permettent le recrutement du complexe
Grb2/Sos au récepteur (Fukada et al., 1996; Holgado-Madruga et al., 1996; Schiemann et al., 1997).
Le facteur d’échange Sos étant a proximité de la membrane plasmique, il peut activer la petite
GTPase Ras, ce qui permet d’activer toute la voie ERK. Alternativement, la phosphatase SHP2 peut
lier Gabl (Grb2-associated binder-1), protéine adaptatrice localisée a la membrane plasmique par un
domaine PH, et qui contient des sites de liaison pour Grb2, SHP2, PI3K, Crk, PLCy et le récepteur c-
Met (Gu et al., 1998; Holgado-Madruga et al., 1996; Liu and Rohrschneider, 2002; Schaeper et al.,
2000). L'IL-6 déclenche la phosphorylation de Gab1 sur un résidu Tyrosine, il peut ainsi interagir avec
SHP2 et p85a, ce qui implique aussi une activation de la voie PI3K/Akt. Par ailleurs, 'interaction entre

SH2 et Gab1 peut mener a I'activation de la MAP kinase ERK2 (Takahashi-Tezuka et al., 1998).

2.2.3.2.4 Terminaison du signal

En condition physiologique, pour éviter une hyper stimulation des voies induites par I'lL-6, divers

mécanismes de rétrocontréles négatifs sont mis en place. Trois d’entre eux sont décrits ci-dessous.

La protéine SHP2 décrite ci-dessus pour avoir un role positif dans le signal de I'lL-6, en activant des
cascades de signalisations telles que la voie des MAP kinases et la voie PI3K/Akt, joue aussi un role
dans l'inhibition de la signalisation du récepteur a I'lL-6. En effet la protéine SHP2 a un domaine
phosphatase en position C-terminale, dont 'activité catalytique est permise lorsque la protéine est
liée a la Tyr”*® phosphorylée du domaine cytoplasmique de gp130 (Lechleider et al., 1993; Pluskey et

al., 1995; Sugimoto et al., 1994), ou lorsque SHP2 est phosphorylée sur les résidus Tyr>* et Tyr*®® (Lu
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et al.,, 2001a). La phosphatase ainsi activée peut déphosphoryler gp130, JAK et STAT (Gunaje and

Bhat, 2001; Lehmann et al., 2003), et ainsi inhiber la signalisation en réponse a I'lL-6.

Les protéines PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) sont des corégulateurs transcriptionnels des
facteurs STAT (Chung et al., 1997; Liu et al., 1998; Valdez et al., 1997). La PIAS3 a notamment été
décrite pour inhiber spécifiquement les génes cibles de STAT3 en réponse a I'lL-6 (Chung et al., 1997).
L'interaction entre les protéines PIAS et les facteurs STAT nécessite une phosphorylation sur un

résidu Tyrosine au niveau de STAT.

L'expression des protéines SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling), notamment SOCS1 et SOCS3 est
induite par le facteur de transcription STAT3 en réponse a I'IL-6. Elles sont toutes deux capables
d’inhiber la phosphorylation de gp130, JAK et STAT (Naka et al., 1997; Starr et al.,, 1997). Pour
exemple, SOCS1, via son domaine SH2, interagit avec la boucle d’activation du domaine kinase de JAK
pour inhiber son activité catalytique a lI'aide de son domaine KIR (Kinase Inhibitory Region)
(Yasukawa et al., 1999). La protéine SOCS3, quant a elle, peut se lier a la Tyr’> de gp130, et ainsi
entrer en compétition avec la phosphatase SHP2 (De Souza et al.,, 2002; Nicholson et al., 2000;
Schmitz et al., 2000). De plus il a été montré que les protéines SOCS sont impliquées dans la
dégradation des protéines avec lesquelles elles interagissent. Elles peuvent en effet faire partie du
complexe E3 Ubiquitin Ligase et interagir avec I'Elongin C via leur boite SOCS (Kamura et al., 1998;
Zhang et al., 1999). La protéine SOCS1 a notamment été décrite pour adresser la kinase JAK2 au
protéasome (De Sepulveda et al., 2000; Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001; Rui et al., 2002;

Ungureanu et al., 2002).
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2.3 Le contexte pathologique

2.3.1 Le cancer de la prostate

2.3.1.1 Incidence et mortalité

Le cancer de la prostate est le cancer dont I'incidence est la plus élevée en France et dans les pays
d’Europe et d’Amérique du Nord. En 2005, 62245 nouveaux cas ont été décelés en France, ce qui
représente pres de 20% de lI'ensemble des cancers. Aux Etats-Unis en 2006, 234460 cas ont été
diagnostiqués (Penson and Chan, 2007). L'incidence du cancer de la prostate en France est en hausse
depuis 20 ans, elle a augmenté de +6,3% entre 1980 et 2005, et de +8,5% entre 2000 et 2005 ; ce
phénoméne est d a un dépistage plus systématique par dosage du PSA (Prostate Specific Antigen). I
faut noter que 95% des nouveaux cas diagnostiqués le sont chez les individus dgés de 50 a 84 ans, la
moyenne étant de 71 ans. Malgré son incidence tres élevée, le cancer de la prostate n’est pas le plus
fatal, il a été a I'origine de 9202 décés en 2005, contre 21000 pour le cancer du poumon. De plus, la
mortalité due au cancer de la prostate est en baisse : elle a diminué de 0,9% entre 1980 et 2005, et
de 2,5% entre 2000 et 2005. Les statistiques indiquent une survie a 5 ans de 80% pour la tranche
d’age 55-75 ans, qui baisse a 75% pour les individus agés de 75 a 80 ans. L’age moyen de décés suite
a un cancer de la prostate est de 80 ans. Ces statistiques ont été tirées du rapport de I'Institut

National du Cancer édité en Octobre 2009 et intitulé « La situation du cancer en France en 2009 ».

2.3.1.2 Facteurs de risque

L'age et les antécédents familiaux constituent les facteurs de risque classiques pour le
développement du cancer de la prostate. Mais a ce jour, le réle des facteurs environnementaux est
encore largement débattu. Certaines études suggerent que la consommation de graisses, de viande
rouge, de certaines vitamines, de carotenes et de quantités importantes de produits laitiers, ainsi
gue I'exposition au cadmium et aux pesticides pourraient augmenter le risque de développer ce type
de cancer. Au contraire, I'activité sexuelle, ainsi que la consommation d’alcool ou de tabac n’ont pas

été mis en cause en tant que facteurs de risque potentiels.

2.3.1.3 Dépistage

Le plus souvent, le cancer de la prostate n’engendre aucun symptéme au début de son évolution, il
est donc nécessaire de mettre en place des protocoles de dépistage systématique. Pour cela, deux

examens sont effectués : le dosage du PSA (Prostate Specific Antigen) et le toucher rectal.
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Le PSA est une protéine produite en temps normal par la prostate et que I'on retrouve dans le sang,
permettant un dosage a partir d'un prélévement sanguin. Si la concentration en PSA dépasse le seuil
de 4 ng/ml, cela indique que la prostate est en souffrance, il peut s’agir d’'un adénome (syndrome

hyperprolifératif bénin), d’'une prostatite (infection de la prostate), ou d’un cancer.

Le toucher rectal consiste en une palpation de la prostate a travers la paroi du rectum. Il permet au
médecin de déceler une augmentation de volume, un durcissement de la glande, ou une surface

irréguliére. Cet examen ne permet de mettre en évidence que des tumeurs palpables.

Si les deux examens précédents révelent des anomalies, le diagnostic ne peut étre confirmé qu’apres

une biopsie de la prostate. Les prélevements de fragments de tissu prostatique sont observés au

microscope afin de déceler la présence éventuelle de cellules tumorales.

2.3.1.4 Traitements

Il existe différents types de traitements qui sont utilisés seuls ou en association, et dont le choix

dépend de la situation de chaque patient : la chirurgie, la radiothérapie et I'hormonothérapie.

La prostatectomie totale consiste a éliminer la prostate dans son ensemble avec les vésicules
séminales. Ce procédé chirurgical n’est valable que si le cancer est encore localisé, et a pour
conséquence une incontinence transitoire ou définitive suite a la lésion du sphincter, et des troubles

de I'érection. De plus, les canaux déférents sont sectionnés et ligaturés, ce qui supprime

définitivement I’éjaculation.

La radiothérapie consiste a irradier par des rayons X, les cellules tumorales de la prostate afin de les
détruire. Ce traitement de 35 a 40 jours a des conséquences sur les systémes urinaire et digestif, et

induit a terme des troubles de I'érection.

L’'hormonothérapie est un traitement général qui consiste a empécher I'action des androgénes sur la
prolifération des cellules tumorales, notamment grace a des molécules qui empéchent I'action des
hormones sexuelles males : les anti-androgenes (Flutamide, Bicalutamide, Cyprotérone Acetate).
C’est le principal traitement lorsque le cancer en est au stade métastatique, mais il a de nombreux

effets secondaires liés a la déplétion en hormone sexuelle male.
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2.3.2 Développement tumoral

La carcinogeneése a lieu au niveau de I'épithélium prostatique et résulte notamment de perturbations
des signaux entre le stroma et I'épithélium (Hayward et al., 1997). Les conditions environnementales
induites par des processus tels que linflammation, jouent un réle dans la transformation de
I’épithélium prostatique. Le cancer de la prostate implique différents types cellulaires comme les
cellules luminales différenciées qui dépendent des androgénes pour proliférer, et les cellules de type
cellules souches ou progénitrices cancéreuses capables de proliférer de maniére massive et
incontrolée. Les traitements antihormonaux induisent la mort des cellules cancéreuses androgéno-
dépendantes, mais aboutissent généralement a un échappement tumoral vers l'androgéno-
indépendance : les cellules tumorales acquierent la capacité de proliférer en absence d’hormones

males.

La notion de cellule souche tumorale est largement acceptée, néanmoins, I'origine de cette cellule
hypothétique est actuellement trés intensivement débattue (Taylor et al.,, 2010). Les cellules
tumorales ont généralement des caractéristiques spécifiques des cellules luminales, et expriment
notamment le récepteur aux androgénes. Cependant, des expériences effectuées sur des
populations de cellules murines stromales, basales et luminales et basées sur l'introduction de
signaux oncogéniques (surexpression du facteur de transcription de la famille ETS ERG1 ou activation
constitutive de la voie PI3K), ont permis a I'équipe de O.N. Witte de montrer que les cellules basales
représentent une cible efficace d’initiation du cancer de la prostate, contrairement aux cellules
luminales (Lawson et al., 2010). De plus, le marqueur CD133 spécifique des cellules souches a aussi
été retrouvé dans les cellules tumorales (Collins et al.,, 2005; Richardson et al., 2004). Ainsi, les
cellules tumorales expriment a la fois un marqueur de cellules souches, et de cellules luminales. Cela
souléve deux hypothéses : soit les cellules CD133" sont les cellules souches tumorales, et expriment
le récepteur aux androgenes, soit les cellules luminales acquierent I'expression de CD133 ainsi que
des capacités de cellule souche (Vander Griend et al., 2008). Finalement, le phénotype des cellules

tumorales est connu, mais leur point d’origine fait encore I'objet de débats.

2.3.2.1 Initiation

Les évenements associés a l'initiation du cancer de la prostate ne sont pas précisément connus, mais
certaines données indiquent que ce cancer se développe suite a des lésions de I'épithélium
prostatique, comme des atrophies inflammatoires chroniques (Hudson, 2004; Hussain et al., 2003;

Palapattu et al., 2005; Schalken and van Leenders, 2003; van Leenders et al., 2003). Ces lésions, dues
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a des infections ou a une exposition prolongée a des toxines, entrainent une réponse inflammatoire

qui peut induire des dommages oxydatifs sur les cellules épithéliales (Hussain et al., 2003).

L'inflammation est un phénomeéne complexe impliquant des cytokines et des cellules du systéme
immunitaire (leucocytes, granulocytes, lymphocytes). Le but de la réponse inflammatoire est de créer
un microenvironnement au niveau de la lésion tissulaire, permettant la reconnaissance et la
destruction des cellules endommagées, ainsi que I’élimination des particules étrangeéres (Coussens

and Werb, 2002).

Cependant, les radicaux oxygénés et azotés (OH®, ONOO’, NO°, ROS, RNOS), qui sont les premiers
médiateurs de cette réponse inflammatoire, sont aussi décrits pour altérer les structures protéiques,
causer la peroxydation des lipides et induire des mutations génétiques (Beckman and Koppenol,
1996; Ernst and Gold, 2000; Espey et al.,, 2002). Ainsi, les radicaux libres engendrent des
modifications post-traductionnelles sur des protéines impliquées dans la réparation de I’ADN,
I’apoptose, la signalisation ou les réactions enzymatiques (Jaiswal et al., 2001; Melino et al., 1997;
Pervin et al., 2001). Pour exemple, dans un modeéle d’inflammation chronique non prostatique (tissus
de patients atteints de recto-colite ulcéro-hémorragique), I'espéce réactive NO" est capable de
causer des modifications structurales de la protéine p53 qui affectent sa fonction dans le cycle
cellulaire (Hofseth et al., 2003). Les altérations génétiques observées dans le cancer de la prostate
concernent notamment les suppresseurs de tumeur PTEN et NKX3.1, ainsi que le proto-oncogéne c-
myc (Ellwood-Yen et al., 2003; Iwata et al., 2010; Ma et al., 2005). Ces différentes données indiquent
gue les radicaux libres ont un réle transformant, et que par leur intermédiaire, I'inflammation peut

favoriser la carcinogenése de la prostate (voir aussi paragraphe 2.3.3.3. IL-6, page 74).

2.3.2.2 Progression tumorale

Il existe dans la prostate un petit groupe de cellules souches épithéliales, ainsi que des cellules
progénitrices (cellules T/A), impliquées dans le renouvellement cellulaire au cours des processus de
régénération de la prostate (voir paragraphe 2.1.1.2.2. Compartiment prolifératif, page 18). Les
cellules progénitrices partagent certaines caractéristiques avec les cellules souches, comme la
croissance illimitée ou la capacité a générer différents types cellulaires plus différenciés. Cette
population cellulaire pourrait étre la cible des altérations génétiques induites par les substances
toxiques libérées lors de I'inflammation. Il est possible que ces altérations génétiques dérégulent les
cascades de signalisation mitogéniques, fournissant alors des progéniteurs cancéreux. En effet, les
tumeurs sont composées d’'une population hétérogéne de cellules épithéliales montrant divers

degrés de différenciation, une prolifération illimitée et un taux réduit de mort cellulaire par apoptose
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(Hudson, 2004; Schalken and van Leenders, 2003; van Leenders et al., 2003). Par ailleurs, de
nombreuses voies de signalisation sont dérégulées dans les cellules progénitrices cancéreuses des
tumeurs de la prostate (Voies des Androgénes, des (Estrogénes, de I'EGF, du TGF-a, du TGF-B, de
Hedgehog, de Wnt/B-caténine) (voir paragraphe 2.3.3. Aspects moléculaires de la signalisation

tumorale, page 72) (Mimeault and Batra, 2006).

2.3.2.2.1 Stade androgéno-dépendant

La croissance du cancer de la prostate dépend du ratio entre les cellules qui proliférent et celles qui
meurent. Les androgenes régulent ce ratio, d’une part en stimulant la prolifération cellulaire, et
d’autre part en inhibant I'apoptose. La quantité d’androgenes présente dans I'environnement est
donc cruciale pour la survie et la prolifération des cellules tumorales. Les traitements par
hormonothérapie qui consistent en une suppression des androgenes causent une régression du
cancer. En effet, en absence d’androgenes, le taux de prolifération cellulaire est réduit, tandis que le
taux de mort cellulaire est augmenté, menant a I'extinction des cellules tumorales (Denmeade et al.,

1996).

Il existe pourtant certaines cellules tumorales qui acquiérent la capacité de survivre dans cet
environnement privé d’androgenes. Ce phénomene d’échappement tumoral vers I'androgéno-
indépendance constitue un facteur de mauvais pronostic. Ce processus implique différents
mécanismes moléculaires permettant au récepteur aux androgénes de fonctionner différemment. Il
peut devenir hypersensibile aux androgenes, étre activé par d’autres hormones stéroidiennes, ou

étre transactivé par d’autres voies de signalisation (Feldman and Feldman, 2001).

Au niveau moléculaire, I'hypersensibilité du récepteur aux androgenes n’est pas a proprement parler
de l'androgéno-indépendance, puisqu’il requiert la fixation de son ligand pour fonctionner.
L'hypersensibilité du récepteur aux androgenes peut étre due a une amplification de son gene, qui
entraine une expression intensive du récepteur (Koivisto et al., 1997; Visakorpi et al., 1995), ou a une
augmentation de la stabilité de la molécule dans la cellule (Gregory et al., 2001b). Par ailleurs, une
augmentation de l'activité enzymatique de la 5a-Réductase, peut maintenir un niveau de DHT
suffisant dans les cellules pour activer le récepteur aux androgénes (Labrie et al., 1986). De méme,
certains mécanismes peuvent faciliter la signalisation du récepteur aux androgenes, comme une
relocalisation dans le noyau plus efficace, ou une augmentation de I'expression de ses co-activateurs
(Gregory et al., 2001a). Ces différents processus permettent au récepteur aux androgénes de

fonctionner efficacement, méme en présence d’une faible quantité d’androgenes.
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2.3.2.2.2 Stade androgéno-indépendant

Il existe deux mécanismes d’activation du récepteur aux androgenes qui n’impliquent pas la présence

de son ligand naturel. Ces mécanismes sont strictement androgéno-indépendants.

Le récepteur aux androgenes peut en effet perdre la spécificité pour son ligand, et étre activé par
d’autres hormones stéroidiennes, ou méme par des antagonistes (Gottlieb et al., 1998; Small and
Srinivas, 1995; Zhao et al.,, 2000). Cette perte de spécificité est due a des mutations génétiques
altérant le domaine de liaison au ligand (T877A ou L701H) (Gaddipati et al., 1994; Veldscholte et al.,
1992a; Zhao et al., 1999). La fréquence de ce type de mutation est augmentée dans les tumeurs
androgéno-indépendantes par rapport aux prélevements effectués avant I'hormonothérapie
(Marcelli et al., 2000; Taplin et al., 1995; Tilley et al., 1996). Cela indique que ces mutations sont
sélectionnées au cours de I'’échappement tumoral car elles conférent un avantage prolifératif aux

cellules qui les portent.

Alternativement, le récepteur aux androgenes peut étre activé par des mécanismes indépendants du
ligand, il est alors qualifié de « récepteur hors-la-loi » (outlaw receptor) (McGuire et al., 1991). Ce
mécanisme de transactivation implique d’autres voies de signalisation. Certains facteurs de
croissance comme |'lGF-1, le KGF et I'EGF, par I'intermédiaire des cascades de signalisation qu’ils
induisent, peuvent activer le récepteur aux androgenes, lui permettant de favoriser I'expression de
ses génes cibles (Culig et al., 1994). Par exemple, le récepteur a activité tyrosine kinase de la famille
de 'EGF-R, ERBB2, est capable d’activer le récepteur aux androgenes par I'intermédiaire de la voie
des MAP kinases, en le phosphorylant (Yeh et al., 1999). Ce méme récepteur ERBB2 peut aussi activer
le RA par I'intermédiaire de la voie PI3K/Akt, car Akt peut phosphoryler le RA sur les résidus Ser*” et
Ser”! afin de I'activer (Wen et al., 2000; Zhou et al., 2000). Par ailleurs, I'adaptateur CRKL (Chicken
tumor virus number-10 Regulator of Kinase-Like protein) qui interagit avec le récepteur aux
androgenes et favorise I'expression de ses génes cibles, participe a la restauration de I'activité
transcriptionnelle du RA en présence de son inhibiteur non-stéroidien (Bicalutamide) (Reebye et al.,

2010)

2.3.2.3 Stade métastatique

Le stade métastatique constitue I'étape ultime de la progression tumorale. La tumeur localisée finit
en effet par acquérir des capacités invasives, ce qui permet aux cellules tumorales de se disperser
dans les tissus périphériques par I'intermédiaire des canaux lymphatiques et des vaisseaux sanguins.
Les premiéres zones colonisées sont les ganglions lymphatiques pelviens, puis les métastases de

cancer de prostate peuvent ensuite se retrouver au niveau des ganglions distaux, du cerveau, du foie,
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des poumons, mais surtout des os, leur site métastatique favori (Chen et al.,, 2004; Chung et al.,
2005; De et al.,, 2003; Deftos et al., 2005). Divers facteurs de croissance sont impliqués dans la

migration cellulaire et I'invasion tumorale, comme I'EGF, I'|GF et le VEGF.
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2.3.3 Aspects moléculaires de la signalisation tumorale

2.3.3.1 Hormones stéroidiennes
2.3.3.1.1 Androgénes

Les androgenes sont nécessaires a la survie et a la prolifération des cellules tumorales de stade
androgéno-dépendant. Le récepteur aux androgenes, en tant que facteur de transcription, permet
I’'expression de génes impliqués dans le développement du cancer de la prostate (Suzuki et al., 2003).
Il favorise notamment I'expression de 'EGF-R, de c-Myc et de la cavéoline-1, protéines impliquées
dans la survie, la prolifération, ou I'invasion (Bernard et al., 2003; Li et al., 2001; Torring et al., 2003).
Par ailleurs, les androgenes régulent négativement I'accumulation de céramides dans les cellules
tumorales, ce qui a pour effet d’inhiber I'apoptose. En effet, en absence d’androgénes, la Céramide-
C,6 endogene s’accumule ; il en résulte un arrét du cycle cellulaire en phase G, suivi d’'une entrée des

cellules tumorales en apoptose (Eto et al., 2003; Kimura et al., 2001; Mimeault and Batra, 2006).

Les mécanismes grace auxquels la tumeur s’accommode de la pénurie d’androgénes dans
I'environnement ont été évoqués précédemment (voir paragraphe 2.3.2.2.2. Stade androgéno-
indépendant, page 70), et mettent notamment en cause des mutations ponctuelles du récepteur aux
androgenes au niveau de son domaine de fixation au ligand. Ces mutations entrainent une activation
du récepteur aux androgénes par des molécules anti-androgenes ou par d’autres hormones
stéroidiennes comme les cestrogénes ou la progestérone (Feldman and Feldman, 2001; Horoszewicz
et al., 1983; Taplin and Balk, 2004; Veldscholte et al., 1992a). Cette dérégulation du récepteur aux
androgenes lui permet de fonctionner dans un environnement différent. De plus, le récepteur aux
androgenes peut étre activé par d’autres voies de signalisation, cette notion sera abordée par la suite

(voir paragraphe 2.4. Emergence de connexions entre les voies de signalisation, page 79).

2.3.3.1.2 (Estrogenes

Chez 'homme agé, le cancer de la prostate se développe dans un environnement dominé par les
oestrogénes et dans lequel les niveaux d’androgénes diminuent (Ho, 2004). Certaines études menées
sur des lignées cellulaires d’origine métastatique (LNCaP, DU-145, PC3) ont montré qu’elles
expriment ER-B et/ou ER-a (Cheung et al., 2005; Lau et al., 2000). Ces mémes lignées cellulaires
expriment des niveaux significatifs d’aromatase, enzyme qui catalyse la transformation de la
testostérone en estradiol (E2), ligand du récepteur aux cestrogenes (Ellem et al.,, 2004). Dans ce
contexte, il a été montré que le ligand E2 induit la prolifération des cellules LNCaP, et cet effet est

réprimé par des inhibiteurs du récepteur aux cestrogénes, mais aussi par des inhibiteurs du récepteur
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aux androgenes (Maggiolini et al., 2004). Cela indique qu’il existe un lien entre la voie du récepteur
aux androgenes et la voie du récepteur aux cestrogenes dans les cellules tumorales de stade
métastatique. Alternativement, le récepteur aux androgénes, qui est muté dans les cellules LNCaP,
pourrait étre activé directement par un ligand naturel du récepteur aux cestrogénes, comme cela a

été démontré dans des cellules de patients (Elo et al., 1995).

2.3.3.2 EGF

Dans les cellules tumorales, une activation aberrante du récepteur a I'EGF et des récepteurs de la
famille ERBB, qu’elle soit dépendante ou non d’un ligand, induit la prolifération, la survie, la
migration, et I'échappement métastatique (Hynes and Lane, 2005; Jorissen et al., 2003). Les
récepteurs de la famille ERBB et leurs ligands sont souvent retrouvés surexprimés dans les cellules
tumorales (Normanno et al., 2006). Si le récepteur a I'EGF peut étre activé par ses ligands de maniéere
autocrine ou paracrine, il peut aussi étre rendu constitutivement actif par des mutations comme une
délétion du domaine extracellulaire ou une mutation sur le domaine kinase (Normanno et al., 2006;
Wieduwilt and Moasser, 2008). Les voies de signalisation induites par le récepteur a 'EGF sont
impliquées dans la prolifération, la survie ou I'invasion des cellules tumorales et semblent contribuer
a la progression tumorale du stade localisé au stade métastatique (Bonaccorsi et al., 2004b; Lu and

Kang, 2010; Mimeault et al., 2006; Mimeault et al., 2003; Torring et al., 2003).

En ce qui concerne le cancer de la prostate, la surexpression du récepteur a I'EGF et de certains de
ses ligands (EGF, TGF-a, HB-EGF, amphiréguline) est corrélée avec I'agressivité tumorale ; c’est un
signe de mauvais pronostic et de résistance aux traitements (Bartlett et al., 2005; Bostwick et al.,
2004; Di Lorenzo et al., 2002; Hernes et al., 2004; Kambhampati et al., 2005; Mimeault et al., 2006;
Mimeault et al., 2003; Zellweger et al., 2005).

L'EGF joue un roéle dans le microenvironnement tumoral, et surtout dans l'interaction entre les
cellules tumorales et le stroma (De Luca et al.,, 2008). En effet, 'EGF peut provoquer des
perturbations de I'adhésion entre les cellules épithéliales et la lame basale dans le but de faciliter
I'invasion des cellules tumorales (DU-145). Pour cela, il induit la déphosphorylation, donc
I'inactivation des kinases d’adhésion focale (FAK), et favorise I’endocytose de I'E-Cadhérine grace a la
Cavéoline-1 (Lu et al.,, 2001b). Par ailleurs, 'EGF stimule I'expression du VEGF par les cellules
tumorales, et par cet intermédiaire, il a un effet mitogénique sur les cellules endothéliales associées
a la tumeur (De Luca et al., 2008). Cela permet d’une part d’irriguer la tumeur, et d’autre part d’offrir

un moyen de dispersion aux cellules tumorales.
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Il faut noter que le signal induit par 'EGF est important dans le développement des métastases
osseuses (Kim et al., 2003). L'EGF est en effet exprimé par le stroma ostéogénique (Festuccia et al.,
2005). De plus, 'EGF et le TGF-a favorisent la résorption osseuse par les ostéoclastes, ce qui libére de

la place pour que les cellules métastatiques puissent s’ancrer (De Luca et al., 2008).

2.3.3.3 IL-6

L'Interleukine-6 est une cytokine inflammatoire exprimée par les cellules basales de I'épithélium
prostatique normal. L'IL-6 est aussi retrouvée dans diverses tumeurs solides, notamment dans les
tumeurs prostatiques (Chung et al., 1999; Hobisch et al., 2000; Siegall et al., 1990). De méme, le
récepteur a I'lL-6 (IL-6Ra) a été détecté dans une majorité d’échantillons de tissus provenant de
patients atteints d’hyperplasies bénignes ou de carcinomes prostatiques (Siegsmund et al., 1994). Par
ailleurs, le taux d’IL-6 sérique est tres élevé chez les patients atteints de cancers hormono-résistants
(stade androgéno-indépendant) (Akimoto et al., 1998; Drachenberg et al., 1999; Michalaki et al.,
2004; Twillie et al., 1995). Ainsi, un taux d’IL-6 circulant élevé constitue un facteur de mauvais
pronostic pour le patient atteint d’un adénocarcinome de prostate (George et al., 2005; Nakashima

et al., 2000).

Dans des lignées de cellules tumorales (LNCaP et DU-145), I'lIL-6 transmet un signal anti-apoptotique
en activant la voie PI13-K/Akt (Chung et al., 2000). L’activité catalytique de la kinase Akt permet en
effet la phosphorylation de différentes cibles jouant des roles importants dans la survie cellulaire, et
la résistance a I'apoptose (Feldman and Feldman, 2001). L'IL-6 peut aussi favoriser la prolifération
des lignées cellulaires dérivées de métastases insensibles aux androgenes (PC-3 et Du-145), mais son
effet sur les cellules androgéno-sensibles (LNCaP) est plus controversé. Certaines équipes de
recherche affirment que I'IL-6 stimule leur croissance, tandis que d’autres décrivent une inhibition de
la prolifération (Degeorges et al., 1996; Giri et al., 2001; Mori et al., 1999; Okamoto et al., 1997;
Spiotto and Chung, 2000). L'IL-6 semble en effet subir une transition fonctionnelle d’'un effet
paracrine inhibant la croissance, vers un effet autocrine stimulant la prolifération, au cours de
I’échappement tumoral vers I'androgéno-indépendance (Chung et al., 1999). Par ailleurs, I'lL-6
semble étre impliquée dans les processus associés a la progression tumorale, comme l'invasion et
I'angiogenése. En effet, une stimulation a long-terme par I'lL-6 induit, dans les cellules LNCaP, la
sécrétion du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), géne-cible du facteur de transcription
STAT3, et surtout, facteur-clé de I'angiogenése (Steiner et al., 2004). Conjointement, la stimulation
paracrine des cellules LNCaP par I'IL-6 produite par les cellules DU-145 en co-culture, induit, dans les

cellules LNCaP, la sécrétion de la promatrilysine (Matrix Metalloproteinase 7) dont le réle est de
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dégrader la matrice extracellulaire (Stratton et al., 2001). Cela indique un role de la sécrétion

paracrine d’IL-6 par les cellules stromales ou les cellules tumorales voisines, sur I'invasion tumorale.

Divers stimuli sont a I'origine de la surexpression de I'lL-6 dans les cellules cancéreuses, notamment
I’hypoxie et le TGF-B. Les mécanismes mis en jeu passent par I'action du facteur de transcription NF-
kB, cible d’Akt, activée notamment par I'lL-6. En effet, les cellules PC-3 et DU-145 expriment les sous-
unités p50 et p65 de NF-kB de maniére constitutive, contrairement aux cellules LNCaP (androgéno-
dépendantes). Par ailleurs, la surexpression de I'inhibiteur IkB de NF-kB dans les cellules PC-3 et DU-

145 entraine une réduction drastique de I'expression de I'lL-6 (Zerbini et al., 2003).

Dans les cellules souches embryonnaires murines, I’hypoxie induit la libération de radicaux oxygénés
(ROS) qui activent les MAP kinases p38 et SAPK/INK, qui a leur tour permettent I'activation du
facteur de stress NF-kB, puis celle du facteur de transcription spécifique de I’hypoxie HIF-1a. Cette
cascade de signalisation aboutit a I'expression des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9, ainsi qu’a
la production de la cytokine inflammatoire IL-6 (Lee et al., 2010). Le niveau d’expression du TGF-f est
élevé chez les patients atteints d’'un cancer de la prostate. Dans les cellules PC-3 et DU-145, le TGF-B
agit par l'intermédiaire de l'activation de Smad2 et des MAP kinases p38, qui phosphorylent

I'inhibiteur IkB, donc favorisent la translocation nucléaire de NF-kB (Park et al., 2003).

Les androgenes ont un effet inhibiteur sur I'activité de NF-xB, donc un blocage des androgenes par
les traitements antihormonaux favorise I'expression de I'IL-6 par les cellules cancéreuses. Cette
action autocrine de I'IL-6 sur les cellules tumorales favorise leur survie et leur prolifération, ce qui

peut expliquer I'émergence de I'androgeno-indépendance (Keller et al., 1996).

2.3.3.4 Autres cytokines
2.3.3.4.1 TGFB

Les cytokines de la famille du TGF-B jouent un réle dans I'homéostasie tissulaire en régulant la
prolifération, la différenciation et I'apoptose des cellules stromales et épithéliales. Le TGF-B peut
avoir un roéle aussi bien positif que négatif sur la prolifération pendant le développement de
I’épithélium prostatique. Cela varie le long de I'axe proximal-distal des canaux en formation (voir

paragraphe 2.1.3.4.2. TGF-B (Transforming Growth Factor-B), page 30)

Dans les cellules LNCaP, le TGF-B induit I'apoptose en agissant notamment sur deux de ses
effecteurs : la cofiline subit une translocation mitochondriale, et la prohibitine est exportée du noyau
vers le cytoplasme. La perte du récepteur TBRII ou de la cofiline réduit I'apoptose et induit I'invasion

cellulaire (Zhu et al., 2006). De méme, I'inhibition du signal induit par le TGF-B réduit la progression
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tumorale chez la souris nude (Zhang et al.,, 2005). Au contraire, la stimulation du récepteur aux
androgenes par la DHT augmente I'apoptose induite par le TGF-B (Bruckheimer and Kyprianou,

2001).

Au cours de la progression tumorale vers l'androgéno-indépendance, les cellules deviennent
insensibles a I'action inhibitrice du TGF-3 sur leur croissance, suite a la perte ou a la mutation de ses
effecteurs ou de son récepteur (Akhurst and Derynck, 2001), notamment par méthylation de son
promoteur (Zhao et al., 2005). Conjointement, le TGF-B est surexprimé dans les adénocarcinomes de
prostate de stade avancé, et exerce diverses fonctions sur les cellules via les voies de signalisation
dépendantes et indépendantes des Smad (Derynck and Zhang, 2003; Roberts et al., 1986; Zhu and
Kyprianou, 2005). Ainsi, une forte expression du ligand TGF-B1, associée a une perte de son
récepteur a des effets pro-oncogénique, et est donc facteur de mauvais pronostic (Gerdes et al.,
2004). Par ailleurs, dans la lignée de carcinome de prostate androgéno-indépendant PC-3, le TGF-B2
favorise la survie et la résistance a I'apoptose en stimulant le facteur de transcription NF-kB (Lu et al.,

2004).

Le TGF-B est aussi impliqué dans les processus d’invasion tumorale et le développement des
métastases osseuses. |l est en effet capable d’induire I'expression de protéines de la matrice
extracellulaire (collagene, fibronectine, thrombospondine, ostéopontine, ostéonectine, élastine, ou
inhibiteurs de métalloprotéases) nécessaires a la migration des cellules tumorales et a leur survie

dans les niches de métastases osseuses (Chung et al., 2003).

Il faut noter que dans les cellules stromales, le TGF-f régule positivement |'expression du FGF autant

au niveau des transcrits que des protéines (Story et al., 1996).

2.3.3.4.2 FGF

De nombreux acteurs du signal du FGF sont retrouvés exprimés de maniére aberrante dans les
tumeurs prostatiques (Dorkin et al., 1999; Giri and Ittmann, 1999). La surexpression de I'isoforme du
récepteur FGFR2lllb dans les cellules tumorales, restaure notamment leur différenciation (Feng et al.,
1997; Matsubara et al., 1998). Ainsi sa perte ou son épissage en FGFR2Illc dans les cellules
épithéliales est favorable a la progression tumorale (Kwabi-Addo et al., 2001; Naimi et al., 2002; Wu
et al., 2003). De méme, les cellules tumorales expriment le récepteur FGFR1, normalement restreint
au compartiment stromal, cela favorise I'établissement d’une boucle autocrine par |'expression de
FGF (Feng et al., 1997; Giri and Ittmann, 1999; Wang et al., 2002a; Yan et al., 1993). De plus, une

hausse de I'expression de FGF-10 dans le stroma prostatique, associée a I'expression du récepteur
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FGFR1 dans I'épithélium participe a l'induction de la transformation tumorale (Acevedo et al., 2007,

Lin and Wang, 2010; Memarzadeh et al., 2007).

Les modifications de I'expression de différents membres de la famille des FGF, ainsi que de leurs
récepteurs sont impliquées dans la progression tumorale vers I'androgéno-indépendance. En effet,
les FGF-1, 2, 6, 7 et 8 voient leur expression augmenter dans les cellules du stroma tumoral. De
méme, les récepteurs FGFR-1 et FGFR-4 présents a la surface des cellules d’adénocarcinome de
prostate, sont associés a la progression tumorale. Les FGFR activent diverses voies de signalisation,
incluant celles de la Phospholipase Cy, la PI3K/Akt et les MAP kinases. Ainsi ils favorisent la
prolifération cellulaire, la résistance a I'apoptose, I'invasion, I'angiogenése et surtout la progression

vers I'androgéno-indépendance (Kwabi-Addo et al., 2004; Niu and Xia, 2009).

2.3.3.4.3 HGF

Le HGF joue un réle dans la régulation de la prolifération, la mobilité, la morphogenése et
I’'angiogenése au sein des tumeurs. Son expression aberrante, ainsi que celle de son récepteur
membranaire a activité tyrosine kinase (c-Met) est un facteur de mauvais pronostic. Le récepteur aux
androgenes réprime I'expression de c-Met via la voie de transcription Sp1 en présence d’androgénes
(Verras et al., 2007). En conséquence, une réduction de I'expression des androgenes par ARN
interférence induit I'expression et I'activation du récepteur c-Met de I'HGF, ce qui favorise la

prolifération des cellules cancéreuses d’une maniere androgéno-indépendante (Maeda et al., 2006).

2.3.3.4.4 |IGF-1

L'IGF-1 est principalement synthétisé par les cellules du stroma en réponse aux androgenes, tandis
gue son récepteur (IGF-1R) est exprimé a la surface des cellules épithéliales. L'action paracrine de
I'lGF-1, sur I'épithélium de prostate, et par I'intermédiaire de c-Jun, permet sa prolifération (Li et al.,
2007). Au cours de la progression tumorale, I'expression de I'lGF-1 induite par les androgénes
augmente dans les cellules épithéliales. Ainsi I'action de I'lGF-1 sur les cellules tumorales de prostate
devient autocrine et stimule la prolifération, tout en réprimant I'apoptose. En effet, une activation du
récepteur IGF-R1 bloque I'apoptose induite par le TGF-B, suggérant une interaction entre ces deux

voies de signalisation (Danielpour, 2005).

Une surexpression de I'lGF-1 induit la transformation néoplasique de I'épithélium prostatique murin.
A l'inverse, des expériences d’ARN interférence ciblant I'lGF-1R, inhibent la prolifération et I'invasion
tumorale. En effet, I'IGF-1 favorise I'invasion des cellules androgéno-indépendantes DU-145 in vitro

(Saikali et al., 2008). Il faut noter que I'lGF-1 est présent en grande quantité dans les os, principal site
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d’implantation des métastases (Ohlson et al., 2007). Cette invasion tumorale induite par I'lGF-1 est
réduite par les inhibiteurs spécifiques des voies des MAP kinases et de la PI3 kinase (Saikali et al.,

2008).

2.3.3.4.5 VEGF

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est connu pour son réle dans I'angiogenése normale et
tumorale, il est donc la cible de thérapies anti-angiogéniques dans le cadre du cancer (Eskens, 2004;
Hurwitz et al., 2004). En effet, en conditions pathologiques, notamment au sein de tumeurs
androgéno-dépendantes, les androgenes ont été décrits pour réguler I'expression du VEGF par les
myofibroblastes du stroma, via I'activation du facteur de transcription HIF-1a (Hypoxia-Inductible
Factor) (Boddy et al., 2005). Ainsi, le VEGF active de maniere paracrine les cellules endothéliales pour
stimuler I'angiogenése, afin d’augmenter la densité des capillaires, ce qui aboutit a la vascularisation
de la tumeur en phase croissante (Kimbro and Simons, 2006; Muir et al., 2006). Il faut noter que dans
le contexte du cancer de la prostate, le VEGF n’est pas seulement produit par les cellules stromales,
mais aussi par les cellules tumorales de type épithélial (Levine et al.,, 1998). De plus, une
augmentation de I'expression de VEGF-C et VEGFR-3 est associée a la progression tumorale et a
I’échappement métastatique vers les ganglions proximaux (Jennbacken et al., 2005). Par ailleurs, les
thérapies hormonales réduisent la quantité d’androgénes disponible dans le microenvironnement
tumoral. Cela induit un niveau élevé de radicaux oxygénés intracellulaires, ce qui favorise la synthése

du VEGF-C, et active la GTPase RalA, impliquée dans I'oncogéneése (Rinaldo et al., 2007).
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2.4 Emergence de connexions entre les voies de signalisation

Dans les cellules tumorales, comme dans les cellules normales, les voies de signalisation ne doivent
pas étre considérées individuellement, car elles sont inter-connectées. Ceci est d’autant plus vrai
dans les cellules tumorales ou des voies de signalisation synergisent pour favoriser I’hyper-
prolifération qui confére un avantage sélectif aux cellules cancéreuses. De plus, ces connexions entre
les cascades de signalisation jouent un réle dans I’échappement tumoral vers |’androgéno-
indépendance. En effet, les cellules auparavant tributaires des hormones males pour leur survie, leur
différenciation et leur prolifération, acquierent la capacité de croitre en réponse a d’autres stimuli.
Ici, les connexions entre les voies de signalisation seront divisées en deux catégories : la connexion
verticale et la connexion horizontale. La connexion verticale est la plus fréquemment observée et
concerne les cas au cours desquels un stimulus induit une voie de signalisation qui aboutit au
controle de I'expression d’un ou plusieurs effecteurs d’'une autre voie de signalisation. Et le terme de
connexion horizontale englobe tous les cas d’interaction fonctionnelle entre les molécules de deux
voies de signalisation, comme la phosphorylation, la séquestration, I'adressage a la dégradation, ou

méme la transactivation.

2.4.1 Relation entre le récepteur aux androgénes et les récepteurs ERBB
2.4.1.1 Connexion verticale

La lignée cellulaire LNCaP dérivée d’'un adénocarcinome de prostate androgéno-dépendant est un
bon modeéle d’étude des interactions entre le récepteur aux androgenes et les récepteurs de la
famille ERBB. Dans ces cellules, une inhibition de I'expression du récepteur aux androgénes par ARN
interférence induit I'expression du récepteur ERBB2 de la famille de I'EGF-R. L'inhibition de I'activité
transcriptionnelle du récepteur aux androgenes par le Bicalutamide, ainsi que la suppression des
androgenes dans le milieu de culture ont le méme effet positif sur I'expression et I'activation du
récepteur ERBB2. Au contraire, une stimulation du récepteur aux androgénes par la DHT réduit

I’expression du récepteur ERBB2 au niveau transcriptionnel (Berger et al., 2006).

Réciproquement, des expériences d’ARN interférence ciblant le récepteur ERBB2 ont montré que son
absence dans les cellules LNCaP induit I'expression du récepteur aux androgenes observée au niveau

protéique (Berger et al., 2006).

Plus récemment, I'équipe de Steven P. Balk a montré que le récepteur a I'EGF ainsi qu’'ERBB2 sont
impliqués dans I'expression du récepteur aux androgenes dans les cellules de cancer de prostate

LNCaP, LAPC4, C4-2 (Cai et al., 2009). lIs ont montré que I'EGF, ligand de I'EGF-R, réduit I'expression
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du récepteur aux androgénes indépendamment de I'activation de la PI3 kinase et d’ERK, tandis que
I’'heréguline-B1, ligand du dimére ERBB2/ERBB3, régule négativement |’expression du récepteur aux
androgenes par l'intermédiaire de la PI3-kinase. De plus, I'EGF et I'heréguline-B1 induisent la
dégradation de I’ARN messager du récepteur aux androgénes sans affecter la stabilité de la protéine.
La durée de vie du récepteur aux androgenes est méme augmentée dans les cellules LNCaP cultivées

en absence d’androgenes (Cai et al., 2009).

Afin d’étudier les relations entre le récepteur aux androgénes et le récepteur ERBB2 in vivo, des
cellules LNCaP ont été injectées a des souris immunodéficientes ; elles forment des tumeurs en six
semaines (Berger et al., 2004), aprés lesquelles certains individus sont castrés. Deux a quatre
semaines apres la castration, I'expression d’ERBB2 est augmentée significativement et s’accompagne

d’une hausse du niveau de PSA sérique (Berger et al., 2006).

Par ailleurs, 'EGF régule positivement I'expression des génes cibles du récepteur aux androgénes
dans les lignées cellulaires cancéreuses (Culig et al., 1994). De plus, les génes cibles de I'EGF et des
androgénes sont exprimés dans un variant androgéno-indépendant de la lignée LNCaP (LNCaP-LNO)
en absence de stimulation par les androgénes ou les facteurs de croissance. Parmi ces genes, 75%
sont stimulés aussi bien par 'EGF que par les androgénes (Oosterhoff et al., 2005). Ces données
indiquent que le récepteur ERBB2, mais aussi 'EGF-R jouent un réle dans I'activité transcriptionnelle

du récepteur aux androgenes, méme en absence d’androgénes.

Les tumeurs prostatiques qui se développent en absence d’androgénes sont sensibles aux inhibiteurs
de I'activité kinase des récepteurs de la famille ERBB. Cependant, en présence d’androgéenes, ces
tumeurs deviennent insensibles a ce type de traitement (Mellinghoff et al., 2002). Cela suggere que
la voie du récepteur aux androgenes court-circuite celle de I'EGF-R pour induire la prolifération, ou
que l'activité kinase des récepteurs de la famille ERBB favorise la croissance tumorale en activant la
voie du récepteur aux androgenes. Dans ce contexte, des traitements par ARN interférence ciblant a
la fois le récepteur aux androgénes et le récepteur ERBB2 induisent la mort cellulaire (Berger et al.,

2006).

L'ensemble de ces résultats indique que le récepteur aux androgenes régule I'expression des
récepteurs de la famille ERBB, et réciproquement. En absence d’androgenes, le récepteur ERBB2
peut suppléer le RA et permettre I'expression de ses genes cibles. Cela correspond au comportement
des cellules tumorales exposées a des thérapies hormonales, et qui survivent en s’échappant vers

I’'androgéno-indépendance.
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2.4.1.2 Connexion horizontale

Les expériences menées dans deux lignées cellulaires provenant de carcinomes mammaire (MCF-7)
et prostatique (LNCaP), montrent que I'inhibition du récepteur aux cestrogenes par le ICI 182 780 et
du récepteur aux androgenes par le Bicalutamide, bloque la synthése d’ADN et les réarrangements
du cytosquelette induits par 'EGF (Migliaccio et al., 2005). Réciproquement, dans des cellules issues
d’adénocarcinomes de prostate exprimant le récepteur aux androgénes de maniére endogene
(lignées LAPCA4, et LNCaP), une inhibition de I'activité kinase des récepteurs de la famille ERBB par le
PKI-166 réduit I'activation du récepteur aux androgenes par son ligand (R1881) (Mellinghoff et al.,
2004). Au contraire, I'expression ectopique du récepteur aux androgénes par les cellules androgéno-
indépendantes PC-3 leur confére un phénotype moins agressif en interférant avec la signalisation de

I’'EGF-R (Bonaccorsi et al., 2004a).

Il faut noter que I'inhibiteur PKI-166 est spécifique du récepteur ERBB2 qui n’a aucun ligand connu, et
ne peut agir que sous forme d’hétéro-dimere avec ERBB3 et ERBB4. Ces complexes induisent la voie
PI3-kinase/Akt qui active une kinase phosphorylant le récepteur aux androgénes au niveau du résidu
Ser®!, site nécessaire a sa stabilité et a sa fonction (Mellinghoff et al., 2004). Donc I'activité kinase du
récepteur ERBB2, ainsi que la voie PI3 kinase favorisent I'activité du récepteur aux androgenes dans

les cellules tumorales en le stabilisant.

Par ailleurs, une interaction entre le récepteur a I'EGF et le récepteur aux androgenes a été mise en
évidence au niveau de la membrane plasmique dans les cellules tumorales LNCaP et PC-3-AR
(Bonaccorsi et al., 2004c; Bonaccorsi et al., 2008), ainsi que dans les cellules normales VDEC (Leotoing
et al., 2007). Cette association a ensuite été confirmée par immuno-précipitation (Bonaccorsi et al.,
2004c). Cette interaction entre 'EGF-R et le RA semble jouer un réle important dans I'invasion et le

développement de métastases du cancer de la prostate (Niu and Xia, 2009).

De plus, une stimulation des cellules LNCaP et MCF-7 par I'EGF induit I'association d’un complexe
composé du récepteur a I'EGF, des récepteurs aux cestrogenes et aux androgenes, et de la kinase Src.
Ces interactions s’accompagnent de modifications, comme I’activation de Src et la phosphorylation
des récepteurs au niveau de résidus Tyrosine (Migliaccio et al., 2005). Des expériences basées sur
I’ARN interférence ciblant les récepteurs aux androgénes et aux cestrogenes, ainsi que sur l'inhibition
chimique de la kinase Src par le PP2, montrent que ce complexe est essentiel a I'action de 'EGF en

tant que facteur de croissance dans les cellules tumorales (Migliaccio et al., 2005).

Ces différentes données décrivent une interaction fonctionnelle et physique entre les récepteurs aux

cestrogénes et aux androgenes, le récepteur a I'EGF et la kinase Src, et suggérent que cette
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connexion favorise la signalisation de I'EGF et des récepteurs stéroidiens par l'intermédiaire de

I’action de la kinase Src, notamment dans les cellules d’adénocarcinomes hormono-dépendants.

2.4.2 Relations entre le récepteur aux androgenes et les autres voies

2.4.2.1 Connexion verticale
2.4.2.1.1 IL-6

Le niveau d’IL-6 supérieur a 7 pg/ml chez les patients atteints d’un cancer de la prostate androgéno-
indépendant, est facteur de mauvais pronostic (Adler et al., 1999; Nakashima et al., 2000; Twillie et
al.,, 1995). Cela indique un lien entre le récepteur aux androgenes et I'lL-6 (Culig et al., 2002). En
effet, au cours de la tumorigenése, les niveaux d’IL-6, sécrétée par le stroma, et d’IL-6Ra, exprimé
par le stroma et I'épithélium, augmentent dans le tissu prostatique. De plus, les voies JAK/STAT,

MAPK, PI3K/Akt sont activées en réponse a I'IL-6 dans les cellules tumorales (Culig et al., 2005).

24.2.1.2 IGF-1

Comme pour I'lL-6, des niveaux élevés d’IGF-1 circulant sont corrélés avec une incidence augmentée
du cancer de la prostate (Fan et al., 2007; Pollak et al., 1998; Wolk et al., 1998). Cela indique qu’il
existe des relations entre les voies de I'lGF-1 et du récepteur aux androgénes. En effet, les
androgenes induisent I'expression de I'lGF-1 et de son récepteur dans les cellules de carcinome de
prostate, favorisant ainsi leur survie (Zhu and Kyprianou, 2008). A l'inverse, la castration réduit le
taux de transcrits de I'lGF-1 dans les tissus normaux, et cette baisse est associée a I'apoptose des
cellules épithéliales (Ohlson et al., 2007). Réciproquement, I'lGF-1 stimule I'expression des génes
cibles du récepteur aux androgénes, tandis que I'inhibition de I'lGF-1R aboutit a la rétention du RA
dans le cytoplasme, donc a des changements dans I'expression des génes cibles des androgenes (Wu
et al., 2006; York et al., 2005). De plus, la DHT, I'lGF-1 et 'EGF permettent |'expression de 20 génes
communs, cela implique que I'lGF-1 stimule des genes régulés par les androgenes dans les cellules

tumorales (York et al., 2005).

Par ailleurs, I'activation de I'lGF-R1 par son ligand bloque I'apoptose induite par le TGF-B dans les
cellules épithéliales, indiquant I'existence d’une interaction fonctionnelle entre les voies de I'IGF-1 et

du TGF-B (Danielpour, 2005; Niu and Xia, 2009).

2.42.1.3 TGF-B

Le TGF-B est surexprimé au cours de la progression tumorale vers le stade métastatique, et agit via

les voies de signalisation dépendantes des Smad (Derynck and Zhang, 2003; Roberts et al., 1986; Zhu
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and Kyprianou, 2005). Dans une lignée de cellules tumorales androgéno-indépendantes, exprimant le
récepteur aux androgenes de maniére ectopique (lignée PC-3-AR), le TGF-B1 supprime l'activité
transcriptionnelle du récepteur aux androgénes en réponse a la DHT, et réduit I'expression de c-myc.
Réciproquement, le récepteur aux androgenes réduit 'activité transcriptionnelle des Smad induite
par le TGF-B1, inhibant ainsi son action (Chipuk et al., 2002). De plus, la DHT régule négativement

I’expression du récepteur TRRII au niveau transcriptionnel (Song et al., 2008).

2.4.2.1.4 FGF

Dans les cellules de prostate, le récepteur aux cestrogénes régule la synthése de FGF-2 et FGF-7,
tandis que le récepteur aux androgénes modifie I'expression de FGF-1, FGF-2, FGF-8 et FGF-10
(Nakano et al., 1999; Rosini et al., 2002; Saric and Shain, 1998). Par ailleurs, les récepteurs FGFR-1 et
FGFR-4 jouent un role dans la progression tumorale en activant des voies de signalisation impliquées

dans I'androgéno-indépendance (Kwabi-Addo et al., 2004; Niu and Xia, 2009).

2.4.2.1.5 VEGF

Dans les tumeurs androgéno-dépendantes, les androgénes ont été décrits pour réguler I'expression
du VEGF via l'activation du facteur de transcription HIF-1a (Boddy et al., 2005). De méme, il existe
une forte corrélation entre les expressions des facteurs HIF-1a, HIF-2a, le VEGF et le récepteur aux
androgénes (Banham et al.,, 2007; Boddy et al., 2005). En effet, la DHT induit un doublement des
guantités du VEGF et de son transcrit dans les fibroblastes humains feetaux (Levine et al., 1998). Au
contraire, en absence d’androgenes, I'expression du VEGF diminue dans les cellules de carcinome
prostatique (Cheng et al., 2004; Niu and Xia, 2009). Cependant, des expériences menées sur la lignée
LNCaP ont montré une augmentation de I'expression du VEGF-C aprés un sevrage en androgenes
(Rinaldo et al., 2007). Ces données indiquent que le récepteur aux androgénes peut étre transactivé
en absence de son ligand par des signaux environnementaux, comme |’hypoxie (Zhu and Kyprianou,

2008).

2.4.2.2 Connexion horizontale
2.4.2.2.1 1IL-6

Des expériences menées sur la lignée cellulaire androgéno-dépendante LNCaP indiquent que la durée
de stimulation par I'IL-6 influence le devenir cellulaire. Un traitement a court terme implique des
mécanismes paracrines. Cela inhibe la prolifération des cellules LNCaP et induit leur différenciation
en cellules neuroendocrines. Au contraire, un traitement a long terme implique des mécanismes

autocrines, favorise la prolifération cellulaire et active la voie du récepteur aux androgénes (Lee et
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al., 2007). Cette capacité de I'lL-6 a activer le RA en absence de ligand suggére un réle de la cytokine
pendant la progression tumorale vers I'androgéno-indépendance. Cette hypothese est confortée par
des études menées sur des modeéles de xénogreffes de tumeurs de prostate qui montrent qu’un
anticorps neutralisant I'action de I'IL-6, induit I'apoptose, réduit la prolifération et ralentit la

progression tumorale (Niu and Xia, 2009; Wallner et al., 2006)

24.2.2.2 IGF-1

L'IGF-1 favorise la transactivation du récepteur aux androgenes en absence de son ligand, et permet
ainsi la prolifération des cellules de carcinome prostatique (Burfeind et al., 1996; Culig et al., 1994;
Orio et al.,, 2002). En effet, I'lGF-1, par I'intermédiaire de son récepteur, induit la voie PI3K/Akt qui
phosphoryle, donc inactive la molécule Foxol. Lorsqu’elle est active, Foxol interagit avec le domaine
C-terminal du récepteur aux androgenes de maniere ligand dépendante et interfere avec sa liaison a
I’ADN, elle réduit ainsi I'expression de ses genes cibles (Fan et al., 2007). Son inactivation par I'lGF-1

participe donc a favoriser I'action du récepteur aux androgénes.

24.2.23 TGF-B

Le TGF-B est capable d’induire la translocation du récepteur aux androgenes du noyau vers le

cytoplasme, modifiant ainsi son action (Gerdes et al., 2004).

Par ailleurs, via son récepteur TBRIl et la kinase TBRI, le TGF-B active Smad3 et Smad4 capables
d’interagir avec le récepteur aux androgénes au niveau de ses domaines de liaison a I’ADN et au
ligand (Zhu and Kyprianou, 2005). L’interaction entre le récepteur aux androgénes et Smad3 a été
décrite in vitro et in vivo et implique le domaine amino-terminal du récepteur et le domaine MH2 de
Smad3 (Hayes et al.,, 2001). Cette interaction induite par le TGF-B, favorise la transactivation du
récepteur aux androgeénes en présence de DHT (Zhu et al., 2008). Il faut noter que dans les lignées
PC-3 et LNCaP, I'addition de Smad3 augmente la transactivation du RA, alors que la co-transfection
de Smad3 et Smad4 la réprime (Kang et al.,, 2002). En effet, le complexe Smad3-Smad4 réduit

I’activité du récepteur aux androgénes en I'acétylant.

De plus, I'activité transcriptionnelle des Smad induite par le TGF-B est inhibée par la surexpression du
co-régulateur ARAS55 du récepteur aux androgénes. Cette inhibition est expliquée par I'existence
d’une interaction entre ARA55 et Smad3 (Wang et al., 2005; Zhu and Kyprianou, 2008). Par ailleurs, la
kinase Pyk2, activée par les MAP kinases, phosphoryle le co-régulateur ARA55 sur le résidu Tyr*, ce
qui a pour conséquence de l'inactiver et de réprimer la transactivation du récepteur aux androgénes

(Wang et al., 2002b).
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2.4.2.2.4 FGF

Il existe une interaction fonctionnelle entre le récepteur aux androgenes et les facteurs FGF-2, 7 et 8
(Niu and Xia, 2009). Par ailleurs, le FGF-10 est sécrété en réponse aux androgenes et active la voie
PI3-K/Akt, capable d’induire la transactivation du récepteur aux androgénes (Memarzadeh et al.,
2007). A son tour, le récepteur aux androgéenes facilite la survie cellulaire induite par le FGF par
I'intermédiaire de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 (Gonzalez-Herrera et al., 2006; Rosini et al.,

2002; Zhu and Kyprianou, 2008).

2.4.2.2.5 VEGF

Les androgenes régulent I'expression du VEGF par l'intermédiaire du facteur de transcription HIF-1a
(Boddy et al., 2005). Réciproquement, le VEGF-C induit une hausse de I'expression de Bag-1L, co-
activateur du récepteur aux androgénes. Cela suggere la transactivation du récepteur aux
androgenes par ce facteur de croissance, en présence de doses tres faibles d’androgenes et méme en
leur absence (Rinaldo et al., 2007). Ces données indiquent que le récepteur aux androgenes peut étre
transactivé en absence de son ligand par I'activation de la voie du VEGF suite a un stress comme

I’hypoxie.
2.4.3 Relations entre le récepteur a ’EGF et les autres voies

2.4.3.1 Connexion verticale

Les relations entre I'EGF-R et les autres voies de signalisation impliquent rarement les connexions de
type vertical, puisque peu de facteurs de transcription sont impliqués directement. Cependant, il a
été montré dans un contexte de carcinome ovarien — lignées OVCA433 et SKOV3 qui surexpriment le
récepteur a I'EGF et expriment le récepteur a I'lL-6 — que I’activation de I'EGF-R par son ligand
favorise la prolifération et la migration cellulaire, et induit I'expression de I'lL-6 dans un délai d’une
heure. 'activation autocrine de I'lL-6Ra stimule JAK2 et STAT3 et favorise la migration cellulaire. Au
contraire, une inhibition de la voie de I'lL-6 au niveau de I'lL-6Ra, par un anticorps neutralisant, ou au
niveau de JAK2, par un inhibiteur chimique, réduit la production d’IL-6 et la mobilité cellulaire
(Colomiere et al., 2009). Ces résultats montrent que I'EGF induit I'expression de I'IL-6, qui favorise la

mobilité des cellules de carcinome ovarien, via la voie JAK2/STAT3.

2.4.3.2 Connexion horizontale

Elle implique deux principaux mécanismes : la phosphorylation d’un récepteur induite par I'activation

de 'autre voie, et la libération d’un ligand de I'EGF-R suite a la stimulation d’une autre voie.
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2.4.3.2.1 Transphosphorylation de 'EGF-R

Ce premier mécanisme de connexion entre voies de signalisation est le plus étudié a ce jour, il existe

donc une quantité d’exemples non négligeable.

2.4.3.2.1.1 IFNy

La lignée cellulaire A431, provenant d’un carcinome épithélial humain, surexprime le récepteur a
I’'EGF. Sa stimulation par I'Interféron-y induit une phosphorylation de 'EGF-R sur les résidus Tyrosine
en position 845, 992, 1045, 1068 et 1148, des 5 min de traitement. Cette phosphorylation requiert
I'activité catalytique de plusieurs kinases : 'EGF-R, Src et JAK2. De plus, I'IFN-y est aussi capable
d’induire I'activation de STAT1 et de ERK1/2 par I'intermédiaire de I'activité kinase de 'EGF-R et de
Src (Burova et al., 2007). Par ailleurs, ce lien entre 'EGF-R et I'IFNy a été observé plus récemment
dans un modele de cellules endothéliales vasculaires. En effet, une stimulation de ces cellules par
I'IFNy induit un rapide clivage de la neuréguline, un pro-ligand membranaire de I'EGF-R. Ainsi activé,
I’'EGF-R stimule I'activation de la voie ERK1/2, ainsi que I'angiogenése (Kalinowski et al., 2010). Ces
données montrent que l'Interféron-y est capable de transactiver le récepteur a I'EGF par

I'intermédiaire de diverses kinases qui impliquent différents mécanismes.

24.3.2.1.2 OSM

L'Oncostatine M est une cytokine pléiotropique identifiée pour sa capacité a inhiber la croissance de
plusieurs lignées tumorales (Horn et al., 1990; Zarling et al., 1986). L'OSM fait partie de la famille de
I'IL-6, et induit la voie JAK/STAT via le corécepteur gp130. L’'OSM inhibe la prolifération des cellules
de carcinome mammaire exprimant le récepteur aux cestrogénes, notamment en induisant leur
différenciation (Douglas et al., 1998). Des expériences menées sur des lignées cellulaires de cancer
du sein, exprimant ou non le récepteur aux ocestrogénes, MCF-7 (RE’) et MDA-MD-231 (RE’), ont
montré que I'lL-6 et I'OSM inhibent la prolifération et induisent la différenciation par I'intermédiaire
de gp130. Cet effet est amplifié par 'EGF et I'Heréguline, autre ligand de I'EGF-R. De plus, des
expériences d'immuno-précipitation ont mis en évidence des associations entre gp130, le récepteur
OSMRpB, ERBB2 et ERBB3. En effet, 'EGF induit la phosphorylation de gp130, tandis que I'OSM
favorise la phosphorylation de STAT3, probablement par l'intermédiaire de gp130. Finalement,
I’'OSM, comme I'EGF sont capables d’activer les MAP kinases (Grant et al., 2002). Ces données
indiquent qu’il existe une synergie entre I'Oncostatine M et I'EGF dans les cellules de carcinome

mammaire.
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2.4.3.2.1.3 IGF-lI

Des expériences menées sur des lignées cellulaires issues de carcinomes mammaires (MCF-7 et
T47D) et sur leur variant résistant au tamoxifene (Tam-R et T47D-R) ont montré que ces variants
expriment le récepteur a I'lGF-1 (IGF-IR) a des niveaux moindres que les lignées classiques, alors que
le niveau de phosphorylation de I'lGF-IR reste équivalent. Ce résultat s’explique par la sécrétion
autocrine de I'IGF-1l par les cellules résistantes au tamoxiféne. De plus, I'lGF-II induit I'activation du
récepteur a I'lGF-I, mais aussi la phosphorylation du récepteur a I'EGF, tandis que I'EGF est capable
d’induire uniquement la phosphorylation de son propre récepteur. L'IGF-Il peut donc transactiver le
récepteur a I'EGF, via la phosphorylation de 'EGF-R sur son résidu Tyr®* par la kinase Src (Knowlden
et al., 2005). Les données mettent en évidence une transactivation du récepteur a 'EGF par I'|GF-II
qui favorise la croissance cellulaire. En effet, une inhibition chimique des domaines kinases et I'|GF-IR
et de Src réduit la prolifération des cellules tumorales résistantes au tamoxiféene (Knowlden et al.,

2005).

24.3.2.14 GH

Le récepteur a I’'hormone de croissance (GH) fait partie des récepteurs a cytokines et est fortement
exprimé dans le foie, tissu cible de I’hormone de croissance. La fixation de I’hormone de croissance

sur son récepteur permet I'activation de la kinase JAK2 et de la voie des MAP kinases.

Des expériences menées sur des lysats extraits de foie murin ont montré que I'hormone de

1068 ‘har I'intermédiaire

croissance stimule la phosphorylation du récepteur a I'EGF sur son résidu Tyr
de JAK2. Cette Tyrosine phosphorylée constitue un site d’ancrage pour I'adaptateur Grb2, premiere
étape de I'activation de la voie des MAP kinases (Yamauchi et al., 1997). Ces données montrent une
transactivation du récepteur a I'EGF par phosphorylation en réponse a une stimulation par I’hormone

de croissance.

Une autre équipe a mis en évidence ce type d’interaction dans la lignée cellulaire de fibroblastes pré-
adipocytaires 3T3-F442A qui exprime de maniére endogéne le récepteur a ’hormone de croissance
(GH), et les récepteurs de I'EGF : EGF-R et 'ERBB2. En effet, 'hormone de croissance active JAK2, et
induit la phosphorylation du récepteur ERBB2 sur des résidus Sérine et Thréonine, et la
phosphorylation de 'EGF-R, qui sert de plateforme de signalisation pour la GH. L’inhibiteur PB98059
spécifique de MEK, bloque ces phosphorylations, a I'inverse de I'inhibiteur de la PKC (Huang et al.,
2003). Cela indique que les effets d’'une stimulation par ’hormone de croissance sur le récepteur a

I’'EGF passent par I'action de la kinase MEK dans les cellules de type fibroblastique.
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2.4.3.2.1.5 uPAR

L'uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) est une Sérine protéinase qui se lie au récepteur uPAR,
et qui est impliquée dans les processus de cicatrisation dans un contexte normal, et dans les

processus de migration dans un contexte tumoral (Blasi and Carmeliet, 2002).

Les fibroblastes embryonnaires murins (MEF) proliferent en réponse a I'EGF lorsqu’ils surexpriment
le récepteur a I'urokinase, alors qu’en absence de I'uPAR, le niveau de phosphorylation de 'EGF-R sur
le résidu Tyr®” diminue, de méme que le taux d’activation de STATSb. Une surexpression de c-Src
restaure le phénotype mitogéne de I'EGF. Ces résultats ont ensuite été confirmés a I'aide d’une
lignée de cellules de cancer du sein (MDA-MD-231) (Jo et al., 2007). Ces données montrent que le
récepteur a I'urokinase favorise I'action du récepteur a I'EGF par I'intermédiaire de la kinase Src, qui

phosphoryle 'EGF-R sur la Tyr®*”, site de liaison et d’activation de STATSb.

Par ailleurs, dans les cellules de cancer de prostate n’exprimant pas le récepteur aux androgenes, les
niveaux d’ERBB2 et uPAR sont plus élevés que dans les cellules exprimant le RA. De plus, la sécrétion
d’uPA est reliée au phénotype invasif des cellules cultivées en Matrigel. Une inhibition de I’activité
kinase de I'EGF-R et d’ERBB2 bloque la migration cellulaire induite par I'uPA, indiquant une

connexion entre 'UPAR et I'EGF-R (Festuccia et al., 2005).

2.4.3.2.2 C(Clivage d’un pro-ligand de I'EGF-R

Ce mécanisme de transactivation du récepteur a I'EGF consiste en un clivage d’un pro-ligand
membranaire par des métallo-protéinases de la matrice (MMP) de type ADAM (A Disintegrin And
Metalloprotease). Les ADAM sont logées dans la membrane plasmique, et leur pro-domaine en
position N-terminale les maintient dans une conformation inactive. Elles sont activées suite au
clivage de ce pro-domaine par les voies de la furine ou de la plasmine, ou bien par d’autres métallo-
protéinases. Les ADAM peuvent alors cliver différents pro-ligands selon leur spécificité. Les
inhibiteurs TIMP (Tissue Inhibitors of Metalloproteases) régulent leur fonction (Murphy, 2008). De
plus, le domaine cytoplasmique des ADAM comporte divers sites de phosphorylation, mais aussi un
motif PxxP, point d’ancrage des protéines ayant un domaine SH3, il est donc soupgonné de jouer un
réle dans I'activation ou la régulation des ADAM (Kessenbrock et al., 2010; Seals and Courtneidge,
2003). L'action des ADAM libere un pro-ligand de I'EGF-R, qui peut alors agir sur son récepteur, et
activer les voies de signalisation en aval, notamment la voie des MAP kinases ERK1/2 (Werry et al.,

2005). En effet, une inhibition chimique des ADAM affecte I'activation de ERK (Shah and Catt, 2004).
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TPA, radicaux oxygenés PI3K Figure d'aprés Higashiyama et al., 2008

Figure 23 : Mécanisme général de la transactivation de I'EGF-R par le clivage d'un ligand.

Divers stimuli extracellulaires activent des molécules de signalisation capables de favoriser I'action de
métalloprotéinases spécifiques, les ADAM. Ces protéines sont responsables du clivage d’un pro-
ligand membranaire des récepteurs de la famille ERBB.
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Les ADAM sont activées par diverses conditions environnementales et stimuli : les radicaux oxygénés,
les radiations, le TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), les influx calciques, la stimulation des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) par le LPA (lysophosphatidic acid), la Bombesine, la
stimulation de récepteurs aux facteurs de croissance (EGF, FGF) ou aux cytokines (IL-1, IL-8).
Différentes molécules de signalisation (Src, PKC-§, PI3K, Grb2) participent a ce mécanisme selon un
mode d’action qui n’est pas encore bien défini (voir Figure 23) (Higashiyama et al., 2008). Certains de
ces stimuli sont rencontrés au cours de l'inflammation ou de la carcinogenése. Il faut noter que
certaines ADAM sont surexprimées en conditions pathologiques, notamment dans le cadre du cancer
et de I'inflammation (Edwards et al., 2008; Higashiyama et al., 2008). En effet, les MMP et les ADAM
jouent un réle dans la régulation de I'inflammation, I'angiogenése, I'invasion et I'établissement des

métastases (Kessenbrock et al., 2010).

Plusieurs exemples d’une transactivation de I'EGF-R ont été décrits dans les cellules normales et
tumorales. Parmi les plus récents, Kasina et coll. ont montré dans les cellules épithéliales de prostate
non transformées N15C6, qu’une stimulation par le ligand CXCL12 du récepteur couplé aux protéines
G CXCR4, induit le clivage de I'amphiréguline membranaire. Ce mécanisme requiert I'activité kinase
de Src et I'activation de la métallo-protéinase ADAM10, et aboutit a la prolifération cellulaire, suite a
I’activation de I'EGF-R par I'amphiréguline (Kasina et al., 2009). Par ailleurs, la stimulation de lignées
cellulaires cancéreuses d’origine gastrique, par le TGF-f induit le clivage du pro-HB-EGF par ADAM17.
Il en résulte une augmentation du niveau de phosphorylation de 'EGF-R, associée a la prolifération

des cellules (Ebi et al., 2010).
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2.5 Les objectifs de la these

La littérature propose de nombreux exemples de connexions entre les voies de signalisation dans les
cellules tumorales. Au contraire, dans les cellules normales, les différentes cascades de signalisation
nécessaires a la régulation du devenir de la cellule sont généralement décrites comme étant
linéaires. La question que je pose ici est de savoir si les interactions entre voies de signalisation pré-
existent dans les cellules normales, sous une forme régulée, et sont exploitées dans les cellules
tumorales suite a la disparition de ces contrdles. L'idée serait donc d’identifier des connexions entre
voies de signalisation dans les cellules normales, ainsi que les systemes de régulation qui les
accompagnent, afin de pouvoir rétablir ces controles et réduire le potentiel prolifératif des cellules

tumorales.

Pour mener ces recherches, je me suis intéressée a deux signalisations qui sont impliquées dans des

situations physiologiques distinctes.

v' Le signal de IL-6 et son interaction avec la voie de 'EGF. L’IL-6 est un acteur important de
I'inflammation, qui est une réponse naturelle a une agression afin de maintenir I'intégrité de
I’épithélium prostatique. De plus, l'inflammation est considérée comme un processus
impliqué dans l'initiation du développement tumoral (De Marzo et al., 2007).

v La signalisation non-génomique du récepteur aux androgénes et son lien avec la voie de
I’'EGF. En accord avec I’hypothése de travail, cette interaction fonctionnelle déja décrite dans
les cellules tumorales de prostate pourrait étre impliquée dans le maintien de I’épithélium
prostatique en contrblant la prolifération de la couche basale en réponse aux facteurs de

croissance libérés par les cellules stromales, notamment I'EGF (Berry et al., 2008).

Le choix du modele de travail s’est porté sur la lignée RWPE-1 car elle constitue un bon modéle de
cellules de la couche basale de I'épithélium normal de la prostate. En effet, la lignée RWPE-1 a été
dérivée de la zone périphérique de I'épithélium d’une prostate humaine normale. Cette lignée a été
immortalisée par les génes E6 et E7 du Papilloma-virus 18 (HPV-18), mais n’a pas de pouvoir
transformant (Bello et al., 1997). Elle est en effet incapable de former des colonies en agar mou, et
ne forme pas de tumeur chez les souris immunodéficientes (Webber et al., 2001). Les cellules RWPE-
1 expriment le récepteur aux androgenes, ainsi que le récepteur a I'EGF. Elles se différencient et
s’organisent en acini en réponse aux androgenes, et proliferent en réponse a I'EGF (Bello-DeOcampo
et al., 2001; Harma et al., 2010; Webber et al., 2001). Par ailleurs, I'expression d’'une forme mutée de

la GTPase Ras constitutivement active dans la lignée RWPE-1, suffit a la transformer en une lignée
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tumorale (RWPE-2) (Webber et al., 1997). Cela confirme que la voie ERK1/2 joue un rdle critique dans

la prolifération de cette lignée.

Au niveau de l'organisation de I'épithélium prostatique, la lignée RWPE-1 est représentative du
compartiment basal prolifératif. Elle exprime en effet des marqueurs de ce compartiment, comme
les kératines 5 et 14, ou le marqueur p63. De plus, une trés faible proportion de la population
exprime le marqueur CD133 (0,24%), spécifique des cellules souches (Litvinov et al., 2006). La lignée
cellulaire RWPE-1, avec son hétérogénéité, est considérée comme un modele de cellules T/A de

I’épithélium de prostate.

En contexte inflammatoire, I'lL-6 est libérée par les cellules immunitaires et les cellules stromales.
Ainsi présente dans le micro-environnement des cellules épithéliales, I'lIL-6 favorise leur survie et leur
prolifération. Cette signalisation permet de conserver 'intégrité de I'épithélium dans un tel contexte.
Par ailleurs, les récepteurs de la famille de 'EGF-R stimulent la prolifération cellulaire en induisant
diverses voies de signalisation, parmi lesquelles la voie ERK1/2. Cette cascade de signalisation joue
un réle critique dans I'expansion des cellules T/A. Les acteurs moléculaires de ces deux voies de
signalisation sont surexprimés dans les cellules tumorales, indiquant un réle potentiel dans
Iinitiation du cancer et sa progression. C’'est pourquoi j'ai cherché a mettre en évidence les relations

qui existent entre I'lL-6 et I'EGF-R dans les cellules normales.

En contexte physiologique, les androgénes induisent la sécrétion d’EGF par les cellules stromales. Ce
facteur de croissance favorise la prolifération des cellules T/A de I'épithélium prostatique. Les
androgenes agissent aussi sur les cellules différenciées de la couche luminale, en favorisant leur
survie et leur différenciation. L’induction de la différenciation par les androgenes suppose la
présence de leur récepteur dans les cellules T/A. Cette population exprime effectivement le
récepteur aux androgenes, mais a des niveaux quasiment indétectables (Heer et al., 2007). Les
cellules de type T/A semblent donc étre le siege d’une balance entre la prolifération induite par 'EGF
et la différenciation en réponse aux androgénes. Dans ce contexte, j'ai étudié les relations qui

existent entre la signalisation du récepteur aux androgenes et la voie ERK dans les cellules RWPE-1.

Finalement, I'ensemble des données obtenues au cours de ce travail me permettront d’établir
I’existence de connexions entre les voies de signalisation essentielles a la survie, a la prolifération ou
a la différenciation dans un modéle de cellules T/A de prostate normale. Ces interactions
fonctionnelles pouvant jouer un rdle dans le processus de transformation, il sera intéressant de

comprendre leur systéeme de régulation, ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents.
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3.1 Articlel

3.1.1 Résumé

L'IL-6 est une cytokine inflammatoire qui favorise la survie et la prolifération des cellules épithéliales
de prostate. Les récepteurs de la famille de 'EGF-R stimulent aussi la prolifération de ces cellules. Les
acteurs moléculaires de ces deux voies de signalisation sont surexprimés dans les cellules tumorales,
indiquant un rdle potentiel dans I'initiation du cancer et sa progression. Nous avons donc recherché
une interaction entre la voie de I'EGF-R et celle de I'lL-6, ainsi que son impact sur la prolifération des
cellules épithéliales de prostate normale.

En réponse a I'EGF, les cellules RWPE-1 — modele de cellules basales de I'épithélium de prostate
normale — ont une prolifération optimale qui s"accompagne d’une activation persistante de la voie
ERK1/2. Au contraire, I'lL-6 induit une prolifération modérée, ainsi qu’une activation transitoire
d’ERK1/2. Le blocage de cette voie de signalisation par ’'U0126, inhibiteur de MEK montre que cette
voie ERK1/2 est essentielle a la prolifération des cellules RWPE-1 (voir figure 1).

La cinétique d’activation de la voie STAT par I'lIL-6 est persistante, contrairement a celle d’ERK1/2,
indiquant une différence dans I'activation ou la régulation de ces deux voies de signalisation. Or les
récepteurs de cytokines sont capables d’induire la transactivation du récepteur a I'EGF par clivage
d’un pro-ligand. Nous avons donc recherché I'implication possible de 'EGF-R dans I'activation de la
voie ERK1/2 en réponse a I'lL-6, a I'aide d’un inhibiteur de son activité kinase PD153035. L’activité
kinase de I'EGF-R s’est avérée indispensable dans cette signalisation (voir figure 2). Par ailleurs, la
kinase Src a souvent été impliquée dans ce type de mécanisme. D’une part, son inhibition par le PP2
réduit drastiquement le niveau d’activation d’ERK1/2 en réponse a I'lL-6, mais pas a I'EGF et d’autre
part le résidu Tyr®* cible spécifique de Src est phosphorylé en réponse a I'EGF mais pas a I'lL-6 (voir
figure 3), indiquant un role de Src dans ce mécanisme, en amont de I'activation de I'EGF-R.

Ensuite, I'utilisation d’un inhibiteur généraliste des métallo-protéinases nous a permis de confirmer
I’'hypothése du clivage d'un pro-ligand de I'EGF-R en réponse a I'IL-6. Afin d’identifier plus
précisément les métallo-protéinases impliquées dans ce processus, nous avons mené une approche
par inhibiteurs chimiques spécifiques des principales ADAM : ADAM10 et ADAM17. Les inhibiteurs
GI254023X et TAPI-2, respectivement spécifiques d’ADAM10 et ADAM17, induisent une réduction
partielle de I'activité d’ERK1/2. Cependant, le GW280264X, capable d’inhiber ADAM17, mais aussi
ADAM10, dans une moindre mesure, réduit significativement I'activation d’ERK1/2 en réponse a I'lL-
6 (voir figure 4). Ce résultat indique une possible coopération entre ADAM10 et ADAM17 pour cliver
le pro-ligand responsable de I'activation de I'EGF-R, donc de la voie ERK1/2.

L'ensemble de ces résultats indique que l'IL-6, libérée en conditions inflammatoires, favorise la
prolifération cellulaire en induisant le clivage d’un pro-ligand membranaire de 'EGF-R, via ADAM10
et ADAM17 et avec l'intervention de Src.

Ce manuscrit , a été accepté pour publication dans le journal « Cellular Signalling » le 17.11.10 et mis
en ligne le 01.12.10.
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Nadége Poncet, Johann Guillaume, Guy Mouchiroud *
Cenmre de Céndigue Molculnire ef Cellulnire, UMR 5534, INRS, Undversicé Lyon 1, 43 boulevard du 17 novembre 1918, 89622 Villeurbanne, France

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Amide hstory:

Received 10 Oatober 2010
Arcepted 17 November 2010
Available online x0x

Keywords

EGF rece ptor

L&

ERK1/2
Transactiva tion
Prolleration

Nomal epithelial cells

Epidermal growth factor receptor (EGF-R) is a receptor tyrosine kinase that can be activated by molecules
other than its cognate ligands This form of orosstalk called rransactivation & frequently observed in bath
physiological and pathological cellular responses, et it involves varous mechanisms. Using the RWPE-1 cell
line as a model of non-transformed prostate epithelial progenitar cells, we observed that interleukin-G (IL-G)
is able to promote cell proliferation and ERK1,2 adtivation provided that EGF-R kinase activity is not impaired.
Treatment with GMBD01, a general matrix metalloprotease inhibitor, indicated that 1L-6 activates EGF-R
thmough cleavage and release of membrane-anchored EGF-R ligands. Several inhibitors were used to test
implication af “a disintegrin and metalloprotease™ ADAMI0 and ADAM17. GWZB0264X that targets both
ADAMI D and ADAMI7 blocked IL-G-induced proliferation and ERK1/2 phosphorylation with same polency as
CMB001. However, ADAMI0 inhibitor GE54023% and ADAMIT7 inhibitor TAPI-2 were less effident in
inhibiting response of RWPE-1 cells to 116, indicating possible cooperation of ADAMIT7 with ADAMID or
other metalloproteases, Accordingly, our findings suggest that [L-6 stimulates shedding of EGF-R ligands and
transactivation of EGF-R in normal prostate epithelia cells, which may be an imporant mechanism to

pramote cell proliferation in inflammatory prostate.

@ 2010 Elsevier Inc. All dghts reserved

1. Introduction

Growth factors, their rece ptors and downstream kinases are often
over-expressed or mutated in cancer, thereby triggering deregulation
of several signal transduction pathways. As a consequence, signaling
cascades may be altered in different ways, leading to their constitutive
activation by autocrine stimulation or receptor transactivation [1,2].
Significant advances have been recently made in the field of proszte
cancer development, pointing to key roles of epidermal growth factor
receptor (EGF-R]) family and cytokine signaling, in particular
interleukin-6 (IL-6), in androgen-independent stages and metastasis
[1.3.4]. In contrast, signaling events that might affect early steps of
prostate cancer remain poorly understood. Paracrine stimulation of
EGF-R has been suspected to participate to proliferation of androgen-
dependent prostatic tumaors, whereas [L-6 provided by inflammatory
cells or reactive stroma might stimulate growth of epithelial cells
primed to tumor conversion by initiating mutations [5,6]. Better
knowledge of the function and regulation of these signaling @scades
in mormal prostate progenitor cells should help understand which
maolecular mechanisms are involved in prostate carcinogenesis. In this
context, the major purpose of the present study was to investigate on

* Comesponding author, Tel.: +33 472 448 372; 2 +33 472 432 685,
E-mail address : gy maoschirowsd@univ-lyont fr (G Moschinowd |

08986568/ — see front matter © 2010 Hsevier Inc. All rights reserved.
dod: 101016/ celld g2010.11.009

signaling mechanisms implicating EGF-R and IL-6 in the proliferation
of normal prostate epithelial cells.

EGF-R belongs m the ErbB receptor family that consists of four
closely related receptors: ErbB1/ECF-R, ErbB2/neu/HER2, ErbB3, and
ErbB4. Eleven ligands have been identified that show overlapping but
specific binding to ErbB proteins [7,8]. In addition, there is increasing
evidence that ErbE receptors can induce intracellular signals not only
in response to cognate ligands but also following transactivation by
cross-talking receptors and downstream signaling pathways [9]. All
four ErbB receptors are expressed in the mouse [10] or human
prostate [11,12], as well as most of their cognate ligands [11,13].
Consequently, ErbB receptors are physiologically activated in the
normal pros@ate [10]. In the human prostate, EGF-R is mainly
expressed by proliferative epithelium, whereas expression of its
ligands, EGF and TGF-cv, is found in both epithelial and stromal cells
and increases in hyperplastic prostate |14-16]. Interestingly, mice
deficient for EGF or TGF-ce show defects in the formation of prostatic
epithelial ducts during fetal development [17]. Moreover, sustained
EGF treatment promotes physiological pros@te development in
newborn rats |18 Collectively, data support an important role for
EGF-R and its ligands in prostate epithelium growth,

IL-6 is a pleiotropic cytokine that is strongly implicated in
regulating immune and inflammatory responses, IL-6 mediates its
activity through a receptor complex composed of two subunits: the
a-receptor subunit that specifically binds IL-6 (IL-6-Rot), and the
signal transducing subunit gpl 30 [ 18], Besides itsrole as an autocrine

Please cite this article as: N. Poncet, et al., Cell. Signal. (2010), doi:10.1016/j.cellsig 2010.11.009
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proliferation and survival factor in advanced prostate tumaor cells
|20], IL-6 is gaining interest as a pro-inflammatory cytokine since a
wealth of studies highlighted links between prostate inflammation
and tumorigenesis [21,22]. In normal prostate, IL-6 and [L-6-Re are
expressed in basal epithelium, whereas gpl30 expression is
increasing in hyperplasic basal epithelium [23,24]. Finally, IL-6
activates S@t3 and stimulates proliferation in primary epithelial
cells from human prostate [20].

In the normal prostate, proliferation compartment is restricted o
the basal epithelium where a small population of stem cells can give
rise to transient/amplifying (TA) cells. These progenitor cells have
strong proliferation potential, but limited self-renewal capabilities,
and ultimately differentiate into secretory cells [25]. Here we used the
immortalized human prostate cell line RWPE-1 as a model of prostate
TA cells [26]. RWPE-1 cells express TA cell markers, undergo in vitro
acinar differentiation in response to androgen and do not form tumors
when injected into nude mice [27-29]. Interestingly, they show dose-
dependent proliferation in response to EGF [26], and IL-6 can
stimulate RWPE-1 cell proliferation, albeit with lower efficiency
than EGF [30]. Therefore, we used this cell line to study IL-6 response
and possible link with EGF signaling in non-transformed prostatic
epithelial cells.
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2. Materials and methods

2.1. Reagents

ECF and IL-6 (Peprotech) were dissolved to a concentration of
10 pg/ml in Keratinocyte-Serum Free Medium (K-SFM, Invitrogen)
and stored in aliquots at —20 " C WST-1 cell proliferation reagent
was obtained from Roche Diagnostics. TAPI-2 and Insolution
inhibitors U0126, PP2, PD153035, Jak Inhibitor [ and GMB001 were
purchased from Calbiochem. ADAM inhibitors GI254023X and
CW280264X were kindly provided of Dr. A. Ludwig (Institute for
Molecular Cardiovascular Research, University Hospital Aachen,
Germany ).

22, Cell culrure and proliferation assays

RWPE-1 cell line, a gracious gift from Dr. N. Allioli {Institute of
Functional Genomics, Lyon), was maintained in K-SFM supplemented
with 5 ng/ml EGF and 50 pg/ml bovine pituitary extract (complete K-
SFM, Invitrogen). Dose-response tests of cytokines or inhibitors were
performed in miniaturised proliferation assay as follows: 5000 cells
were seeded in 96-well culture plates in K-SFM supplemented as
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Flg 1. ECF and 11-6 differently induce proliferation and ERK1/2 activation in RWPE-1 cells. [A) RWIE-1 cells were cultivated for5 days in 96-well plates in the presence of various
concentrations of BGF or IL-6 and proliration was measured with WST-1 reagent as described in Materials and methods. 0D, (450 nm); optical density measured at 450 nm.
{B) Celks were cultivated in culture flasks in the presence of EGF { 10 ng/mi ) or 146 (10 ng/ml) for indicated times. Prolifration data are gven as total cell numbers (C) Cells were
gmwth Gotor-deprived for 3 h then stimuolated with B:F or 116 for indicated times. Elots were probed with antibodies that specifically recognize phosphorylated forms of ERK1,2

[ pERK1/2) or Stat3 [pStard ). Membraneswere sripped and re probed with anti-ERK 1 antibody for loading contmds. (D) Cells were cultivated incul ture medium sup,

nited with

EGF {10 ng/ml ) or 1L-6 {10 ng/ml) and in the presence of diferent L0126 concen trations as indicated. Cul tures. were performed and treated a5 in (A (A). (B) and (D). Results are
given as mean £ standard error of mean [SE M_) for 3 independent experiments (*P<0.06, **P<0.001).
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specified in the text (200 pl per well). After 5 days of culture, WST-1
reagent was added into each well for a 4-hour incubation at 37 °C
according to manufacurer's instructions and optical density at
450 nm was measured using a Victor X5 plate reader (Perkin-
Elmer). All cultures were performed in a humidified incubator ar 37°
in an atmosphere of 5% C0..

2.3, Cell stimularion and signaling studies

Cells were washed free of growth factors then incubated in basal
K-SFM. After 3 h of starvation, medium was replaced by fresh K-SFM
supplemented by EGF {10 ng/ml) or [L-6 (10 ng/ml) for various times,
as specified in the text. To stop stimu lation, medium was removed and
changed with cold PBS supplemented by 1 mM Na;W0, (Sigma-
Aldrich ). Inhibitors were added to cultures 30 min before EGF or IL-6;
other conditions ( inhibitor concentrations and stimulation times) are
specified in the text. TAPI-2 was dissolved in ethanol whereas other
inhibitors were dissolved in DMSQ. Therefore, control aultures were
performed in the presence of ethanol or DMS0 at final concentrations
equal to that in corresponding experimenizl points

2.4, Cell lysis and immunoblottng

Cells were removed from culture surface by using a cell scrapper,
centrifuged and lysed in cold radic immunoprecipitation assay
buffer (1% deoxycholic acid, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 50 mM Tris-
base, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH 74) containing protease
inhibitor cocktail (Roche Applied Science) and 2mM NagV0,.
Insoluble material was removed by centrifugation, and the protein
concentration was determined by using the Protein Assay solution
(Bio-Rad). Proteins from equalized cell lysates were separated on a
SDS-polyacrylamide gel, transferred to nitrocellulose membrane,
and blotted with specific primary antibodies: anti-phospho-Stat3,
anti-Stat3, anti-phospho-ECF-R (Tyr®**) or anti-EGF-R (Cell Signal-
ing Technologies); anti-phospho-ERK or anti-ERK1 (Santa Cruz).
Antibody binding was visualized using HRP-conjugated secondary
antibodies (Sigma-Aldrich) and ECL™ reagent (GE Healthcare ).

25, Smtistical analysis

Resuls were expressed as the mean + standard error of mean for
at least 3 independent experiments. Statistical significance was
determined by Student’s r-test [ paired-data analysis). P values< 0,05
were considered as statistically significant

3. Results

3.1. ERK1/2 activation drives proliferative response of RWPE-1 celk o
ECGF oriL-6

Cells were culred in 56-well plates in K-SFM sup plemented with
BPE for 5days in the presence of increasing concentrations of EGF or
IL-6, then proliferation was assessed using WST-1 reagent. Consistent
with previous data [26,30,31), EGF and IL-6 stimulated RWPE-1 cell
proliferation in a dose-dependent manner, with a plateau level at
5 ng/ml for each cytokine (242 4+ 28% and 139+ 8%, as compared to
control, respectively) (Fig. 1A). Viable cell numeration using Trypan
Blue dye was also performed after 4 or 7 days of cultivation in culture
flasks, and confirmed higher proliferation rates of RWPE-1 cells in
response to EGF than in response to IL-6 (Fig. 1B).

Since persistent ERK1,2 activation was associated to cell prolifer-
ation in various models [32), the effects of EGF and IL-6 on ERK1/2
phosphorylation were assessed in tme-course studies. For that,
exponentially growing RWPE-1 cells were starved of EGF and BPE
for 3 h, then stimulated with 10ng/ml EGF or 10 ng/ml IL-6 for
various times, as indicated. Western blotting analysis of cell lysates

showed that EGF readily stimulared ERK1/2 phosphorylation reaching
a peak at 5 min of EGF stimulation, but persisting forat least 4 h of EGF
stimulation (Fig. 1C). In contrast, IL-6 that proved to be a weak
mitogen for RWPE-1 cells could only transiently stimulate ERK1/2
phosphorylation (Fig. 1C). Interestingly, Il-6 induced strong and
sustained Stat3 phosphorylation under the same conditions, which
indicated efficient IL-6 signal transduction (Fig. 2). Therefore, data
strongly suggested comelation betwesn ERK1/2 activation and
proliferative response in RWPE-1 cells. To test the role of ERK1/2 in
mitogenic signaling induced by EGF and IL-6, we used the specific
MEK inhibitor U0126. Fig. 1D shows that UD126 inhibited prolifera-
tion of RWPE-1 cells in response to EGF or IL-6 in a dose-dependent
manner, confirming essential role of ERK1/2 activation in prostate
epithelial cell growth.

3.2 ERKI/2 actvadon and proliferation in response to IL-6 requires
EGF-R kinase actvity

IL-6 can induce ERK activation through recruitment of the tyrosine
phosphatase SHP2 on specific phosphotyrosines of the gp130 subunits
constituting the IL-6 receptor. In turn, SHP2 becomes phosphorylated
by JAK2 and is able to recruit Grb2-S0S complexes, thereby triggering
Ras activation and downstream events leading o ERK1/2 phosphor-
ylation and activation [19]. Thus, ERK1/2 phosp horylation in response
to [L-6 depends on Jak2 activity, which we verified in RWPE-1 cells by
using Jak Inhibitor I (data not shown). However, as shown in Fig 1C,
IL-6 transiently stimulated ERK1/2 phosphorylation while it induced
sustained Stat3 phosphorylation. These different kinetics might
indicate either that negative regulation occurs downstream of JAK2/
SHP2 to modulate ERK1/2 phosphorylation, or that [L-6 sdmulates a
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Flg 2 |L-6-induced ERK1/2 activation and proliferation requires EGF-R kinase activity.
(A) Cells were growth factor-deprived for 3 h then stimulated with IL-6 { 10 ng/ml) for
Iindicated times inthe presence or notof the EGFR kinase inhibitor PD153035. inhibitor
[10pM) was added during the final 30 min of growth factor starvation. Blots were
probed with ant-pERK12 antibody, then stripped and reprobed with anti-FRK1
antibady for lading controls. (B) Cells were cultivated for 5 days in 96-well plates in
the presence of BGF (10ng'ml) or IL-6 (10 ng/mi | and various PD153035 conenira-
tionsasindicated Proliferation was measured with WST-1 reagent. Results are given as
mean£ 5F M. for 3 inde pendent experiments_
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JAK2-dependent alternative pathway for activating ERK1/2. Since
cytokine receptors have been shown to transactivate EGF-R [3334],
we first asked whether stimulation of ERK1/2 phosphorylation by IL-6
in RWPE- 1 cells wiould require EGF-R activity. For that, 3- hour starved
RWPE-1 cells were stimulated by IL-6 for various times in the
presence or not of PD153035, a potent inhibitor of EGF-R kinase
activity. Fig 2A clearly shows that blodking ECF-R kinase activity
prevented IL-6 to induce ERK1/2 phosphorylation. Moreover,
PD153035 similarly inhibited proliferation induced by either EGF or
IL-6 in RWPE-1 cells (Fig 2B), pointing to possible role of EGF-R in [L-
6-induced ERK1/2 activation. Alernately, data might implicate ErbB2
rather than EGF-Rsince PD153035 canalso inhibit other EGF-R family
members in in@ct cells [35] and, in prostate @ncer cells, [L-6
stimulation results in association of gp 130 subunitof IL-6-R with Erb2,
which is essential to ERK1,/2 activation [34]. However, we considered
this possibility very unlikely since RWPE-1 cells do not express
detectable levels of ErbB2 protein [36]). In conclusion, data strongly
suggest that IL-6 is able to transactivate EGF-R in non-transformed
prostate epithelial cells.

3.3. Src family kinases indirecdy contribute to EGF-R transactivation

We first asked whether IL-6 receptor could directly transactivate
EGF-R As previously shown for growth hormone, JAK2 might
phosphorylate EGF-R, creating binding site for Grb2/Sos and thereby
activating ERK1/2, but this mechanism does not require EGF-R
kinase activity [33). Therefore, our observation that ERK1/2

A EGF (10 ngiml)

activation by IL-6 in RWPE-1 cells necessimtes EGF-R kinase activity
(Fig. 2A) apparently rules out the possibility thar JAKZ med iates EGF-
R transactivation in response to IL-6. Another mechanism might
implicate phosphorylation and subsequent activation of EGF-R by
Src family kinases (SFK; reviewed by [37]). To test this possibility,
RWPE-1 cells were starved of growth factors for 3 h, thenstimulated
for various times with EGF or IL-6. Corresponding cell lysates were
subjected to western blotting with an antibody specifically detecting
phosphorylation of Tyr™, a major SFK substrate on EGF-R [38]. EGF
induced strong and sustained Tyr**® phosphorylation, correlating
with ERK1/2 activation (Fig. 3A). In contrast, no phosphorylation of
Tyr*¥ could be detected following IL-6 stimulation, while the
transient activation of ERK1/2 could be observed. Thus, we
concluded that IL-6 did not induce SFK to phosphorylate EGF-R in
RWPE-1 cells. Interestingly, the SFK inhibitor PP2 strongly inhibited
ERK1/2 phosphorylation induced by IL-6, not that induced by EGF
(Fig. 3B), indicating that SFK might be indirectly implicated in EGF-R
transactivation.

34, Metalloproteases mediate FGF-R transactivation by IL-6

Mext we asked whether EGF-R transactivation by IL-6 would
implicate proteolytic release of BGF-R ligands, as previously shown in
Tesponse to various agonists [39]. EGF-R ligands can be cleaved and
released from the cell surface by activation of membrane-bound
metalloproteases [40]. This mechanism was tested here by using the
general metalloprotease inhibitor GMB001. For that purpose, 3-hour
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Fig 3 Implication of SFK in IL-6- indwced pERK1 2 activation. A) Cellswere growth factor-deprived for 3 h then stimulated with EGF or 1L-5 for indicated times. Blots were probed
with antibodies that spedfically recognize the phosphorylation of EGF-Ron Tyr 845 (p¥845) or pERK1/2). Membranes were stripped and reprobed with anti-EGF- R antibody for
loading contmls (B) Cells were gmwth factor-deprived for 3h then stimulated with 116 {10 ng/mi ) for indicated times in the presence or not of the SFK inhibitor PP2 or with EGF
{ 10 ngg mil ) fior inadi cated times in the presence of P2 Correspomdi g EGF stimulat jon in the absence of PP2 {s shown in [A). P2 (10 pM) was added duwring the final 30 min of growth
factor starvation. Elots were probed with ant-pERK1/2 antibody. then stripped and reprobed with anti-ERK1 antibody for loading controls.
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starved RWPE-1 cells were stimulated with 10 ng/ml IL-6 for 5, 10 or
30 min in the presence or absence of 10uM GMBG001. As shown in
Fig. 4A, we observed strong inhibition of ERK1,2 phosphorylation in
the presence of GMB001, whereas the inhibitor had no effect on EGF
induced ERK1/2 phosphorylation (data not shown). Thus, activation
of ERK1/2 in response to [L-6 is dependent on both EGF-R activity and
proteolytic activity in RWPE-1 cells. Next, we sought to identify which

roteases could be implicated in [L-6-induced transactivation
of EGF-R. GMB001 has a broad specificity, targeting both matrix
metalloproteases and members of ADAM (a disintegrin and metallo-
protease) family. ADAM proteases have been implicated in EGF-R
ligand shedding, in particular ADAM10 and ADAM17 [941]. So, we
used 2 molecules that differed in their capacity to block ADAM10 and
ADAM17 activities to further characterize IL-6-mediated ERK1/2
phosphorylation in RWPE-1 cells, GW280264X has been shown to
preferentially block ADAM17 and to a lesser extent ADAM10, while
GI254023X preferentially blocked ADAM10 [42]. Here, using the same
protocol as for GMB001, we could observe that GW2B0264%, but
not GI254023X, could strongly impair ERK1,2 phosphorylation upon

5 min 10 min 30 min
L6 R T S T S T 3
GMBOD1 - - . - - - -

IL-6 stimulation of RWPE-1 cells, pointing to a role of ADAM17 in this
process (Fig 4B and C, respectively). Consistent with this possibility,
the ADAM17-specific inhibitor TAPI-2 was also able to inhibit IL-6-
induced ERK1/2 phosphorylation under the same conditions (Fig 4D ).
However, TAPI-2 effects were weaker than those of GMB001 or
GW280264X, suggesting that ADAM1 7 might not be the sole protease
invoived in EGF-R transactivation (Fig. 4E). Finally, the 3 compounds
that inhibited IL-6 stimulation of ERK1/2 activation also inhibited IL-6
dependent proliferation, with most prominent effect of GW280264X
(Fg 4F).

4. Discussion

In primary cultures of normal human prostate epithelial cells, IL-6
stimulates proliferation [20], which we confirmed here using RWPE-1
cell line as a model of non-transformed prostate epithelial cells
Proliferation of RWPE-1 cells in response to IL-6 was lower than in
response to EGF, correlating with the capabilities of these cytokines to
stimulate transient and sustained ERK1,/2 phosphorylation in sarved
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HAg. 4.1L-&-induced pERK 1/2 activation and proliferation mainly involves ADAM1Y. Celks were growth factor-deprived for 3h then stimulted with IL-6 { 10 rg/mi ) for indicated
times in the presence or not of {A) the general MMP inhibitor GME0DT, (B) the ADAM10/17 inhibitor GW20264%, (C) the ADAMID inhibitor G254023X or (D] the ADAM 17
inhibitor TAM-2 inhibitors were wsed at 10 pM final concen trations. (A)—( D) Elots were probed with anti-pERK1/2 antibody, then stripped and reprobed with anti- ERK1 antibody for
loading controds. (E) ERK1/2 phosphorylation levels were nomal ized relative to total ERK1,2 levels then used to calculate pERK1 /2 inhibdtion at 10min of IL-& simulation for eady
Inhibitor_ Results are given as mean + 5 E M. for 3indepe ndent expen ments. (F) Cells were cultivated for 5 days in 96-well plates in the presence of 1L-6 { 10 ng/mi) and | nhibitors as
indicated. Proliferation was measured with WST-1 reagent. Growth inhibition s expressed as the difference of DD, (450 nm) between untreated and inhibitor-t reated cul ture
relative to O.0L (450 nm) of untreated cultures. Results are given as mean +5E M. for 3 independent exper ments.
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cells, respectively. In contrast, IL-6 induces sustained ERK1/2
phosphorylation in vitro or in vivo in advanced prostate cancer cells
|34,43]. Therefore, IL-6 stimulation of prostate epithelial cells may
result in different outcomes under physiological or pathological
conditions. Transactivation of ErbB family receptors has been
implicated in both situations, yet distinct medchanisms have been
described. Indeed, we have reported here EGF-R transactivation by [L-
6 in non-transformed prostate epithelial cells whereas Qiu et al. have
previcusly shown that IL-6 could induce ErbB2 transactivation in
advanced prostate cancer ell lines [34]. It is thus possible that ErbB2
overexpression in prostate @ncer cells could be responsible for
sustained ERK1/2 activation in response to [L-6 |36,44].

Here, we have shown that the effects of IL-6 on proliferation and
ERK1/2 activation in RWPE-1 cells required kinase activity of EGF-R,
based on the effects of PD153035. The rapidity at which IL-6
stimulates ERK1/2 phosphorylation was not compatible with tran-
scriptional regulation of EGF-R ligand expression. Having also
excluded direct crosstalk between IL-6-R and EGF-R, we then focused
our study on possible impliation of EGF-R ligand shedding from the
cell surface following IL-6 stimulation of RWPE-1 cells. Experiments
with the general inhibitor of metalloproteases GM6001 confirmed our
hypothesis that IL-6 could induce the release of EGF-R ligands from
the cell surface, resultingin autcrine paracrine stimulaton of ERK1,2
activity and subsequent cell proliferation, In line with this finding, it
was recently shown in endothelial cells that [L-6 causes rapid cleavage
of the membrane-anchored pro-form of neuregulin-1 and subsequent
ERK12 activation through ErbB family members other than EGF-R
[45]. Nevertheless, to our knowledge, our study is the first to describe
metalloprotease-dependent EGF-R activation induced by IL-6 in non-
transformed epithelial cells,

Members of the ADAM Emily of membrane proteases are
responsible for transactivation of EGF-R by proteolytic cleavage of
pro-forms of receptor ligands [40). Depending on cell type, several
ADAM proteases share EGF-R ligands and vice versa, yet ADAM10 and
ADAMI17 are most often implicated in the cleavage of TGF-oe, HB-EGF
and amphiregulin [41,46]. Our experiments indicated that
GW2B0264X was as potent inhibitor of [L-6-induced ERK1/2 phos-
phorylation as GM6G001, pointing to possible role of ADAM10 and
ADAM17, However, the ADAM10 specific compound GI254023 had no
significant effect in our model, ruling out a role of ADAM10, and the
ADAMI17 inhibitor TAPI-2 had only a mild inhibitory effect on both IL-
6-induced proliferation and ERK1,2 phosphorylation. This suggested
that other metalloproteases might act together with ADAM17 upon
IL-6 stimulation. Consistent with this possibility, GW280264X also
target matrix me&lloproteases (A Ludwig, personal communication).

Transcriptome analysis of RWPE-1 cells indicated thar amphir-
egulin transcripts are much more abundant than those encoding TGF-
o or HB-EGF [47] Amphiregulin is a key factor in epithelial
development and may play a role in prostate e pithelium proliferation
[4849] However, although amphiregulin could stimulate EGF-R
signaling, anti-amphiregulin neutralizing antibody did not inhibit IL-
6-induced ERK1,2 phosphorylation in EWPE-1 cells ( data not shwon).
This indicated that either amphiregulin is not implicated in EGF-R
transactivation by IL-6 or additional EGF-R ligands are released in
response to [L-6. The latter possibility would be cnsistent with our
condusion that multiple metalloproteases might be adivared by IL-6
in RWPE-1 cells.

5. Conclusions

Our data show that IL-6 can stimulate proliferation in non-
transformed prostate epithelialcells through metalloprotease activation
and subsequent EGF-R transactivation, yet mechanisms underlying this
cross-talk remain to be detailed. Nevertheless, importance of IL-6 in
prostate epithelial homeostasis remains to be determined. Inflamma-
tory micaoenvironment may result in hyper plastic prostate epithelium,

which is now considered to be an early step in prostate cancer
progression [50]. Sharp increase in IL-6expression has been described in
hyperplastic prostate, correlating with strong ERK1/2 activation
|23,24,51). Therefore, EGF-R transactivation by IL-6 described here
may contribute to excessive epithelial cell proliferation in inflamma oy
prostate,
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3.1.3 Résultats supplémentaires

S 5 min 10min 30 min
EGF(10ng/m) - + + + + + +

PD153035(10 uM) - - + - + - +
PERK1/2 B

ERK1 »

Fig. M1-S1 : L’activité kinase de ’EGF-R est nécessaire a I'activation de la voie ERK1/2

Les cellules ont été sevrées pendant 2h30, puis mises en présence de I'inhibiteur de I'EGF-R PD153035 (10 uM) pendant 30
min, avant d’ajouter 'EGF a 10 ng/ml pour stimulation pendant les temps indiqués. Les membranes ont été marquées avec
des anticorps qui reconnaissent spécifiquement les formes phosphorylées d’ERK1/2 (pERK1/2). Aprés déshybridation, les
membranes ont été marquées par les anticorps spécifiques d’ERK 1 pour controle de charge.

Apres sevrage, les cellules RWPE-1 ont été stimulées par I'EGF en absence ou en présence de
I'inhibiteur PD153035, de I'activité kinase de I'EGF-R. Cet inhibiteur réduit drastiquement le niveau
d’activation d’ERK1/2, indiquant que I'activité kinase de 'EGF-R est nécessaire a I'activation de la
voie ERK1/2 en réponse a I'EGF. Ce résultat est a mettre en paralléle avec les données présentées
dans le manuscrit. D’une part la figure 1D montre qu’une inhibition de la voie ERK1/2 réduit la
prolifération des cellules aussi bien en réponse a 'EGF qu’en réponse a I'IL-6, indiquant un réle
crucial de cette voie dans la prolifération. Et d’autre part, la figure 2 montre que I’activité kinase de
I"'EGF-R est nécessaire a la prolifération et a I'activité d’ERK1/2 en réponse a I'lL-6. Ensemble, ces
résultats montrent que I'EGF-R et la voie ERK1/2 en aval sont nécessaires a la prolifération des

cellules RWPE-1 en réponse a I'EGF et a I'lL-6.
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S 5 min 10min 30 min

L6 (10ng/ml) - + + + + + +
JAK inhibitor | - -+ -+ - +
pStat3 » -_— - .

- S 5min  10min 30 min
Stat3 » -----‘.' EGF(10ngiml) - + + + + + +

JAK inhibitor | - i R R -

PERKIZE = e e i o PERK12 B :..m

ERK1 » 'mg" ERK1 » 2“"'2

Fig. MS1-S2 : La kinase JAK2 joue un rdle dans ’activation d’ERK1/2 en réponse a I'IL-6

Les cellules RWPE-1 ont été sevrées pendant 2h30, puis mises en présence de I'inhibiteur JAK inhibitor | (10 uM) pendant 30
min, avant d’ajouter I'lL-6 (a gauche) ou I'EGF (a droite) a 10 ng/ml pour stimulation pendant les temps indiqués. Les
membranes ont été marquées avec des anticorps qui reconnaissent spécifiquement les formes phosphorylées d’ERK1/2
(pERK1/2) et de Stat3 (pStat3). Aprés déshybridation, les membranes ont été marquées par les anticorps spécifiques d’ERK
1 et de Stat3 pour contréle de charge.

Les cellules RWPE-1 ont été sevrées (S), puis stimulées pendant différents temps par I'lL-6 ou I'EGF
(10 ng/ml) en absence ou en présence de JAK inhibitor I, qui bloque I'activité kinase de JAK2. En
réponse a I'EGF, JAK inhibitor | n’affecte pas le niveau d’activation d’ERK1/2, puisque cette voie ne
nécessite pas I'intervention de JAK2. Au contraire, en réponse a I'lL-6, I'inhibiteur réduit de maniere
drastique le niveau d’activation de Stat3, protéine cible de JAK2, prouvant son efficacité a inhiber
JAK2. Leffet de l'inhibiteur sur ERK1/2 est moindre, mais il est significatif aprés 10 min de

stimulation. Cela suggere que la kinase JAK2 joue un réle dans la transactivation de I'EGF-R par I'IL-6.
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S 5min 10min 30 min
EGF(10ngml) - + + + + + +

PP2(10uM) - - + - + - +

PERKIZE | SRS

Fig. MS1-S3 : L’inhibiteur de Src n’a pas d’effet sur 'activation d’ERK1/2 en réponse a 'EGF
Les cellules RWPE-1 ont été sevrées pendant 2h30, puis mises en présence de I'inhibiteur PP2 de I'activité kinase de Src (10

uM) pendant 30 min, avant d’ajouter 'EGF a 10 ng/ml pour stimulation pendant les temps indiqués. Les membranes ont été
marquées avec des anticorps qui reconnaissent spécifiquement les formes phosphorylées d’ERK1/2 (pERK1/2). Apres
déshybridation, les membranes ont été marquées par les anticorps spécifiques d’'ERK 1 pour contrble de charge.

Les cellules RWPE-1 ont été sevrées (S), puis stimulées pendant différents temps par 'EGF (10 ng/ml)
en absence ou en présence de PP2 qui est un inhibiteur des kinases de la famille Src (SFK).
L'inhibition de I'activité kinase de Src n’a pas d’effet sur le niveau d’activation d’ERK1/2 en réponse a
I'EGF. Cette figure est a mettre en relation avec la figure 3B du manuscrit. En effet, le PP2 réduit
significativement la phosphorylation d’ERK1/2 en réponse a I'lL-6. Indiquant un role spécifique des
SFK dans la transactivation de I'EGF-R par I'lL-6. De plus, la figure 3A du manuscrit montre que le
niveau de phosphorylation sur le résidu Tyr®*® de 'EGF-R, cible de Src est augmenté en réponse a

I’'EGF, mais pas a I'lL-6. Cela indique une action indirecte des SFK sur I'activation d’ERK1/2.
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RWPE-1 RWPE-2 RWPE-1 RWPE-2

EREE4 31.246 33.915 | ADAM2Z 13.752 12.764

EREBE4 18.471 | 13.851 | ADAMT 49,273 43.577

ERBB2 53.501 | 35.801 | ADAMT 13.455 10.717

“ EREB2 404,978 309.429 | ADAME 67.736 54.539
ﬁ ERBB3 46.293 43.324 | ADAMS 151.590 147.244
& eress 91.840 |  69.573 | ADAMS a4.274 312.335
o EGFR A400.580 | 479.981 | ADAMIO 38.317 93.315
o= EGFR 294747 |  366.946 | ADAM10 18.701 64.232
EGER 83.507 69.153 I ADAMIL 148.031 121.0601

EGFR 111.203 88.111 RO i Lo

EGFR 275.615 373.121 I EAETRE T R
ADAMI2 20.040 16.683

A;T 6:_??"?;? 1;323:3 | ADAMI2 31.780 29.205

EREG 80.382 172.833 | ADAMI5 GG i bl

NRG1 24.272 29.267 | ADAMILT 45.714 70.383

NRG1 31358 |  54.858 | ADAM17 S, S =i

@ NRG1 99.585 | 107.800 | ADAMISE 26.695 24,000
5 NRG1 14.492 | 15.273 | ADAM13 90.943 128.751
2| nrel 145470 |  108.686 I B —
NRG1 28.736 | 37.192 ADAM20 55-356 43'240

MNRG2 23.718 I 21.578 ADAM?21 29 602 28.568

TGFA 124.912 | 109.774 | ADAM22 10.765 10.657

TGFA 286.697 413.636 P | ADAM22 16.455 16.880

TGFA 178.815 | 167.145 E ADAM22 96.697 82.792

@ ADAM22 76.020 71.677

E | ADAM22 B68.579 72.298

E‘ | ADAM23 91.253 b8.759

= | ADAM2ZE 21.730 17.067

B ADAM2E 11.448 11.646

= ADAMZE 191.661 165.845

| ADAM29 43,194 39.262

Fig. M1-S4 : Profil d’expression des récepteurs de la | ADAM30 100.782 94.353
famille EGF-R, et de ses ligands, ainsi que les métallo- ADAM3A 11.448 10.438
protéinases dans les cellules RWPE-1 et RWPE-2. | ADAM3A 13.577 13.253

ADAM3B 11.010 B8.923

Ces tableaux ont été générés a partir des données de | ADAMSP 41.339 32.383
transcriptome concernant les lignées cellulaires | ADAMSP 14.397 14.044
RWPE-1 et RWPE-2, disponibles sur le site ADAMDEC1 12.875 13.344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc= ADAMTS1 77.762 81.534
GSM201762 Les transcrits présents en plusieurs | ADAMTS12 126.076 120.025
exemplaires ont été obtenus a l'aide de plusieurs | ADAMTS2 62.226 63.328
oligonucléotides différents. Les résultats sont indiqués ADAMTS2 37.799 31.309
en unités arbitraires. | ‘1?]‘1“:‘—;?’52: :_(2};32 1(1}2;:
| ADAMTSS 16.239 16.504

ADAMTSE 33.834 32.347

ADAMTST BB.867 B80.138

ADAMTST B80.426 74.313

| ADAMTSE 22.760 21.334

| ADAMTSE 34.120 28.491

| ADAMTSLZ 37.086 27.355

| ADAMTSL3 12,143 12,151

| ADAMTSLA | 124.939 92.290
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Il s’agit d’'un tableau récapitulatif construit a partir des données de transcriptome disponibles sur le
site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM201762. Ces données concernent les

transcrits de la lignée RWPE-1, ainsi que celles de son dérivé tumoral : la lignée RWPE-2.
Les puces a ADN ont permis de quantifier I'expression :

v" des quatre récepteurs de la famille de I'EGF-R,
v' des différents ligands de 'EGF-R

v des métallo-protéinases impliquées dans le clivage d’un pro-ligand de 'EGF-R.

Ces données de transcriptome nous ont permis de savoir que I'EGF-R est le plus exprimé des
récepteurs de la famille ERBB dans les cellules RWPE-1. Au niveau des ligands, c’est I'amphiréguline
(AREG) et le TGF-a (TGFA) qui sont les plus représentés. Pour les métallo-protéinases, il y a beaucoup

d’information, et ce qu’il faut retenir, c’est qu’elles sont toutes exprimées dans les cellules RWPE-1.
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A B
S Smin 10min _30 min S 5min. 10min _30 min
EGF (10ng/ml) -  + + + + + + EGF(10ng/ml) - + + + + + +
GM6001 (10pM) - - + - + -+ GwW280264X (10puM)- - + - + - +

PERK12 B _———==== PERKIZ B | s =
ERKT »  SESPa e - ERKT » SR w—p—

c D
S 5min. 10min 30 min : : .
S 5min. 10min 30 min
EOF(0ngid) = # & £ % ¥ % EGF (10ng/ml) - + + + + + +
G1254023X (10 pM) - - + - + - +

TAPI-2 (10 M)
pERK1/2 B m

-+ -+ -+

PERKI2 B o S S e S

> W e ERK S ——

Fig. M1-S5 : Les inhibiteurs des métallo-protéinases n’ont pas d’effet sur la signalisation d’ERK1/2 en réponse a ’EGF.

Les cellules RWPE-1 ont été sevrées en facteurs de croissance pendant 2h30, puis mises en présence des différents
inhibiteurs (10 uM) : I'inhibiteur général des métallo-protéinases GM6001 (A), I'inhibiteur d’ADAM10 et 17 GW280264X (B),
I'inhibiteur spécifique d’ADAM10 GI254023X (C) ou I'inhibiteur spécifique d’ADAM17 TAPI-2 (D). Les cellules ont ensuite été
stimulées par 'EGF a 10 ng/ml, pendant les temps indiqués. Les membranes ont été marquées avec des anticorps qui
reconnaissent spécifiquement les formes phosphorylées d’ERK1/2 (pERK1/2). Aprés déshybridation, les membranes ont été
marquées par I'anticorps spécifique d’ERK 1 pour contrdle de charge.

Les cellules RWPE-1 ont été sevrées (S), puis stimulées pendant différents temps par I'EGF (10 ng/ml)
en absence ou en présence de différents inhibiteurs de métallo-protéinases. Aucun de ces inhibiteurs
n‘influence I'activité de la voie ERK1/2 en réponse a I'EGF. Ces résultats sont a mettre en relation
avec ceux de la figure 4 du manuscrit, et ils soulignent la spécificité de I'inhibition observée en
réponse a I'lL-6. Ensemble, ces données indiquent I'implication des métallo-protéinases ADAM10 et

ADAM17 dans le mécanisme de transactivation de 'EGF-R en réponse a I'IL-6.
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A Amphiréguline (10 ng/ml)
S 5 10 30° 1h 4h 24h

PERKIZ B | i e =

B S 5min_ 10min _30min
IL-6 (10 ng/ml) - + + + + o+ +
Ac neutralisant (10 pg/ml) - S S - +

PERKIZ B SREm

w1 - Seeee R

Fig. M1-S6 : L’amphiréguline ne semble pas étre le pro-ligand de 'EGF-R clivé en réponse a I'IL-6.

(A) Les cellules RWPE-1 ont été sevrées en facteurs de croissance pendant 3 h, avant d’étre stimulées par 'amphiréguline a
10 ng/ml, pendant les temps indiqués. (B) les cellules ont été sevrées pendant 2h30, puis mises en présence de I'anticorps
neutralisant a 10 pg/ml pendant 30 min avant d’ajouter I'lL-6 pour stimulation pendant les temps indiqués.

Dans les deux cas, les membranes ont été marquées avec des anticorps qui reconnaissent spécifiquement les formes
phosphorylées d’ERK1/2 (pERK1/2). Aprés déshybridation, les membranes ont été marquées par I'anticorps anti-ERK 1 pour
contréle de charge.

A : Aprés sevrage, 'amphiréguline stimule I'activation de la voie ERK1/2 dans les cellules RWPE-1. La
cinétique d’activation d’ERK1/2 en réponse a l'amphiréguline est transitoire. La durée de
phosphorylation d’ERK1/2 est intermédiaire entre la cinétique d’activation par I'EGF qui est
persistante jusqu’a 24h, et la cinétique d’activation par I'lL-6 qui est transitoire, puisqu’elle ne dure

pas au-dela de 10 min.

B : L'utilisation d’un anticorps neutralisant I'action de I'amphiréguline sur son récepteur n’a aucun
effet sur I'activation de la voie ERK1/2 en réponse a I'lL-6. Cela suggére que I"amphiréguline ne soit

pas le pro-ligand clivé par les ADAM en réponse a une stimulation par I'lL-6.
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3.2 Article 2

3.2.1 Résumé

Les androgenes sont essentiels au développement de la prostate. lls favorisent la survie, la
différenciation et la prolifération des cellules épithéliales et stimulent la production de cytokines par
le stroma, en direction de I'épithélium. Le récepteur aux androgénes (RA) est doué de deux modes de
signalisation : la signalisation génomique, qui permet I'expression de ses génes cibles impliqués dans
la différenciation; et la signalisation non génomique, décrite dans un contexte tumoral, et qui
permet au RA d’activer des molécules de signalisation comme la PI3K ou Src, favorisant la survie et la

prolifération.

Afin de mieux comprendre ces interactions et leur mode de régulation, nous avons choisi de
travailler sur un modele de cellules normales: la lignée RWPE-1 dérivée de la couche basale de
I’épithélium de la prostate humaine normale. Comme la voie de I'EGF est indispensable a la
prolifération de cette lignée, nous avons cherché a savoir si les voies du RA et du récepteur a I'EGF

(EGF-R) interagissent de maniére fonctionnelle dans les cellules épithéliales normales.

Une inhibition du RA par le flutamide réduit la prolifération des cellules RWPE-1 en réponse a I'EGF,
(voir figure 1). Etant donné que la prolifération dépendante de I'EGF nécessite I'activation de la voie

ERK1/2, nous avons cherché a savoir si une inhibition du RA altérait 'activité de la voie ERK1/2.

Le flutamide et le bicalutamide, qui sont tous deux des inhibiteurs non-stéroidiens, réduisent
effectivement le niveau de phosphorylation d’ERK1/2 en réponse a I'EGF. Au contraire, le
Cyprotérone Acetate, inhibiteur stéroidien, n’affecte pas du tout la voie ERK1/2 (voir figure 2). La
diversité des effets observés peut étre liée au mode d’action des inhibiteurs et a la localisation qu’ils
imposent au RA. Le flutamide et le bicalutamide induisent en effet une translocation du RA vers le

noyau, alors que le CPA I'adresse plutot a la membrane plasmique.

La réduction significative de I'activité de la voie ERK1/2 par les inhibiteurs du RA suggére une
interaction fonctionnelle entre les deux voies. Cela nous a incités a rechercher une interaction
moléculaire entre les acteurs des deux voies. A I'aide d’'un clone RWPE-1-AR2-2 surexprimant le RA,
et en menant parallelement des approches d'immunoprécipitation et de capture par GST, nous avons
pu montrer pour la premiére fois une association entre le RA et la kinase Raf-1 activatrice de la voie

ERK1/2 dans les cellules épithéliales de prostate normale.

Finalement, la mise en évidence d’une interaction fonctionnelle entre le RA et la voie de I'EGF-R,
nous a permis de dévoiler une interaction moléculaire entre le RA et la kinase Raf-1 en amont de la
voie ERK1/2. Le rble de cette interaction reste a définir, mais il semblerait que la localisation du

récepteur aux androgenes ait un role a jouer dans ce contexte.

Ce manuscrit a été soumis a John T. Isaacs, éditeur en chef du journal « The Prostate », le 15.11.10.
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ABSTRACT

BACKGROUND. Androgen receptor (AR) action as hormone-dependent transcription factor
is essential to development and function of normal prostate epithelial cells. AR is also deeply
implicated in prostate cancer progression. Moreover, AR can evoke non-genomic signaling
pathways in cancer cells through binding to various cytoplasm signal transducers. In that way,
AR signaling can interact with EGF-R signaling in prostate cancer.

METHODS. We asked whether crosstalk between AR and EGF-R signaling pathways occurs
in normal epithelial progenitor cells that might be cell of origin in prostate cancer. The
RWPE-1 cell line was used here as a model of non-transformed prostate epithelial progenitor
cells. Various anti-androgens were tested for their effects on EGF-dependent cell proliferation
(WST-1 reagent) and ERK1/2 activation (western blotting). Next, AR association with
signaling molecules was assessed by immunoprecipitation and GST pull-down experiments.
RESULTS. EGF-dependent RWPE-1 cell proliferation could be inhibited by non-steroidal
anti-androgens. This effect is mediated through rapid and strong inhibition of ERK1/2
phosphorylation, suggesting non-genomic AR effects on ERK1/2 activation pathway. Next
we showed by immunoprecipitation experiments that AR can associate with the
serine/threonine kinase Raf-1, a critical regulator of ERK1/2 activation. This association was
confirmed by GST pull down experiments, yet we could not map protein domains specifically
implicated in AR association with Raf-1, which suggests several modes of interaction.
CONCLUSION. We show for the first time AR association with Raf-1. Experiments with
anti-androgen provide evidence that this interaction may be important for ERK1/2 activation
and subsequent epithelial cell proliferation.
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INTRODUCTION

Androgens are key regulators of prostate development that promote cell survival, proliferation
or differentiation of the various epithelial cell types. They can also stimulate production by
stroma cells of cytokines that act in a paracrine mode on epithelium (1). The androgen
receptor (AR) is a member of the steroid hormone receptor family of nuclear receptors and
plays essential roles in coordinating gene expression in male reproductive tissues. Unliganded
AR is inactive and retained in the cytoplasm within a complex that contains heat shock
proteins (Hsp), in particular Hsp90 and Hsp70. Androgen binding results in AR
conformational change and dissociation from Hsp complexes. Subsequently, AR is
translocated to the nucleus where it interacts with androgen response elements to induce its
target genes (2,3).

AR can also mediate a non-genomic signaling, which does not require nuclear translocation
nor DNA binding (3-5). Thus, androgens can activate phosphatidylinositol 3-OH kinase (PI3-
K) signaling in transcription-independent fashion, which is associated with direct interaction
between AR and the p85 regulatory subunit of PI3-K (6). Similarly, androgens trigger AR
association with Sre, rapidly stimulating Src kinase activity and ERK activation (7).
Interestingly, these non-genomic pathways can be abolished by anti-androgens (6,7).

AR plays a key role in prostate cancer progression, stimulating proliferation and survival of
tumor cells. Therefore, androgen ablation is a standard treatment for advanced prostate
cancer, but tumors often progress into the so-called androgen-independent state. Various
mechanisms have been implicated in the escape from androgen ablation therapy, among
which AR phosphorylation by upregulated signaling pathways, leading to “outlaw™ AR
activation (8-11). Therefore, this mechanism renders AR hypersensitive to low levels of
androgens and even enables AR to function in ligand-independent manner.

Recent studies have thus unveiled several ways how AR crosstalks with various signaling
cascades at all steps during progression of prostate cancer, in particular with EGFFEGFR
signaling (12). Further characterization of the complex molecular interactions between these
signaling pathways in normal epithelial cells should help identify what regulatory
mechanisms might be altered during prostate carcinogenesis. However, the nature of prostate
cancer-initiating cells is still a matter of debate (13,14). Recently, ON Witte and his
collaborators have shown that basal epithelium progenitor/stem cells from mouse and human
prostate are capable to initiate prostate carcinomas following various genetic alterations

(15,16). Here, we asked if AR and EGF-R signaling pathways could functionally interact in
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normal prostate basal epithelial cells by using the immortalized human prostate cell line
RWPE-1 (17). RWPE-1 cells express progenitor cell markers, differentiate into luminal cells
in response to androgens and do not form tumors when injected into nude mice (18-20).
Optimal RWPE-1 cell proliferation requires EGF in the culture medium and strictly depends
on ERK1/2 activation (17,21). Although its expression is barely detectable in basal epithelial
cells, AR plays an essential role in the maintainance of prostatic epithelium progenitor cells
(22). Similarly, RWPE-1 cells express low levels of AR, and siRNA-mediated silencing of
AR expression results in apoptotic death in RW PE-1 cells (23). In order to unveil possible
interactions between EGF-R and AR signaling pathways in RWPE-1 cells, we first asked if
AR inhibitors could alter RWPE-1 cell responsiveness to EGF, which finally led us to show
for the first time an association between AR and Rat-1, the kinase initiating the ERK1/2

activation cascade.

MATERIALS AND METHODS

Reagents
EGF used for cell signaling studies (Peprotech) was dissolved to a concentration of 10 mg/ml
in Keratinocyte-Serum Free Medium (K-SFM, Invitrogen) and stored in aliquots at -207 C.
WST-1 cell proliferation reagent was obtained from Roche Diagnostics. Stock solutions of
flutamide (Sigma-Aldrich) and bicalutamide or cyproterone acetate (LKT Laboratories) were
prepared in ethanol and acetone, respectively.

Cell culture and proliferation assays
RWPE-1 cell line (17) and clone AR2.2, a derivative of RWPE-1 cells overexpressing AR
(24), were respectively provided by Dr. N. Allioli and Dr. V. Vlaeminck-Guilhem, from the
Institute of Functional Genomics, Lyon, France. Both cell lines were maintained in K-SFM
supplemented with 5 ng/ml EGF and 50 ng/ml bovine pituitary extract (complete K-SFM,
Invitrogen). Dose-response tests of flutamide were performed in miniaturised proliferation
assay as follows: 5000 cells were seeded in 96-well culture plates in complete K-SFM (200 pl
per well). After 5 days of culture, WST-1 reagent was added into each well for a 4-hour
incubation at 37° C according to manufacturer’s instructions and optical density at 450 nm
was measured using a Victor X5 plate reader (Perkin-Elmer). All cultures were performed in a
humidified incubator at 377 in an atmosphere of 5% CO,. Alternately, direct cell counting was
performed in a hemocytometer after staining with trypan blue.
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Cell stimulation and signaling studies
For EGF stimulation experiments, cells were washed free of growth factors then incubated in
K-SFM. After 3 hours of starvation, medium was replaced by fresh K-SFM supplemented by
EGF (10 ng/ml) and AR inhibitor as specified. For other inhibitor tests, cells were grown at
70-80% confluence in complete K-5FM, then culture medium was replaced by fresh culture
medium 30 min before inhibitor addition. Control cultures were performed in the presence of
inhibitor diluents at final concentrations (0.1%) equal to those in corresponding experimental
points. Other conditions are specified in the text. To stop incubations, medium was removed

and changed with cold PBS supplemented by 1 mM Na;V Oy (Sigma-Aldrich).

Cell lysis and immunoprecipitation
Cells were removed from culture surface by using a cell scrapper, centrifuged and lysed in
cold radio immunoprecipitation assay buffer (1% deoxycholic acid, 1% Triton X-100, 0.1%
SDS, 50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH 7.4) containing protease inhibitor
cocktail (Roche Applied Science) and 2 mM Na:VOy. Insoluble material was removed by
centrifugation, and protein concentration was determined (Protein Assay solution, Bio-Rad).
Equalized cell lysates (400 pg) were incubated with antibodies, according to manufacturers’
instructions, and protein G-Sepharose beads (40 pl of 50% suspension, GE Healthcare) for
ovemnight incubation at 4°C with gentle rotation. Immune complexes were washed 3 times in
lysis buffer, and bound proteins eluted by boiling for 5 min in Laemmli sample buffer.
Immunoprecipitating antibodies were: anti-AR (2 pg; sc-7305, Santa Cruz) and anti-Raf-1 (8
ug; #10151, BD Transduction Laboratories). Normal mouse IgG (10 pg, Santa Cruz) were

used for control immunoprecipitations.

GST fusion proteins and pull-down assays

pGEX plasmids encoding full length or domains of AR fused to GST (6) were provided by C.
Beaudoin and L. Morel (Laboratory of Genetics, Reproduction and Development, University
of Clermont-Ferrand, France). Plasmids containing full length or domains of Raf-1 were PCR
amplified from pcDNA3/HA1-c-Raf-1 plasmid (A. Eychéne, Curie Institute, Orsay, France),
with primers containing Sma-1 restriction sites (underlined nucleotides in primer sequences,
see below), then inserted into the unique Sma-1 site of pGEX-3X expression vector (GE
Healthcare). Full-length (FL) human Raf-1 cDNA was amplified with FL-forward primer: 5°-
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GAGAGACCCGGGATGGAGCACATACAGGGAGC-3", and FL-reverse primer: 5'-
GAGAGACCCGGGGAAGACAGGCAGCCTCGG-3"; N-ter fragment with FL-forward
primer and CR |-reverse primer: 5'-
GAGAGACCCGGGGTTACTCCAGTCCACACACATAGT-3"; mid-fragment with the
CR2-forward primer: 5"-GAGAGACCCGGGTGTGTGGACTGGAGTAACATCAG-3"and
CR2-reverse primer: 5'-GAGAGACCCGGGCTTCACTGGCTTCTATTTCCCA-3"; and C-
ter fragment with CR3-forward primer: 5'-
GAGAGACCCGGGGCCAGTGAAGTGATGCTGTCC-3" and FL-reverse primer. The
production and purification of GST proteins on Gluthiatone-Sepharose beads (GE Healthcare)
were performed as previously described (6). Amounts of bound GST-fusion proteins were
equalized after SDS-PAGE, staining with Coomassie Blue and band quantification with
Quantity One software (Biorad). For pull-down experiments, cell lysates (400 pg) were
incubated overnight at 4° C with GST-fusion proteins with gentle rotation. Then, beads were
washed 3 times in affinity buffer and bound proteins eluted by boiling for 5 min in Laemmli

sample buffer.

Immunoblotting
Proteins from equalized cell lysates or precipitated materials were separated on a SDS-
polyacrylamide gel, transferred to nitrocellulose membrane, and blotted with specific primary
antibodies against phospho-ERK (sc-7383, Santa Cruz), ERK1 (sc-93, Santa Cruz), AR
(PG21, Upstate), Raf-1 (sc-227, Santa Cruz), p85 (#610045, BD Transduction Laboratories)
or ¢c-Src (anti-SRC-2, sc-18, Santa Cruz). Antibody binding was visualized using HRP-
conjugated secondary antibodies (Sigma-Aldrich) and ECL* reagent (GE Healthcare).

Statistical analysis
Statistical significance was determined by Student’s t-test (paired-data analysis). P values <
0.05 were considered as statistically significant.

RESULTS

Flutamide inhibits EGF-dependent proliferation
Flutamide, a pure non-steroidal anti-androgen that can inhibit AR binding of androgen at high
concentrations (25), was used to test implication of AR in EGF-dependent proliferation of
RWPE-1 cells. For that purpose, RWPE-1 cells were cultured in 96-well plates in complete
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K-S5FM medium for 5 days in the presence of increasing concentrations of flutamide, then
viable cell amounts were quantified by colorimetry using WST-1 reagent. Optical density
(OD) values were significantly decreased by flutamide in a dose-dependent manner, with
strong cytotoxic effects at highest concentrations (Fig. 1A). To confirm inhibitory effects of
flutamide, cells were cultivated for 3, 5 or 7 days in culture flasks in the presence or not of 5
pg/ml flutamide, which cansed half-maximal inhibition in WST-1 assay. Experiments clearly
confirmed inhibitory effects of flutamide on RWPE-1 cell proliferation (Fig. 1B, left panel),
suggesting that androgen receptor is implicated in EGF-dependent proliferation of RWPE-1
cells. The effects of flutamide were observed in cultures without added androgens, but it was
reported that BPE used as a supplement in K-SFM medium, might be a source of steroid
hormones (26,27). Therefore, flutamide effects on RWPE-1 cell proliferation were tested in
parallel in cultures performed in K-SFM supplemented only with EGF, ie. in androgen-free
and chemically defined medium. Under these conditions, growth rate was lower than in
complete culture medium (Fig. 1B, right panel), confirming that BPE provides factors
favoring cell proliferation and survival (26). Interestingly, flutamide still exerted significant
inhibitory effects on cell production although the magnitude of these effects was smaller than
in BPE-supplemented cultures (Fig. 1B). Therefore, androgen receptor might control EGF-
dependent proliferation in the absence of its ligand.

Androgen receptor inhibition rapidly blocks ERK1/2 phosphorylation
We have previously shown that EGF stimulation of RWPE-1 cell proliferation depends on
ERK-1/2 activation (21). Consequently, we first asked if flutamide effects on RWPE-1 cell
proliferation might be mediated through alterations in pathways leading to ERK1/2 activation.
For that, exponentially growing RWPE-1 cells were starved of EGF and BPE for 3 hours, then
stimulated with 10 ng/ml EGF for various times in the presence or the absence of 25 pg/ml
flutamide. This concentration was determined as optimal in preliminary experiments that also
confirmed the absence of increased cell death 24 h after flutamide addition (not shown).
Western blotting analysis of cell lysates showed that EGF stimulated long-term ERK-1/2
phosphorylation irrespective of the presence of flutamide, but flutamide addition resulted in
decreased levels of ERK 1/2 phosphorylation throughout the duration of EGF stimulation (Fig.
2A). Androgen receptor functions as a transcriptional regulator, but it can also act more
rapidly through non-genomic pathways (4). Results in Figure 2A show flutamide effects as
soon as 30 min after the beginning of cell stimulation, which is compatible with both modes

of action. Non-genomic control of ERK1/2 activation by androgen receptor would imply that
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the effects of flutamide could be observed within minutes after its addition to cultures. In
order to test this possibility, cell protocol was modified in several ways. First, flutamide was
introduced in standard RWPE-1 cell cultures rather than in cultures re-stimulated by EGF
after growth factor starvation. The rationale in doing so was to test flutamide effects without
interference with the kinetics of EGF stimulation. Second, flutamide was added to cultures for
times ranging from 5 min to 24 h. Figure 2B shows that ERK1/2 phosphorylation was
strongly decreased as soon as 5 min after flutamide addition and was partly restored after 4 h.
Two other AR inhibitors were tested following the same protocol: bicalutamide, that, like
flutamide, induces rapid and reversible AR translocation to the nucleus and cyproterone
acetate, that causes non reversible AR sequestration in the cytoplasm (28). Interestingly,
bicalutamide had similar effect to that of flutamide whereas cyproterone acetate did not alter
ERK1/2 phosphorylation, suggesting that inhibitory effects of anti-androgens on ERK1/2
activation are linked to their ability to modulate subcellular AR localization (Fig. 2B).
Collectively, data indicate that unbound androgen receptor control ERK 1/2 activation

downstream of EGF receptor through non-genomic mechanisms.

Androgen receptor association with Raf-1
The inhibitory effects of flutamide (or bicalutamide) on ERK1/2 phosphorylation could
implicate either positive or negative regulators of the ERK pathway. Since flutamide or
bicalutamide induce androgen receptor translocation to the nucleus (28), we reasoned that
positive ERK1/2 regulators might associate with androgen receptor and become mislocalized
following inhibitor addition. Therefore, we first sought for possible association between AR
and the kinase Raf-1 that acts upstream of the MAP kinase cascade leading to ERK1/2
activation (29). Since AR protein is not detectable in RWPE-1 cells, we used AR2.2 cells, a
clone of RWPE-1 cells overexpressing AR, for immunoprecipitation studies (24). Similar to
RWPE-1 cells, proliferation of AR2.2 cells depends on EGF and is inhibited by flutamide
(Fig. 51). Moreover, flutamide rapidly and strongly inhibits ERK1/2 activation in AR2.2 cells
(Fig. §2). AR2.2 cells were grown in standard culture medium to 70-80% confluence then cell
lysates were subjected to immunoprecipitation with antibodies specific to androgen receptor
or Raf-1. Figure 3A shows that anti-AR antibody efficiently precipitated AR and also
significant amounts of Raf-1, as compared to control IgG immunoprecipitation. Reciprocally,
anti-Raf-1 antibodies could co-immunoprecipitate AR. Thus, immunoprecipitation
experiments demonstrated in vivo association of Raf-1 and AR in non-transformed prostate

epithelial cells. Next, GST pull-down experiments were performed to confirm this association
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using GST-fusion proteins containing full-length (FL) or various fragments of AR and Raf-1
(Fig. 3B and 3C, upper panels). First, full length GST-Raf-1 and GST-AR could pull down
endogenous AR and Raf-1 from RWPE-1 cell lysates, respectively (Fig. 3B and 3C, lower
panel, lanes FL). Moreover, GST-AR could pull-down Raf-1 with similar efficacy as Src or
the p85 subunit of PI3-kinase, already known to be AR partners (6,7). Finally, N-ter
fragments of AR or Raf-1 were as efficient as FL proteins in pull down experiments, but
significant binding was also observed with other fragments (Fig. 3B and 3C, lower panels,
lanes N-ter, mid and C-ter). In conclusion, we have shown for the first time association of AR
with Raf-1 kinase. Furthermore, GST pull down studies with AR or Raf-1 fragments
suggested multiple modes of interaction.

DISCUSSION

RWPE-1 cells express AR at the transcript level, but AR protein is not detectable although
cells are able to differentiate into luminal-type cells in response to androgens (18-20). Here,
we observed that non-steroidal pure anti-androgens (flutamide and bicalutamide) significantly
decreased RWPE-1 cell proliferation in a chemically defined medium, i.e. in the absence of
any steroid hormone. Thus, AR can stimulate cell proliferation in the absence of its ligand and
trigger differentiation in the presence of androgens in RWPE-1 cells. In normal human
prostate epithelium, the transient amplifying (TA) progenitor cells express AR mRNA and
AR protein can only be detected in the presence of proteasome inhibitors. Androgen treatment
upregulates AR expression and promotes terminal differentiation in TA cells, which is
inhibited by anti-androgens (22). In contrast, TA cell proliferation appears to be androgen-
independent (22,30). Therefore, in light of our findings with RWPE-1 cells, it would be
interesting to assess the effects of AR inhibition on TA cell proliferation to learn if unliganded
AR might play a role in normal prostate epithelium.

ERK 1/2 phosphorylation is essential to proliferation of RWPE-1 cells in response to EGF
(21). We have shown here that ERK1/2 phosphorylation was strongly decreased within 5 min
of addition of flutamide or bicalutamide to culture medium, which is consistent with non-
genomic AR signaling. Accordingly, further experiments showed association between AR and
Raf-1, opening the question of whether inhibition of ERK1/2 phosphorylation by these anti-
androgens might be mediated through alteration of Raf-1 function. Indeed, Raf-1 is critically
involved in linking activated growth factor receptors to the ERK /2 activation cascade at the
cell membrane (31). Flutamide and bicalutamide induce AR translocation from cytoplasm to
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nucleus where it reversibly associates to nuclear matrix components (28). Thus, complexes of
Raf-1 and AR would be targeted to the nucleus by anti-androgens, preventing Raf-1 to
activate the MEK/ERK cascade at the cell membrane. In contrast, cyproterone acetate was
shown to induce AR association with membranes and sequestration in the cytoplasm (28),
which is consistent with its absence of effects on ERK1/2 phosphorylation in RWPE-1 cells.
Therefore, AR could modulate ERK 1/2 activation downstream of EGF receptor through its

association with Raf-1.

CONCLUSION

Here we demonstrate for the first time AR association with Raf-1 by co-immunoprecipitation
and GST-pull down experiments. However, using various fragments fused to GST did not
enable us to identify specific domains mediating interaction between these two proteins. Thus,
several modes of interaction are likely involved in AR association with Raf-1, which is
corroborated by the literature. Thus, both proteins can be found in Hsp-containing complexes
(2,32,33). Preliminary experiments showed meaningful association of Hsp70, not Hsp90, with
AR and Raf-1 (data not shown). Interestingly, both AR and Raf-1 interact with Bagl, a
partner protein for Hsp70 (34) that also modulates their activity (35,36). Similar to
glucocorticoid receptor, another member of the nuclear receptor superfamily, AR could
interact with Raf-1 via 14-3-3 protein since 14-3-3 proteins can interact with AR and increase
its transcriptional activity, even in the absence of androgens (37-39). Finally, GST pull down
data also raise the possibility of both indirect and direct interactions between AR and Raf-1.
In conclusion, we describe here a novel interaction between AR and Raf-1, a critical regulator
of ERK1/2 activation. Studies with anti-androgens strongly suggest that this interaction is
positively implicated in ERK1/2 activation downstream of EGF-R, thereby regulating
pmliferation in RWPE-1 cells, a well-recognized model of normal prostate epithelial
progenitor cells. Moreover, AR modulation of ERK 1/2 activation occurs in the absence of
androgen. This mechanism may be of clinical importance for androgen-independent state of

prostate cancer.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Inhibition of RWPE-1 cell proliferation by flutamide. (A) RWPE-1 cells were
cultivated for 5 days in 96-well plates in the presence of various concentrations of flutamide
and proliferation was measured with WST-1 reagent as described in Materials and methods.
0.D. (450 nm): optical density measured at 450 nm. (B) Cells were cultivated in culture flasks
in the presence of flutamide or not for indicated times. Proliferation data are given as total cell

numbers + standard error of mean in 9 independent experiments.

Fig. 2. Inhibition of ERK1/2 phosphorylation by non-steroidal anti-androgens. (A) Cells were
EGF- and BPE-deprived for 3 h then stimulated with EGF in the presence of flutamide or not
for indicated times. Blots were probed with antibodies that specifically recognize
phosphorylated forms of ERK1/2 (pERK1/2). Membranes were stripped and reprobed with
anti-ERK 1 antibody for loading controls. (B) Cells were cultivated in complete culture
medium and anti-androgens were added for incubation times as indicated. Western blotting

was performed as in (A).

Fig. 3. AR associates with Raf-1. (A) AR2.2 cells were grown in complete culture medium
and harvested from subconfluent cultures. Whole cell lysates (WCL) were subjected to
immunoprecipitation with specified antibodies then precipitated material was probed for AR
or Raf-1 by western blotting.. (B) Lysates from RWPE-1 cells grown in complete culture
medium were used for in vitro pull down of AR with GST fused to full-length Raf-1 protein
(FL) or fragments as specified in upper panel. (C) The same for in vitro pull down of Raf-
Iwith GST fused to full-length AR protein (FL) or fragments as specified in upper panel. Pull
down of p85 and Src were performed with GST fused to full length AR for positive controls.
(A-C) Data shown here have reproduced at least 3 times in independent experiments. WCL
lane corresponds to 1:10 of input material.
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Legends to supplementary figures

Fig. S1. Response to EGF and flutamide of different clones derived from RWPE-1 cell lines.
Briefly, RWPE-1 cells were infected with lentiviral AR expression vector (AR+) or
corresponding control vector (AR-). Stable clones were obtained after GFP- cell sorting
[Altintas et al. (2010) Cell cycle regulated expression of NCoR might control cycle
expression of androgen responsive genes in an immortalized prostate cell line, Mol Cell
Endocrinol, in press]. RWPE-1 cells and derivatives were cultivated for 5 days in 96-well
plates in the presence of various concentrations of flutamide (Flu) and proliferation was
measured with WST-1 reagent as described in Materials and methods. O.D. (450 nm}): optical
density measured at 450 nm. (A) Cells were tested for proliferative response to EGF in the
presence (right) or absence (left) of BPE. (B) Cells were treated or not with flutamide in the
presence (right) or absence (left) of BPE.

Fig. S2. Inhibition of ERK1/2 phosphorylation by flutamide in AR2.2 cells. Cells were
cultivated in complete K-SFM and flutamide was added for incubation times as indicated.
Blots were probed with antibodies that specifically recognize phosphorylated forms of
ERK1/2 (pERK1/2). Membranes were stripped and reprobed with anti-ERK1 antibody for

loading controls. Results are representative of 3 independent experiments.
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3.2.3 Résultats supplémentaires

Fig.M2- S1. Response to EGF and flutamide of different clones derived from RWPE-1 cell lines.

L’étude de la réponse proliférative des clones pWR (AR) et AR (AR+) a montré que I'EGF induit une
croissance équivalente entre les différents clones et la lignée d’origine (A). La présence de BPE n’a
pas d’'impact sur la réponse proliférative des clones AR+, par rapport aux clones AR (A, a droite). Une

inhibition du récepteur aux androgénes par le flutamide réduit la réponse proliférative des cellules a
I’EGF, avec une amplitude plus marquée pour le clone AR2-2 en absence de BPE (B, a gauche). L'effet
du flutamide sur la baisse de prolifération est plus significatif en présence de BPE (B, a droite).
Finalement tous les clones ont le méme comportement en réponse a I'EGF et au flutamide que la

lignée d’origine.

Fig. M2-S2. Inhibition of ERK1/2 phosphorylation by flutamide in AR2-2 cells.

. . - + n N
D’apres la figure précédente, les clones AR se comportent de la méme maniere que les cellules

RWPE-1 en termes de réponse proliférative. Afin de savoir si les effets observés sur la prolifération
sont corrélés a I'activité d’ERK1/2, le méme protocole que la figure 2B a été appliqué aux cellules
RWPE-1-AR2-2. Dans ce clone, comme dans la lignée d’origine, le flutamide réduit le niveau d’activité
de la voie ERK1/2. Les bandes visibles sur 'immunoblot ont été quantifiées et I’histogramme montre

que l'inhibition de la voie ERK1/2 par le flutamide est drastique jusqu’a 4h de traitement.
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Fig. M2-S3 : Le récepteur aux androgenes (AR) et Raf-1 interagissent avec Hsp70

Les cellules RWPE-1-AR2-2 ont été traitées 30 min en entretien. Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités a I'aide d’un
anticorps spécifique du récepteur aux androgenes (Santa Cruz), de Raf-1 (BD Biosciences) ou d’Hsp70 (Stressgen). Les
membranes ont été marquées avec les anticorps qui reconnaissent spécifiquement le récepteur aux androgenes, Raf-1 et
Hsp70.

Des expériences d'immuno-précipitation du récepteur aux androgenes (AR), d’'Hsp70 ou de Raf-1 ont
été menées sur les lysats des cellules RWPE-1-AR2-2 maintenues en entretien. Cette approche
indique que récepteur aux androgenes co-précipite Raf-1 et Hsp70, et que la protéine chaperonne
Hsp 70 co-précipite AR et Raf-1. Ces données supportent I'hypothése d’une interaction indirecte
entre le récepteur aux androgénes et la kinase Raf-1, avec Hsp70 comme intermédiaire. Cependant,
seules, ces données d’'immuno-précipitation ne permettent pas de déterminer si les trois molécules

sont présentes dans le méme complexe.
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Fig. M2-S4 : l'interaction entre le récepteur aux androgénes (AR) et Raf-1 semble étre constitutive

(A) Les cellules RWPE-1-AR2-2 ont été sevrées pendant 3h, puis stimulées pendant 10 min par I'EGF a 10 ng/ml.
(B) Les cellules en entretien ont été traitées 30 min par 25 pg/ml de flutamide. Les lysats cellulaires ont été
immunoprécipités a I'aide d’un anticorps spécifique du récepteur aux androgénes (Upstate) ou de Raf-1 (Santa Cruz). Les
membranes ont été marquées avec les anticorps qui reconnaissent spécifiquement le récepteur aux androgenes et Raf-1

Les immuno-précipitations du récepteur aux androgenes (AR) et de Raf-1 ont été menées sur les
cellules RWPE-1-AR2-2 maintenues dans différents contextes environnementaux, afin de déterminer
s’il existe une régulation de linteraction RA-Raf-1 dépendante des stimuli extracellulaires. Les
résultats de ces expériences n’indiquent aucune différence de taux d’association des deux protéines
en fonction des conditions environnementales, suggérant que l'interaction entre RA et Raf-1 est
constitutive. Cependant ces expériences ont été réalisées sans le controle 1gG permettant d’exclure

I’éventuelle fixation des protéines ciblées sur les billes.
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Fig.M2-S5 : Le bicalutamide inhibe la proliferation des cellules RWPE-1 en réponse a 'EGF

Les cellules RWPE-1 ont été cultivées pendant 5 jours en plaques 96 puits afin d’étudier leur réponse proliférative a I'EGF (5
ng/ml) en absence (a gauche) ou en présence (a droite) de BPE, et en absence ou en présence de bicalutamide (10 uM). La
prolifération a été mesurée grace au WST-1 comme dans la figure 1A du manuscrit.

Les cellules RWPE-1 ont été cultivées pendant 5 jours dans les conditions de culture décrites dans le
tableau, puis elles ont été quantifiées par test colorimétrique, donnant une indication sur leur niveau
de prolifération pendant ces 5 jours de culture. Les résultats obtenus indiquent que dans les deux
conditions, les cellules proliferent significativement en réponse a I'EGF par rapport au contréle. Par
contre le bicalutamide réduit la prolifération d’une maniere plus probante en présence de BPE qu’en
son absence. Cela indique tout de méme que le bicalutamide exerce le méme type d’effet que le

flutamide sur la prolifération des cellules RWPE-1 en réponse a I'EGF.
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Fig. M2-S6 : Le récepteur aux androgeénes (AR) et Raf-1 interagissent avec diverses molécules de signalisation

Les cellules RWPE-1-AR2-2 ont été sevrées pendant 3h, puis stimulées pendant 10 min par 'EGF a 10 ng/ml. Les lysats
cellulaires ont été immunoprécipités a I'aide d’anticorps spécifiques du récepteur aux androgénes (Upstate), de Raf-1
(Santa Cruz), de p85 (Upstate), de Src (Santa-Cruz) et de I'Era (Santa Cruz). Les membranes ont été marquées avec les
anticorps qui reconnaissent spécifiquement ces mémes protéines.

Dans la littérature, diverses expérimentations menées sur des cellules tumorales montrent une
association entre le récepteur aux androgénes et diverses molécules de signalisation, comme Src ou
p85, mais aussi avec d’autres récepteurs stéroidiens, notamment le récepteur aux cestrogenes o
(Baron et al., 2004; Migliaccio et al., 2000). Nous avons donc regardé si le récepteur aux androgenes
a les mémes partenaires dans les cellules RWPE-1. Les résultats de ces expériences de co-immuno-
précipitation ne montrent aucune différence entre les cellules sevrées et les cellules stimulées. Le
récepteur aux androgenes co-précipite p85, Raf-1 et Src ; de méme, Raf-1 co-précipite AR, p85 et Src.
Réciproquement p85 co-précipite AR et Src; et Src co-précipite AR et p85. Par ailleurs, le récepteur
aux oestrogénes ERa co-précipite a la fois AR, p85 et Src. Cela indique que le récepteur aux
androgenes interagit avec toutes ces molécules de signalisation dans les cellules normales. Il faut
néanmoins rester prudent dans les interprétations de ces résultats, car ces expériences ont été
réalisées sans le contrdle IgG permettant d’exclure I'éventuelle fixation des protéines ciblées sur les

billes.
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Fig. M2-S7 : l'interaction entre le récepteur aux androgénes et les autres molécules de signalisation semble constitutive

Les cellules RWPE-1-AR2-2 en entretien, ont été traitées 30 min par 25 pg/ml de flutamide. Les lysats cellulaires ont été
immunoprécipités a I'aide d’un anticorps spécifique du récepteur aux androgénes (Upstate) et de Raf-1 (Santa Cruz). Les
membranes ont été marquées avec les anticorps qui reconnaissent spécifiquement le récepteur aux androgenes, Raf-1, p85
et Src.

Ces expériences de co-immuno-précipitation completent celles de la figure précédente. Les lysats de
cellules RWPE-1-AR2-2 maintenues en entretien et traitées 30 min par le Flutamide, ont été
immunoprécipités avec les anticorps correspondants (AR et Raf-1). AR co-précipite p85, Raf-1 et Src,
et Raf-1 co-précipite AR, p85 et Src. L'inhibition du récepteur aux androgenes par le flutamide
n’influence pas I'association entre ces diverses molécules de signalisation, suggérant une association
constitutive entre le récepteur aux androgenes et les protéines de signalisation étudiées. Cependant
ces expériences ont été réalisées sans le controle I1gG permettant d’exclure I’'éventuelle fixation des

protéines ciblées sur les billes.
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Fig. M2-S8 : La kinase Src intervient dans la méme voie que le récepteur aux androgénes pour moduler 'activité d’ERK1/2

Les cellules RWPE-1 en entretien ont été traitées par 10 uM de PP2 pendant les temps indiqués. Les membranes ont été
marquées avec les anticorps qui reconnaissent spécifiquement les formes phosphorylées d’ERK1/2 (pERK1/2). Aprés
déshybridation, les membranes ont été marquées par les anticorps spécifiques d’ERK 1 pour controle de charge.

Etant donné que la kinase Src s’associe au récepteur aux androgénes dans les cellules RWPE-1 (voir
figures M2-S6-7), nous avons cherché a savoir si elle jouait un role dans la signalisation non
génomique du récepteur aux androgenes. Nous avons observé qu’une inhibition de Src, dans les
mémes conditions que linhibition du RA par le flutamide (voir figure 2), réduit le niveau de
phosphorylation d’ERK1/2. Ce résultat indique que la kinase Src est impliquée dans le méme
mécanisme que le récepteur aux androgénes pour moduler I'activité de la voie ERK1/2 en réponse a

I'EGF.
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Discussion
4.1 Bilan et discussion des résultats

Les objectifs de ma these étaient d’étudier I'existence de relations potentielles entre les voies de
signalisation nécessaires au maintien de l'intégrité de I'épithélium prostatique. Le travail effectué au
cours de mon doctorat m’a ainsi permis de mettre en évidence de nouvelles interactions entre des
voies de signalisation essentielles a la survie et a la prolifération de la lignée cellulaire RWPE-1. Cette
lignée a été utilisée car elle constitue un bon modeéle de cellules progénitrices (T/A) de I'épithélium

prostatique.

Les voies de signalisations impliquées dans ces interactions, sont d’une part, la voie de I'Interleukine-
6, cytokine inflammatoire favorisant la survie des cellules épithéliales en cas de stress ; et d’autre
part la voie des androgénes, hormones males nécessaires au développement et au fonctionnement
de la prostate. Toutes deux convergent vers la voie ERK1/2 qui est indispensable a la prolifération de

la lignée RWPE-1, et par extrapolation, a la couche basale de I'épithélium prostatique normal.

4.1.1 L'IL-6 active la voie ERK en induisant le clivage d’un pro-ligand de ’'EGF-R

Dans les cellules RWPE-1, I'lL-6 induit une activation transitoire de la voie ERK1/2, qui s’"accompagne
d’une prolifération sub-optimale (voir figure M1-1). La voie ERK1/2 est en effet le principal chemin
emprunté par les molécules de signalisation pour induire un signal prolifératif dans ces cellules. De
maniére générale, une activité soutenue d’ERK1/2 est corrélée avec une forte prolifération
(Pouyssegur et al., 2002), ce que j’ai observé dans les cellules RWPE-1 stimulées par 'EGF. A I'inverse,
une activation transitoire de la voie ERK1/2 induit un signal mitogénique plus faible, comme celui
déclenché par I'lL-6 (voir figure M1-1) ou le VEGF (Clubbs and Bomser, 2007), dans les cellules RWPE-

1. Ainsi 'intensité d’activation d’ERK1/2 influence le degré de prolifération.

L’IL-6 induit a la fois une activation persistante de STAT3, et une activation transitoire d’ERK1/2. Cela
indique l'existence d’une régulation négative d’ERK1/2 en aval de la kinase JAK, ou bien la
stimulation d’une voie alternative pour activer ERK1/2. Comme les récepteurs des cytokines
transactivent le récepteur a 'EGF, notamment en induisant le clivage d’un ligand membranaire par
les métallo-protéinases (Higashiyama et al., 2008), je me suis demandé en priorité si I'EGF-R était
impliqué dans I’activation de la voie ERK1/2 par I'lIL-6. Effectivement, I'activité kinase de I'EGF-R est
nécessaire dans ce mécanisme de signalisation (voir figure M1-2). Ensuite I'utilisation d’un inhibiteur
général des métallo-protéinases m’a permis de confirmer leur implication dans la transactivation de

I’'EGF-R par I'IL-6 (voir figure M1-4).
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4.1.1.1 Ligand

Le récepteur a 'EGF étant impliqué dans I'activation de la voie ERK1/2 en réponse a I'IL-6, je me suis
intéressée aux ligands de I'EGF-R, et en particulier a I'amphiréguline, qui m’a paru étre un bon
candidat pour deux raisons : d’une part, ses transcrits sont les plus abondants parmi les ligands de
I'EGF-R dans les cellules RWPE-1 (voir figure M1-S4); et d’autre part, elle induit une activation
transitoire d’ERK1/2 (voir figure M1-S6A). En fait, la durée de phosphorylation d’ERK1/2 en réponse a
I’'amphiréguline dans les cellules RWPE-1 est intermédiaire entre celle de I'IL-6 (moins de 30 min) et

celle de I'EGF (persistante) (voir figure M1-1).

Pour tester cette hypothése, des tests ELISA ont été menés, grace a une collaboration avec A. Hurbin
(Institut Albert Bonniot - Inserm U823 — Grenoble) pour détecter la présence d’amphiréguline dans
des cultures de cellules RWPE-1 stimulées par I'IL6. lls n'ont pas permis de mettre en évidence une
libération d’amphiréguline dans le milieu des cellules stimulées par I'lL-6. Cependant, ces expériences
préliminaires n’ont pas été effectuées dans les meilleures conditions, puisque seuls des surnageants
de cellules traitées 30 min par I'lL-6 ont été testés, or cette durée peut ne pas étre suffisante pour
observer une accumulation de ligand clivé dans I’environnement des cellules. De plus, des
expériences basées sur l'utilisation d’un anticorps neutralisant spécifique de I'amphiréguline n’ont

montré aucun effet de celui-ci sur le niveau de phosphorylation d’ERK1/2 (voir figure M1-S6B).

Ces résultats ne laissent que deux interprétations possibles : soit I'amphiréguline n’est pas impliquée
dans ce mécanisme, soit elle ne représente pas le seul pro-ligand de 'EGF-R a étre clivé suite a une

stimulation par I'lL-6.

4.1.1.2 Métallo-protéinases

Pour identifier la ou les métallo-protéinases impliquées dans ce mécanisme de transactivation, je me
suis intéressée aux deux principales métallo-protéinases jouant un réle dans le clivage d’'un pro-
ligand membranaire de I'EGF-R : ADAM10 et ADAM17. Elles sont essentielles dans le développement,
puisque l'inactivation de leur géne est létale au stade embryonnaire pour ADAM10 et au stade
périnatal pour ADAM17. Les souris n’exprimant pas ADAM10 ont des défauts prononcés du systéme
nerveux et du systéme cardiovasculaire (Hartmann et al., 2002). Celles qui n’expriment pas ADAM17
ont des problémes de maturation et d’organisation de I'épithélium au niveau des systemes digestif et
respiratoire (Black et al., 1997; Peschon et al., 1998). Par ailleurs, ces métallo-protéinases ont leurs
cibles spécifiques : ADAM10 clive préférentiellement le pro-HB-EGF (Higashiyama and Nanba, 2005),
et ADAM17 clive les précurseurs de I'amphiréguline (Gschwind et al., 2003), du HB-EGF, du TGF-a et

de la neuréguline (Zhang et al., 2006a)
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Une approche par inhibiteur chimique m’a permis de montrer qu’ADAM17 joue un role essentiel
dans la libération d’un ligand de I'EGF-R en réponse a I'lL-6 et qu’ADAM10 participe a ce mécanisme
(voir figure M1-4). Cela suggére une action conjointe, voire coopérative de ces deux métallo-

protéinases qui peut expliquer notamment le clivage de plusieurs pro-ligands.

L'hypothése de départ supposait que I'lL-6 active une métallo-protéinase capable de libérer
I’amphiréguline membranaire, qui active a son tour 'EGF-R, donc la voie ERK1/2 en aval. Les résultats
obtenus indiquent que cette hypothése n’est pas nécessairement fausse, mais le mécanisme mis en

jeu en réponse a I'lL-6 semble étre plus complexe en réalité.

Pour aller plus loin, il s’agira de préciser le réle des ADAM dans ce mécanisme de signalisation. D’une
part, inhiber leur expression par ARN interférence permettra de confirmer l'identité des ADAM
impliquées. D’autre part I'étude de leur niveau d’activité en réponse a I'lL-6, a I'aide d’anticorps
spécifiques de la forme active (Kasina et al., 2009), ou de sondes fluorescentes (Moss and
Rasmussen, 2007) permettra de connaitre leur cinétique d’activation en réponse a I'lL-6. En effet,
I’aspect transitoire de I'activation d’ERK1/2 pourrait étre d( a une libération transitoire du pro-

ligand, donc a une activation limitée dans le temps des métallo-protéinases.

Une explication alternative a cette cinétique d’activation d’ERK1/2, pourrait impliquer la nature du
pro-ligand libéré dans le micro-environnement par les métallo-protéinases. En effet, certains ligands
de I'EGF-R induisent naturellement une activation transitoire des voies en aval, a cause de leur
cinétique d’internalisation (voir paragraphe 2.2.2.2.5. Recyclage ou dégradation des récepteurs, page
57). Or les résultats décrits dans le premier manuscrit (voir figure M1-3) montrent qu’en réponse a
I'EGF, le niveau de I'EGF-R dans les cellules diminue de maniére significative apres 4h, alors qu’en
réponse a I'lL-6, la stabilité de 'EGF-R n’est pas affectée. A la lumiere de ces données, une nouvelle
hypothése concernant le pro-ligand impliqué dans la réponse a I'lL-6 me semble intéressante. Le TGF-
a est un pro-ligand de I'EGF-R, clivé préférentiellement par ADAM17, et dans une moindre mesure
par ADAM10 (Le Gall et al., 2009; Myers et al., 2009). De plus, dans des kératinocytes humains non
transformés (lignée NHEK), le TGF-a induit une activation transitoire d’ERK1/2 qui diminue aprés 10
minutes de stimulation (Draper et al., 2003). Cette cinétique rappelle celle induite par I'lL-6 dans les
cellules RWPE-1. Par ailleurs, 'EGF-R stimulé par le TGF-a est rapidement recyclé a la membrane
plasmique (Roepstorff et al., 2009), il reste donc stable dans les cellules. Cela rappelle ce que
j’observe dans les cellules RWPE-1 stimulées par I'lL-6. Ces différents indices m’incitent a penser que

le TGF-a pourrait étre un bon candidat pour I'identification du pro-ligand libéré en réponse a I'IL-6.
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Figure 24 : Schéma récapitulatif du mécanisme de transactivation de I'EGF-R par I'IL-6.

L'IL-6 active directement la voie JAK/STAT, ce qui favorise la survie cellulaire. L'IL-6 active aussi la voie
ERK1/2, essentielle a la prolifération cellulaire. Ce mécanisme implique la kinase Src. Elle ne
phosphoryle pas directement I'EGF-R, mais pourrait agir sur la régulation de I'activité des
métalloprotéinases ADAM10 et ADAM17, en phosphorylant leur domaine cytoplasmique. Le mode
d’activation de Src en réponse a I'lL-6 n’est pas connu, mais il pourrait faire intervenir la phosphatase
SHP2 activée par la fixation de I'lL-6 sur son récepteur. ADAM10 et/ou ADAM17 permettent le
clivage d’un ou plusieurs pro-ligands du récepteur a I'EGF. En se liant a I'EGF-R, ces ligands activent la
voie ERK1/2 d’une maniére transitoire. Cette cinétique suggeére I'implication d’un ligand de I'EGF-R
induisant une activation courte d’ERK1/2, ou l'existence de mécanismes de rétrocontrdles négatifs.
Les kinases ERK1/2 sont en effet capables de phosphoryler les ADAM sur le résidu Ser®'?, mais le role
de cette phosphorylation n’est pas encore connu.
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4.1.1.3 Activation des protéines ADAM par I'lL-6

Il reste a déterminer ce qui fait le lien entre I'IL-6 et I'activation des ADAM. A ce jour, il existe peu de
données disponibles quant a I'activation de ces métallo-protéinases par la signalisation intracellulaire

(Kessenbrock et al., 2010).

La kinase Src a déja été impliquée dans le méme type de transactivation de I'EGF-R par les ADAM,
mais en réponse aux récepteurs couplés aux protéines G (Kasina et al., 2009). Néanmoins, une
approche par inhibiteur chimique (PP2) m’a permis de montrer que Src joue un role dans I'activation
d’ERK1/2 en réponse a I'lL-6 (voir figure M1-3), donc dans la transactivation de 'EGF-R. Comme j ai
observé que Src ne phosphoryle pas directement le récepteur a 'EGF sur son résidu Tyr®**, elle doit
jouer un réle plus en amont. Or, les ADAM sont dotées d’'un domaine cytoplasmique qui comporte
divers sites de phosphorylation, sur des résidus Sérine et Thréonine, mais aussi un motif PxxP, point
d’ancrage des protéines ayant un domaine SH3, comme par exemple les kinases de la famille Src

(Kessenbrock et al., 2010; Seals and Courtneidge, 2003).

Parmi les membres de la famille Src, il faut noter que Lck interagit avec le domaine cytoplasmique
d’ADAM10 (Poghosyan et al., 2002). Or I'inhibiteur PP2 de Src est aussi efficace sur Lck (Hanke et al.,
1996). On pourrait donc imaginer qu’ADAM10 soit activée par une kinase de la famille Src et pourrait,
a l'instar des MMP (Kessenbrock et al., 2010), cliver ADAM17 pour la rendre active. Cela expliquerait
I’effet coopératif d’ADAM10 et ADAM17.

Si une kinase de la famille Src est impliquée dans ce mécanisme, elle doit étre activée en réponse a
I'IL-6. Or, La phosphatase SHP2, activée par la fixation de I'lL-6 sur son récepteur, joue un role
essentiel dans I'activation de Src en levant I'inhibition exercée par la kinase Csk (voir Figure 17, page
54) (Ren et al., 2004). Ainsi, Src pourrait étre activée suite a la stimulation par I'lL-6 et agir sur les
ADAM via leur domaine cytoplasmique dans le but de les activer, méme si ce mécanisme n’est pas

encore bien défini.

Enfin, il faut noter que les kinases ERK1/2 activées en réponse aux facteurs de croissance EGF et FGF,

819 (Fan et al., 2003). La fonction de cette phosphorylation

phosphorylent ADAM17 sur le résidu Ser
n’‘est pas encore connue, mais il pourrait s’agir d’'un rétrocontrbéle négatif, expliquant la cinétique

d’activation courte de la voie ERK1/2 suite a la transactivation de 'EGF-R.

Les principales hypothéses issues de ce travail expérimental sont synthétisées dans la Figure 24.
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4.1.2 Ll’interaction RA-Raf-1 et ses conséquences sur la voie ERK

L'ensemble des résultats présentés dans le second manuscrit mettent en évidence deux notions

originales dans un contexte de cellules épithéliales normales comme la lignée RWPE-1.

v" Le récepteur aux androgénes induit une signalisation non-génomique en absence de son
ligand. Cette signalisation passe par l'intermédiaire de la voie ERK1/2 et favorise la
prolifération des cellules RWPE-1.

v |l existe une interaction moléculaire entre le récepteur aux androgénes et la kinase Raf-1,

activatrice de la voie ERK1/2.

4.1.2.1 Caractérisation de I’interaction

Dans un premier temps, j'ai pu observer 'interaction entre le récepteur aux androgénes et la kinase
Raf-1 par co-immunoprécipitation. J'ai ensuite mené des expériences de capture par GST afin de
confirmer cette interaction, et d’identifier les domaines protéiques impliqués dans I'association. J'ai
ainsi pu montrer que chacun des trois domaines des deux protéines sont impliqués dans cette
interaction (voir figure M2-3). Ces résultats suggerent fortement I'existence de plusieurs modes
d’association, et il peut exister a la fois des interactions directes et indirectes entre les deux
molécules. Dans la littérature, le domaine amino-terminal du récepteur aux androgenes représente
le site d’association préférentiel des molécules de signalisation (Baron et al., 2004; Migliaccio et al.,

2000). Peut-étre les autres domaines sont-ils impliqués dans des interactions indirectes ?

Afin de déterminer si I'association entre le récepteur aux androgénes et Raf-1 est directe ou non, il
faudrait mener une approche de transcription-traduction in vitro. Cette technique permet de
synthétiser les deux molécules afin d’observer si elles sont capables de s’associer en absence de
toute autre protéine cellulaire. Ensuite, il sera nécessaire d’identifier précisément les domaines
protéiques impliqués dans cette interaction. Pour cela, il serait intéressant de faire exprimer des
fragments de chacune des protéines dans les cellules, pour maintenir les modifications post-
traductionnelles éventuelles, avant de mener des expériences de co-immunoprécipitation, afin de

déterminer quels sont les fragments nécessaires a cette interaction.

Dans I’hypothése d’une action indirecte, il s’agira d’identifier la ou les molécules intermédiaires. En
ce sens, j'ai déja pu observer une co-immunoprécipitation du récepteur aux androgenes et de Raf-1
avec la protéine chaperonne Hsp70 (voir figure M2-S3). L'existence d’une interaction entre la kinase
Raf-1 et Hsp70 est admise (Mayer and Bukau, 2005). Par ailleurs, I'association entre Hsp70 et le

récepteur aux androgenes peut faire intervenir la co-chaperonne BAG1. En effet, cette molécule pro-
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apoptotique interagit non seulement avec Hsp70 (Song et al., 2001), mais aussi avec le motif Tau-5

du récepteur aux androgenes (Shatkina et al., 2003).

Il faut noter que Raf-1 aussi se lie a BAG1. Les domaines de fixation de Hsp70 et de Raf-1 sur BAG1
sont chevauchants, les deux protéines entrent donc en compétition pour s’associer a BAG1. La kinase
Raf-1 semble étre préférentiellement associée a BAG1. Mais en condition de stress, le taux d’Hsp70
dans la cellule augmente, et la balance penche alors vers I'interaction BAG1-Hsp70 (Song et al.,
2001), BAG1 favorise alors I'ubiquitination, donc la dégradation de Raf-1 (Demand et al., 2001), et

régule ainsi négativement 'activité kinase de Raf-1.

Par ailleurs, les données expérimentales obtenues quant a la régulation de l'interaction entre le
récepteur aux androgénes et la kinase Raf-1 sont encore préliminaires. En effet, les approches de co-
immunoprécipitations a partir de lysats de cellules cultivées dans des conditions différentes (absence
de tout facteur, stimulation ou non par I'EGF, présence ou non de Flutamide), ne montrent aucun
changement du taux d’association (voir figure M2-S4). Ces résultats vont dans le sens d’une

interaction constitutive entre le RA et Raf-1.

Etant donné I'importance de ces deux molécules dans la signalisation cellulaire, il semble évident
gu’il existe des mécanismes de régulation. Une interaction constitutive n’est pas synonyme
d’absence de régulation. L’état d’activation de la kinase Raf-1 associée au récepteur aux androgenes
peut étre un bon indicateur de ces contrdles. Un test kinase permettrait de connaitre le niveau de
I'activité kinase de Raf-1 en fonction des conditions de culture. On peut aussi se demander si les trois
molécules (RA, Raf-1 et Hsp70) sont présentes dans la cellule par paires, ou si elles peuvent se

trouver associées ensemble avec Bagl (Frebel and Wiese, 2006; Mayer and Bukau, 2005).

4.1.2.2 Roble de I'interaction RA/Raf-1

Comprendre quel est le réle de cette interaction dans la signalisation de la voie ERK1/2, et dans la

prolifération, est une question essentielle.

Les inhibiteurs non-stéroidiens du récepteur aux androgéenes (Flutamide et Bicalutamide) réduisent a
la fois la prolifération et le niveau d’activation d’ERK1/2 dans les cellules RWPE-1 (voir figure M2-2).
La rapidité de I'effet observé sur ERK1/2 est caractéristique d’une signalisation non-génomique du
récepteur aux androgénes, puisque le délai est trop court pour que la machinerie transcriptionnelle
entre en action (Kousteni et al., 2001). De plus, la rapidité de cet effet suppose l'action de
mécanismes actifs de déphosphorylation d’ERK1/2, probablement par I'activation de phosphatases

spécifiques (Farooq and Zhou, 2004)
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Les inhibiteurs non-stéroidiens réduisent la prolifération des cellules RWPE-1, méme en absence
d’androgenes (voir figure M2-1). Cela montre que cette signalisation non-génomique du récepteur
aux androgénes est indépendante de son ligand. Ce qui n’est pas conforme au mode de
transactivation du RA dans les cellules tumorales, qui a lieu en présence de ligand, méme en infime

guantité (voir paragraphe 2.2.1.2.4. Signalisation non-génomique, page 41).

Il faut noter que le Cyproterone Acetate, qui est un anti-androgéene stéroidien, n’a pas le méme type
d’effet que les inhibiteurs non-stéroidiens sur la phosphorylation d’ERK1/2 (voir figure M2-2). Cette
différence est due a la disparité de leur mode d’action. Les anti-androgénes testés induisent tous un
changement de conformation au niveau de la poche de fixation du ligand du récepteur aux
androgenes (Gao et al., 2005). Mais les inhibiteurs non-stéroidiens (Flutamide et Bicalutamide)
entrafinent une liaison réversible du RA a la matrice nucléaire, tandis que I'inhibiteur stéroidien (CPA)
induit une association irréversible du RA a la membrane plasmique (Whitaker et al., 2004). Ces
données suggérent que la localisation du récepteur aux androgenes est importante pour la fonction

de l'interaction entre le RA et Raf-1

Afin de comprendre quel est le réle de I'interaction entre le récepteur aux androgenes et la kinase
Raf-1 dans les cellules RWPE-1, il est nécessaire de mieux connaitre les caractéristiques de cette
association. En effet, le seul moyen de déterminer I'importance de l'interaction RA-Raf-1 dans la
signalisation et la prolifération des cellules RWPE-1 est de I'empécher. Or I'utilisation d’'une approche
par ARN interférence ciblant le récepteur aux androgenes est létale pour les cellules RWPE-1 (Liao et
al.,, 2005). De plus, il est impossible de cibler Raf-1 sans affecter la voie ERK1/2. Finalement, le
meilleur moyen d’empécher cette interaction est de générer un dominant négatif pour I’association,
ou un peptide inhibiteur (Auricchio et al., 2008), concu selon les motifs identifiés pour participer a la

liaison du récepteur aux androgenes a la kinase Raf-1.

4.1.2.3 Plateforme de signalisation et localisation membranaire

J'ai pu montrer que le récepteur aux androgénes interagit avec la kinase Src ainsi que la sous-unité
p85 de la PI3K dans les cellules RWPE-1 (voir figure M2-S6-7), comme cela avait déja été montré dans

un contexte de cellules tumorales (Baron et al., 2004; Migliaccio et al., 2000).

De plus, une inhibition de I'activité kinase de Src par le PP2 a le méme effet que le Flutamide et le
Bicalutamide, a savoir une diminution de la phosphorylation d’ERK1/2 (voir figure M2-S8). Cela
suggere que le récepteur aux androgénes et Src interviennent dans la méme voie pour favoriser

I’activation d’ERK1/2 par la kinase Raf-1.

146



Voie ERK1/2 et intégration du signal

Discussion

Hormis cet indice, rien ne permet d’affirmer que ces molécules interagissent ensemble dans le méme
complexe. Le récepteur aux androgénes serait pourtant un bon candidat pour jouer le role de
plateforme de signalisation, étant donné qu’il centralise les principales voies empruntées dans les

cellules épithéliales.

Dans ce contexte, I'hypothese de la signalisation membranaire du récepteur aux androgénes est
attrayante. Dans divers modeéles cellulaires, de nombreux indices suggéerent I'existence d’une
signalisation péri-membranaire du RA. En réponse a la DHT, le récepteur aux androgénes
membranaire réduit la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt a I'inverse de sa forme cytoplasmique dans
les cellules gliales C6 (Gatson et al., 2006). Le récepteur aux androgénes interagit aussi avec Aktl au
niveau des radeaux lipidiques des cellules LNCaP (Cinar et al., 2007). Par ailleurs, le RA s’associe avec
le récepteur a 'EGF a la membrane plasmique des cellules PC-3-AR (Bonaccorsi et al., 2008). De plus,
la kinase Raf-1 doit étre proche de la membrane pour y étre activée par la GTPase Ras (Wartmann
and Davis, 1994). Le Cyproterone Acetate induit la localisation du récepteur aux androgenes a la
membrane plasmique (Whitaker et al., 2004), et n’inhibe pas I’activation d’ERK1/2. Au contraire,
I'inhibition de la voie ERK1/2 par le Flutamide et le Bicalutamide serait due a la relocalisation du RA
au noyau. L'ensemble de ces données indique un lien entre la localisation membranaire du récepteur

aux androgénes et sa capacité a moduler la voie ERK1/2.
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4.1.3 Contexte cellulaire/tissulaire

4.1.3.1 IL-6, inflammation et carcinogenése

L’IL-6 est une cytokine inflammatoire sécrétée par les cellules du systéeme immunitaire ou les cellules
du stroma dans la prostate. Elle induit un signal de survie et maintient ainsi l'intégrité de
I’épithélium, lorsque la prostate est en souffrance. En plus de son signal de survie, I'lL-6 favorise la
prolifération en induisant la transactivation du récepteur a I'EGF, essentiel au développement de la
prostate et a la prolifération des cellules progénitrices T/A. Ainsi ce nouveau mode d’action de I'lL-6

pourrait participer au maintien de l'intégrité de I'épithélium prostatique en condition inflammatoire.

Mais ce role de I'lL-6 dans la prolifération des cellules épithéliales prend tout son sens dans le cadre
de l'initiation du cancer de la prostate. En effet, I'inflammation qui est déja associée a l'initiation
tumorale a cause des radicaux oxygénés libérés par les cellules immunitaires, pourrait aussi étre
impliquée dans ce processus en stimulant la prolifération des cellules épithéliales par I'intermédiaire
de I'EGF-R. En effet les acteurs de ce nouveau mécanisme : I'IL-6, I'lL-6Ra, 'EGF-R et ses ligands sont
surexprimés dans les cellules d’adénocarcinome prostatique (Siegsmund et al., 1994; Torring et al.,
2000). On peut donc se demander si la surexpression de toutes ces molécules n’est pas susceptible
de créer de nouvelles interactions entre les voies de signalisation. En effet, une interaction physique
entre le co-récepteur de I'lL-6 gp130 et les récepteurs ERBB2 et ERBB3 de la famille de 'EGF-R a déja
été décrite dans les lignées issues de carcinomes mammaires (Grant et al., 2002). Cette interaction
observée par co-immunoprécipitation dans le contexte du récepteur a I'Oncostatine M (cytokine de
la famille du récepteur a I'lL-6), favorise une activation d’ERK1/2 aussi bien en réponse a I'EGF qu’a

I’OSM (voir paragraphe 2.4.3. Relations entre le récepteur a 'EGF et les autres voies, page 85).

Finalement, I'’ensemble de ces données suggere que la transactivation de I'EGF-R par I'lL-6, pourrait

jouer un réle dans l'initiation de la transformation tumorale des cellules épithéliales de prostate.

4.1.3.2 Androgeénes, signalisation non-génomique et échappement hormonal

Les cellules RWPE-1 expriment le récepteur aux androgenes a des niveaux indétectables. Il est
néanmoins présent et nécessaire a leur survie, car une inhibition de son expression par ARN
interférence induit leur apoptose en 7 jours (Liao et al., 2005). De méme, en conditions
physiologiques, le récepteur aux androgénes est trés faiblement exprimé par les cellules T/A de
I’épithélium prostatique (Heer 2007). Il joue cependant un role essentiel dans le maintien de cet

épithélium.
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Le récepteur aux androgenes est capable de deux modes d’action distincts. Le mode d’action
génomique lui permet d’induire I'expression de genes cibles impliquées dans la différenciation de la
fonction sécrétrice ou la régulation du cycle cellulaire (Dehm and Tindall, 2006; Kaarbo et al., 2007,
Lamont and Tindall, 2010). Le mode d’action non-génomique du récepteur aux androgénes implique
son association avec des molécules de signalisation comme la kinase Src, la PI3K ou Raf-1, qui
favorisent la survie et la prolifération des cellules épithéliales (Baron et al., 2004; Migliaccio et al.,

2000).

Le rble précis de linteraction entre le récepteur aux androgénes et la kinase Raf-1 reste a
déterminer. Mais elle implique deux molécules essentielles dans deux processus cruciaux pour le
développement de I'épithélium de prostate : la différenciation et la prolifération. L’association de ces
deux protéines pourrait constituer un censeur déterminant vers lequel de ces deux processus la
cellule doit s’engager. De la méme maniére, le récepteur aux androgenes et le récepteur a I'EGF
interagissent fonctionnellement dans les cellules et contrdlent respectivement la différenciation et la

prolifération dans les cellules épithéliales de canal déférent (VDEC) murines (Leotoing et al., 2007).

Dans le contexte du cancer de la prostate, le récepteur aux androgenes stimule la prolifération
cellulaire. De plus, son interaction avec les molécules de signalisation comme Src, la PI3K et Raf-1 ne
peut que favoriser la survie et la prolifération des cellules tumorales. Peut-étre que I'absence
d’androgénes dans I'environnement a la suite de traitements hormonaux rend le récepteur aux
androgenes plus disponible pour la signalisation non génomique ? Cela soulignerait I'importance de
cette signalisation non-canonique dans I’échappement des tumeurs vers I'androgéno-indépendance.
Reste a identifier les contréles qui régissent cette signalisation non-génomique du récepteur aux

androgenes et évitent une prolifération excessive des cellules normales.
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4.2 Conclusion

Finalement, ces travaux indiquent que dans les cellules non transformées, les voies de signalisation
sont déja fortement connectées. Cela suggére que les interactions entre cascades de signalisation
observées dans les cellules tumorales pré-existent dans les cellules normales, et sont sans doute
fortement régulées dans ces derniéres. Il serait donc intéressant de connaitre la nature moléculaire
de ces connexions dans les cellules normales, pour comprendre comment elles échappent a tout

controle dans les cellules tumorales.

Jai pu mettre en évidence deux mécanismes distincts dans la méme lignée cellulaire, mais en
réponse a deux stimuli différents. Ils aboutissent tous deux a l'activation de la voie ERK1/2,

essentielle a la prolifération des cellules RWPE-1.

v" Enréponse a I'lL-6, une métallo-protéinase est activée pour cliver un pro-ligand du récepteur
a 'EGF, ce qui stimule la voie ERK1/2 selon son mode d’activation canonique.
v En présence d’EGF, la voie ERK1/2 est activée normalement, mais elle est régulée

négativement par une inhibition du récepteur aux androgenes.

Ces deux mécanismes moléculaires impliquent la kinase Src. Cette derniere semble en effet jouer un
réle dans l'activation d’ADAM10 et ADAM17 en réponse a |'lL-6. Elle favorise ainsi I'activation de
I’'EGF-R par le clivage d’un de ses pro-ligands. Src participe donc a la prolifération induite par I'lL-6. De
plus, Src, au méme titre que le récepteur aux androgenes joue un réle dans la signalisation de la voie
ERK1/2 au sein d’un complexe de signalisation non-génomique présent autour du RA. Finalement, Src
est impliquée dans deux systemes d’interaction entre voies de signalisation dans un méme modéle
cellulaire. Cela met en avant les différentes fonctions de Src dans la signalisation cellulaire, qui

aboutissent a la prolifération.

Ces deux mécanismes impliquent donc des acteurs moléculaires communs, comme la voie ERK ou la
kinase Src, et ont été observés dans la méme population cellulaire. Ces modes de signalisation
peuvent-ils co-exister dans une méme cellule, afin d’augmenter son potentiel prolifératif, et ainsi
favoriser le processus de transformation ? Sont-ils spécifiques d’une catégorie de cellule, ou d’un
contexte environnemental donné ? La question reste ouverte, puisque méme s’ils ont été observés

dans une méme lignée cellulaire, elle n’en est pas moins trés hétérogene (Litvinov et al., 2003).
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Résumés

DISCIPLINE : Biologie Cellulaire et Moléculaire

TITRE : La Voie ERK1/2: Point d’intégration et de convergence des connexions entre voies de
signalisation dans les cellules épithéliales de prostate normale

RESUME : Le développement et 'homéostasie cellulaire de la prostate impliquent le contréle strict des
voies de signalisation induites par les androgenes et les facteurs de croissance. Ces voies sont altérées
dans le cancer de la prostate. La lignée RWPE-1, immortalisée a partir de I'épithélium de prostate
humaine, a été utilisée pour étudier certains signaux régulant la prolifération cellulaire et les
connexions entre les voies de signalisation correspondantes. La prolifération des cellules RWPE-1 en
réponse a I'EGF est strictement dépendante de la voie ERK1/2. Linhibition du récepteur aux
androgénes (RA) a permis de montrer le r6le essentiel qu’il joue dans I'activation d’ERK1/2 en réponse
a I'EGF. Le RA s’associe avec plusieurs molécules de signalisation dans les cellules RWPE-1, notamment
avec la kinase Raf-1, activatrice de la voie ERK1/2. Ainsi, le RA contrdlerait directement un processus
essentiel a la prolifération épithéliale selon un mode d’action non-génomique. Par ailleurs, la réponse
proliférative des cellules RWPE-1 a I'lL-6 requiert I'activation de la voie ERK1/2, et I'activité kinase du
récepteur a I'EGF (EGF-R), suggérant sa transactivation par I'lL-6. L’activation de protéines ADAM (a
disintegrin and metalloprotease), notamment ADAM17, par I'lL-6 conduirait au clivage d’un ligand
membranaire de 'EGF-R, aboutissant a I'activation de la voie ERK1/2. Ce nouveau mécanisme pourrait
étre impliqué dans les situations inflammatoires conduisant a une prolifération excessive de
I’épithélium prostatique, prélude a la transformation tumorale. En conclusion, les voies de
signalisation étudiées sont fortement connectées dans les cellules épithéliales normales.

MOTS-CLES : Cellules épithéliales de prostate normale, Prolifération, Voie ERK1/2, Récepteur aux
androgenes, Signalisation non-génomique, Interleukine-6, Récepteur a I'EGF, Transactivation.

DISCIPLINE : Cellular and Molecular Biology

TITLE : ERK1/2 pathway : an integrating node of converging signaling pathways in normal prostate
epithelial cells.

ABSTRACT : Prostate development and homeostasis involve strict control of androgen and growth
factors induced signaling pathways. These signaling pathways are deeply altered in prostate cancer.
The RWPE-1 immortalized cell line derived from human prostate epithelium has been used to study
the signaling pathways regulating cell proliferation and their crosstalk. EGF-dependent RWPE-1 cell
proliferation rely strictly on the ERK1/2 pathway. Specific inhibitors showed essential role of androgen
receptor (AR) in EGF mediated ERK1/2 activation. AR is associated with several signaling molecules in
RWPE-1 cells. | show for the first time the physical interaction between AR and the ERK1/2 activating
kinase Rafl. Then, AR could directly regulate an essential pathway for epithelial cells proliferation
through a non-genomic mechanism. In addition, | showed that IL-6 induced proliferation requires both
ERK1/2 and EGF-R kinase activities, suggesting an IL-6 mediated transactivation of EGF-R. By using
several inhibitors, | showed that ADAM (a disintegrin and metalloprotease) family, especialy ADAM17,
are involved in this process. IL.-6-mediated ADAM proteins activation could lead to the cleavage of a
membrane bound EGF-R ligand, leading to ERK1/2 pathway activation. This new mechanism could be
involved in the inflammatory situations inducing hyperproliferation of the prostate epithelium, the
first step of transformation process. To conclude, the signaling pathways | studied are strongly
connected in normal epithelial cells. The two new mechanisms described in this study lead to ERK1/2
kinases activation, an integrating node of signaling pathways in normal prostate epithelial cells.

KEYWORDS : Normal prostate epithelial cells, Proliferation, ERK1/2 Pathway, Androgen Receptor, Non
genomic signaling, Interleukin-6, EGF Receptor, Transactivation.
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