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ABSTRACT

One of the major hindrances in the study of the biology of prostate caiscétre limited number of
laboratory modelsMost of these models have been obtained from prostate tumor metastases lbeen
artificially establishedn vitro.We recently developeohne new cell line (IGRCaP1) derived from patients

with clinically localized prostate cancer. In contrast to previously established models from metastases
tissues, IGR-CaP1 may be auitable model to study molecular pathways implicated in the early steps of
the oncogenic development of prostate cancer. Furthermore, its high tumorigenic EepettiEs ability

to induce mixedbone lesions makeit as a potential model for both tumoprogression and drug
assessment in animals.

Docetaxel is the standard treatment for metastatic castrasisiant prostate candg@RPC)since 2004.

In spite of a benefit in survivalirug resistance isften observed. Therefore, it is crucial to idéti
predictive markers to select patients who will respondbizetaxel

In order to investigate mechanisms of docetaxel resistance, we derived demsitaht variants from
thelGR-CaP1 human prostate cancer cell line. A microarray genomic analygsmtog chemaesistant

versus sensitive prostate cell lines was used to identify a signature of genes potentially implicated in
docetaxel resistance. Among these gemesfocused on LZTS1 wich is underexpressed in-IGHP1
resistant variants. LZTS1 istamor suppressor that controls the cell cycle by interacting witt28C.

Our datasuggest that depletion of LZTS1 is pdiatly involved in the mecanismof docetaxel resistance
Finally, an immunohistochemical analysidl be done on human biopsiéfrom the phase Ill GETUG12

trial patients Ultimately, our studycould helpto improve selection of patients that could benefit from

docetaxel chemotherapy.



RESUME

/D PLVH DX SRLQW GH PRGgOHVY GH ODERUDWRLUH HVW GYXQH LPS
cancer de la prostate, ainsi que pour évaluer les nouveaux traitements. Le développement de tels modéles
est particulierement difficile et reste a cej¢) LQVXIILVDQW FDU OD PDMRULWpP GH |
métastatique ou obtenun vitro GI{XQH IDoRQ DUWLILFLAdW @Gvons &fitkepiidl SRXUT X
laboratoire, OTpWDEOLVVHPHQW GH QRXYHDX[ PRGgOHYV junsoaléwtLU G TXQ
obtenula lignée IGRCaP1. Laignée IGRCaP1l constitue un moldeadapté pour étudier les étapes

précoces de la cancérogenése prostatipee.plus, sa tumorogicité et sa capacité a induire des
métastases osseusede nature mixtes ostéoblagies et ostéolytiquekont de ce modélesun outil
potentiellement intéressant pour étudier les mécanismes métastatiques et rechercher de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Depuis 2004, le traitement de référence des cancers de la prostate métastatigareriésistants est

une chimiothérapie par le Docetaxel. Cependant, malgré le bénéfice de survie obtenu, presque la moitié
des patients traités par le Docetaxel développent une résistance a la chimiothérapie. Il est donc urgent
GILGHQWLILHUurXptgdidifl paRiD &Befibhner les patients qui vont bénéficier de cette
chimiothérapie afin de contourner cette résistance.

'‘DQV OH EXW GYIpWXGLHU OHV PpFDQLVPHV GH UpVLVWDQFH DX 'RF
établi plusieurs clones sistants au Docetaxel a partir de la lignée 1G&P1. Ces clones résistants nous

ont permis de réaliser une analyse génomique aGaquE LW SDU PLFURDUUD\ FRPSDUDQW
HQWUH OD OLJQpH VHQVLEOH HW O H Vigratre QeHgérstpashtialsshbrQ WV HW
impligués dans la résistance au Docetaxel. Parmi les génes identifiésnous sommesdalisés sur le

géne LZTS1 sousxprimé dans tous les clones résistants. LZTS1 est un suppresseur de tumeur qui
contrdle le cycle cellaire en interagissant avec la cycline Cdc25C. Nos résultats suggérent que la
déplétion de LZTS1 est potentiellement impliquée dans le mécanisme de résistance au Docetaxel.

La finalité de notre projet est de valider nos résultats par immunohistochipaigiades prélévements
WXPRUDX[ REWHQXV GDQV OfHVVDL GH SKDVH ,,, *(78* 1RXV H)\
cliniciens de sélectionner les sedldJ RXSHY GH SDWLHQWYV VXVFHSWLEOHV GH S

Docetaxel.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

/{H WKgPH GH UHFKHUFKH GH OTXQLWp 8 pkHeWivifs Gof] deGrioysldasl LF D W L F
stratégiesmoléculaires en thérapeutique anticancéreuseRWUH pTXLSH VILQWPpPUHVVH SC
OfLGHQWLILFDWL RrediGitd de laRépbrisd x I shiniothérapie et aux nouvelles thérapies

dans le cancer de la prostate CaP

Le premier objectif defpTXLSH HVW OfREWHQWLRQ GH QRXYHDX[ PRGQqOHV &
et représentatifs du cancer de la prostate afin de combler le manque de modéles, ce qui est un facteur
OLPLWDQW | OfpWXG He GhdpifreHIMAV &l res iz \WéfeiRe oiésdntd les propriétés et les
caractéristigues des modéles de CaP existanBQV FH FRQWH[WH MIDL pWp DPHC
OTpPpWDEOLVVHPHQW iH WitroCebin FilddJ DAFWIQUHL VIR YRIQOH OLJQpH FHO O X(
&D3 LVVXHpOGRRKRUPGQRPH ORFDOLVp OLJQpH TXH M{DL pJDOHP}

préclinigue de métastase osseuse de CaP chez la souris nude.

Le docetaxel este médicamentde référace du traitanent des cancers de la prostatétastatiques

résistants aal castraton.ODOJUp OYHIILFDFLWp GH FHWWH PROpFXOH OD PD
résistance au traitement. Les mécanismes de résistance sont complexes, nous verrons dans le chapitre VI
gue certaines protéines qui jouent un réle dans la résissmmt impliguées au niveau du cycle cellulaire.

Dans ce contexteD GHX[LqPH SDUWLH GH PRQ WUDYDLO GRFWRUDO D SR
protéines implijuées dans la résistance au taxel qui seront validégsar immunohistochimie sues
prélevements tumoraux{th essai clinique de phase IR H Q p nstifGustaveRoussy

I1RWUH EXW XOWLPH HVW OYLGHQWLILFDWLRQ G fXt@iténehtpatHX U SUj
chimiothérapiequi permettra aux cliniciens de séleaner les sougroupes de patiésn susceptibles de

profiter de ce traitement médical



10



l. CHAPITRE I: LE CANCER DE LA PROSTATE (CAP)

.1 LAPROSTATE: STRUCTURE ET FONCTION

La prostate est uargane génital masculin situé a un carrefour stratégegire la voie urinaire et la

voie génitale.

.L1.1 ANATOMIE DE LA GLAND E PROSTATIQUE

La prostate est une glande exocrine située sous la vessie entre la symphyse pubienne et le rectum
(Figure 1) & 1 H V Wrifafiad musculeylandulaire qui entoure la partie supérieure de l'urétre sur 3 a 4
cmDe OD IRUPH G 1 X G@aHylardekvofdtiqu@éesure 3 cm de haut, 4 cm de large et 2 cm de
profondeur cheain adulte jeune. Elle pés2) a 25 grammed.a prostée excrétedirectement ses
VpFUpWLRQ YV dermep par Grietroégliire te plusieurs petits canaux.

Les vésicules séminales salas glandes accessoigggendues a la prostate. La prostate et les vésicules
séminales produisent le liquide sémirlads canaux déférentgui proviennent des testicules amenent

dans la prostate les spermatozoides qui sont mélangés au liquide séminal pour former lpassamhe
GDQV OfXUqgqWU Hj@aratbRPHQW GH OfF

Figure1: /YDSSDUHLO JpQLWDO PDVFXOLQ
(Adapté deNational Cancer Instituje
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Selon le modele anatomique proposé par Mac Neal en ED®8ostate est composée quatre zones
différentes, une zone antérieure ou le cancda geostate ne se développe que trés rargnune zone

centrale, siege de 8 % des cancers prostatiques, une zone de transition qui donne naissance a 25 % des
adénocarcinomes et surtout une zone périphérique qui elle, est le siége de prédilection de
l'adénocarcinome puisqu'il prend naissance da&tte zone dans 67 % des ¢kggure 2) Ces zones
différentes nesont pas des compartiments clags variations histologiques subtiles (aussi bien dans
I'architecture glandulaire que dans le tissu conjonctif) expliggige le cancer puisse se retroudedes
fréquences différentes, dans les divers lobes.

Figure 2: Les zones anatomiques de la glande prostatique.
(Adaptéde Mac Neal, 196p

.L1.2 ROLE PHYSIOLOGIQUE D E LA PROSTATE

La prostate contient de nombreuses petites glaadéssynthétisent environ 20% du spernha
VpFUpWLRQ SURVWDWLTXH IDYRULVH OD WUDYHUVpH GH OD J¢
spermatozoides. Ce fluide est riche en molécules ionisées (citrate, zinc, polyamines, glycopiotéines)

y trouve également des enzymes (PAP, P8&Alles facteurs de croissance (EGF). Enfin, ce fluide

protége le spermatozoide contre de nombreux agents et facteurs cytotoxiques.
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.2 EPIDEMIOLOGIE DU CAN CER DE LA PROSTATE

Le premier cas de cancer de la pros{&taP)a été décrit chez un homme de 59 ans en 1853 par le
docteur J. Adams, uahirurgien du "London Hospital(1). Actuellementen Fraoce le cancer de la

prostate représente indéniablement un probléme de santé puflifjitV d&nderHe plus fréquechez

O 1K R B&W par le cancer du poumon et le cancer colore@qlHV W Ddédkiéine @ddise de
mortalité par canceril représete 10% des décés par cang@j(3) (Tableau 1).Du fait de son
LQFLGHQFH FURL stdbDvigilliskenient ldé-la@ddulation, le cancer de la prostate va prendre,
dans un avenir proche, une place prépondérdrte Q R P EhbntingS fle plus de 65 ans devrait étre

multiplié par quatre dans le monde entre 2000 et 2060

Cancer

Prostate
Sein
Coélon & Rectum

Poumon

Hommes Femmes Total
Inc. Mor. Inc. Mor. Inc. Mor.
62245 9202 - - 62245 9 202
- - 49814 11 201 49814 11 201
19913 8901 17500 7964 37413 16865
23937 20950 6714 5674 30651 26624

Tableaul: Estimation GH OYLQFLGHQFH GHV FDQFHUV GH
Source:nstitut de Veille sanitaire. (Inc.Incidence Mor. : Mortalité)

.3 LES FACTEURS DE RISQUE

Les facteurs de risque somrincipalement OLpV | &uf loddihes ethniqguesaux habitudes

alimentaires eh des prédispositions génétiques.

/TkJIH

/ITkJH PR\HQ ORUV GX GLDJQRVWLF pWisldé/70%6Hes n@u@esux+es\¥dotH

j

HQ )

GLDJQRVWLTXp\65RuSQuEtQNUN LAMQFLGHQFH DXJPHQWH UpJXOLgl
le cancer de la prostatd VW UDUH DYDQW DQV GHV FDV

60-65 ans(39%) puis brutalement aprés 65 aft. Le CaP est par conséquemt probleme de santé

VD IUpTXHQ

publique important dans les pays développe$oTHVSpUDQFH GH YLH HVW OD SOXV Ol

13



Les Facteursethniques:

Le risque pourds hommesaméricains d'origine noirafricainede dé&elopper unCaP esupérieur a
celui descaucasiens, qui sont, xetmémes, plus a risque que lesatiques. De plus, chez les afro
américains, le cancer se développangplus jeune agell est souvent plus agressif et de stade plus
avancé aumoment dudiagnostic(6)(7). En Frane, on constate une différence entre les départements
francais OHV SOXV IRUWYV Wbs¥ivée GaabdlaBie @tFerl MaRrigiué la population
HVW G fRU Lairicqri¢ (8D RoligiHe ethniquesemble donc jouer un rdle important dans
l'apparition duCaP Un polymorphisme spécifigue du gene codant pour larédactase de type 2
(SRD5A2 localisé en 2p23) a été meés évidence dans les populations noires américaines. Cette
enzyme transforme la testostérone en dihydstostérone (DHT)elle est directement impliquée dans

la croissance et la différenciation prostatique androgié&pendante. Les métabolites de la Dot été
observés a des taux plus élevés chez les sujets mélamesdetr caucasiens que chez katauey9).

Facteur famille & prédisposition génétique:

Environ 10% des cancers de la prostate sont attribués a des causes héréadeaives modk de
transmissiorautosomique dominarfl0). En effet, & risque de développer un CaP est deux fois plus
LPSRUWDQW ORUVTXTLO H[LVWH GHX|[ FDW1GDbepkib @9adlusicbid OD SU
locus de prédposition ont été identifiés @bleau?). Plusieurs variants s{ngle nucleotide
polymorphismsSNP) pour les gend8NASEL/ HPC1, ELAC2 ou MSR1 ont été associés au risque de

cancer de la prostatélormis pour MSR1, le petit nombre de mutations observé dans les familles
DQDO\VpHVYer@ifd» deihl clairement un gene dont les mutations seraient prédisposantes au
CaP héréditairell a été proposé quia prédisposition alCaP pourraitsuivie XQ PRGqOH GfTKpUp
polygéniqug(12).

gene locus Auteur, année
HPC1 peredifry prostate cancer 1 Gephe 192425 1996, Smith et al
PCaP predisposing for cancer of the prostate 1942.243 1998, Berthon et al.
HPCX Xq 27-28 1998, Xu et al
CAPB 1p36 1999, Gibbs et al.
HPC20 20913 2000, Berry et al
MSR1 8p2223 2003, Xu et al
ELAC2/PC2 17pl1 2001, Tavtigian et al.
—————— 16023.2 2000, Suarez et al

Tableau?2: Génes deprédisposition au cancer de la prostate.
Adapté de Ostrander et al., 20048)
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Les Facteurs alimentaires:

Il semblerait que {DOLPHQQIDDWHRE H O T bR Fdr éxidriopfeld rieqied CaPdans les
populatiors japonaigs ou chinoigs vivants aux EtatdJnis est plus important qu#ans celle du pays

G 1 R U @3)u9H alimentation dans ces pays est riche en soja, poissons, thé vert, qui auraient un réle
protecteur. Eroutre, la fréquence duaP au dpon a significativement augmenté depuis que ce pays a
adopté les coutumes alimentaires des pays occidefit@x

Plusieursétudes suggérent une corrélation entre l'alimentation riche en graisse et l'incideda® du
(17). Les hommes qui consomment entf@®@3 et40% de graisseont un risque plus important de
développer un CaP que ceux qui consomment moins de 30% de gfa®&sExfin, une étude récente
publiée er2009 montre quéa consommation deiandes transforméggharcuteries, bacon, saucisses)
augmente le risque de cancer de la progi®ke

Au contraire, ertains antioxydants comme les vitamines E, les lycopénes, le sélénium et le zinc, ainsi
TXH OfDQLV DXUDLH @Qweaitreétddd HaN aSskyReV\Keviawbhtoelh role protecteur

du jus de grenade dans le cancer de la prostaterctghaiurrait induire O D S Rdge$VdéeNilds

tumoraleset inhiber la prolifération tumorai@ vitro (20).

.4 CARACTERISTIQUES CLIN IQUES DU CAP

.41 CONFIRMATION DIAGNOST IQUE

DIAGNOSTIC CLINIQUEDU CANCER DE LA PROFATE

a) les symptbmes
A un stade précoce, le cancer de la prostate est asymptomatique et sa dépeuveitee fortuite
6HORQ OH YROXPH WXPRUDO HW OfHQYDKLVVHPHQW LO SHXW |

hématurie ou hémospermie.

b) le toucher rectal
Le toucher rectaSHUPHW DX FOLQLFLHQ GTH[DPLQHU ODsSthlR¥tS8DWH HW
texturea travers la paroi rectal&ne prostatetumoralea une consistance plus dure que la prostate
normaleet peut étre nodulair®'autres causgseuvent néanmoins provoqueF LQGXUDWLRQ SURV!
calculs prostatiques, prostatitéibrose postopératoire ou bien infarctus prostatiqudc {DEVHQFH
GTLQGXUDWLRQ DX WRX®HB W p\NHHFQWHIHO GQ KHY FDXQW HLD V
Le toucher rectal permet aussi de connaitre I'extension locale de la tumeur prosGsjpredant,d

taux de détectiorest inférieur a celui obtenu par le dosage du PSA seul ou avec les modalités

combinées. Enavanche, il est complémentaire dosage du PSA sérique et peut augmenter le taux de
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détection de cancer de la prost@e), notamment chez les patients dont le PSA est inféaidling/ml.
Le bilan biologique doit étre effectué a distance du toucher rectal pour éviter les faux. positifs

LES MARQUEURS PROSTAQUES

A ce jour, le marqueur biochimique principal utilisé dans le CalPaesigéne prostatique spécifique
(PSA). Le PSAa été découvert par Wang en 1979. Depuis les années 1980, le PSA est devenu le
marqueur sérique le plus utiliséyr le dépistagele diagnosticet le suivi du cancer de la prostate. Le

PSA (KLK3) est une sérine protéase appartenant a la famille des kallikrpiimrespalement sécrétée

par les cellules épithéliales prostatiques. Cette protéine est présente dansidéesiéminal et a pour

réle de cliver des facteurs contenus dans le sperme pour faciliter sa liquéfaction. Elle joue également un
réle dans la carcin@gése prostatiqu@?2).

Dans des conditions pathologiques telles que I'hypertrophie bénigne ou le cancer de la pnastate
augmentation du taux de PSA dans de sang est observée. Il existe en effet une corrélation entre le taux
séique de PSA et le volume prostatique. Le taux de PSA est difficile a interpitétipend de
plusieurs facteurs: le volume de la prostate, la masse tumorddedegré de différenciation de la
prostate.Un faible taux de PSA peut correspondreine pete prostatesainemais également a une
prostate néoplasique trés différenciée. Il est admis toutgfi@ida valeur normale est comprise entre 0

et 4ng/ml, un taux de PSA compris entre 4 et 10 ng/ml est doutsux valeur supérieure a Hg/mi

doit faire suspecter un cancer, une valeur supérieure rig#al doit faire suspecter une maladie extra
capsulaire et une valeur supérieure a 100 ngdmlcancer métastatiguee PSA est également un
indicateurde la réponse aux traitements. Une bonne réponse aux traitements est représentée par une
chute des PSA. Une augmentation de PSA sous traitasehabituellement un signe pieogression et

peut rWUH GIXQH UpV LV WacQrihaboxhisblodigleVest meispatisable pour établir un
diagnosticde certitude.

Les taux de phosphataseacides (PAP) ou des phosphatases alcalindPAL) ne servent pas au
diagnostic mais uniguement au suivi des patidrdgs. PAL sontun facteur pronosiueimportant dans

la maladie métastatiguesseuseToutefois les phosphatases alcalines n‘augmentent pas toujours en
proportion du volume tumoral des métastases osseuses tenligs quand l'activité ostiblastique
QTHVW SDV SUpGRPLQDQWH

LES BIOPSIES PROSTMQUES

LD FRQILUPDWLRQ GX GLDJQRVWLF QH VTHIIHEMpXHetEXHeSDU EI
SUpPOHYHU GHV pFKDQWLOORQV GH SURVWD W-patt®IRgiste. TeXTLOV \

biopsies doivent étre multiples et bilatérales. Elles peemietnotamment, de préciser le caractére
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unilatéral ou bilatéral du cancer, le score de Gleason, le pourcentage de cancer sur chaque biopsie et
éventuellement de détecter une extension givatatique.

Cependant, seulement trois quarts des cancersismntostiqués a la premiére série de biopsies. Cette
IDLEOH VHQVLELOLWpP VIH[SOLTXH SDU OH IDLW TXH FHV ELRE
généralement pas visible en échographie. Par conséquent, les préléevements ne peuvent étre concentrés

dans la zonesuspecteEn cas de doute, une deuxieme série de biopsies doit étre réalisée.

.42 ANATOMOPATHOLOGIE DU CAP

Le CaP se développdans 70% des cas au niveau de la zone périphérique de la pebplaterarement

dans la zone de transitiau la zone central€23). En majorité les cancers de la prostaent des
adénocarcinomede plus souventmultifocax. Le CaP peutenvahir les organes de voisinage en
commencant par la graisse pSIURVWDWLTXH SXLV OHV YpVLFXOHV VpPLQDOF
par une dissémination métastatiguéférentiellement au niveaganglionnairest osseux

/ITH[DPHQ KLVW pRaddnfaXgdurH\ddar le diagnostic &ablir une classification de la

tumeur a visée pronostiT XH TXL S bddfedd 86 priG4 en chargeultérieure /TfpYDOXDWLRQ
anatomopathologique repose sur le score de Gleason.

Le scorede Gleasorfait partie des critees pronostiquesistologiques et se base sur le degré de
différenciation tumoralé24). Il V § p Y énGoxd¢tion dudegré de diffénciation des cellules tumorales
etdeOTLQGH[] PLWRWLTXH DFWLYLWpcBdd&R@dabptGIHW L)Y H @ fip /D BADA K
additionnant le grade des deux contingents tumoraux prédominants et les plus agressifs. Il tient compte
GH O 1 Kn#ité puniRrale epermet de distinguasing groupeshistopronostiqued_e grade G1 est le

plus différencié, lgradeG5 le moinsdifférencié(Figure 3. On distingue8 groupes selon ce scare

- les tumeurs bien différenciééS1 et G2). score 2 a 4

- les tumeurs moyennement différenci€@8): score 5 a 7

- les tumeurs peu ou pas différenci€@d et G5) score 8 a 10

Ce score est nécessaire a la prise en charge thérapeutique cam étesttecorrélation avec la survie.

Figure 3: Représentation des grades histologiques du cancer de la prostate.
(Adapté de Gleason DFUrologic Pathology: The Prostate. Lea and Febiger, Philadelphia) 1977
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.43 CLASSIFICATION TNM

Parallélement a ces grades histologigilesxiste unestadification clinco-radiologiquedu cancer de la
prostate Cettestadification revét une importance particuliere pour la prise en charge théqapeut

La classification TNM est une classification internationale éyailuel'extension d cancer a pantide
trois critéres:

-T pour la tumeur primitivet son envahissement local

-N pour la présence de ganglions envahis

-M pour la présence de métastases

Le TNM permetGfpYDOXHU OH YonpbookticeMdeppeQideHds thérapies adaptées.

Malgré l'utilisation des nouvelles techniques d'exploratiadiologique la classification des cancers de
la prostate reste difficile, en particulier au stade localisé, et la stadification est bien souvent sujette a une

marge d'erreur.

Dans le cas @k cancers risque intermédiaire ou élevé bilan d'extension est réalisé. Il comprend

une scintigraphie osseysee IRM pelvienne ain scanner abdonmirpelvien.

I.4.4 CLASSIFICATION DE 'fAMICO

Ces différents paramétres permettent de classer le cancer de leefdomstieé en 3 groupes cliniques
GITpYROXWLRQ GLIIpUHQWH /D FODVVLILFDWLRQ GH GY$PLFR XW
PSA pour établir des groupes dont le risque de rechute est diff2sgnt

- Cancer de la prostate localisé a faible risgB8A< 10 et Gleason < 6 et stade T1lc ou T2a

- Cancer de la prostate a risque intermédia*€A entre 10 et 20 ng/niileason = 7 et stade T2b

- le cancer de la prostate localisé a risque él&&A > 20 ou Gleason > 7 ou stad€2c. Il suffit

d fwvoir un seul de ces 3 critéres pour appartenir au groupe a haut risque.
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.5 STRUCTURE CELLULAIRE DE LA PROSTATE

Le tissuprosetique HVW FRQVWLWXp GTXQ VWURPD ILEURPXVFXODLUH HW
une membrane basale et une matrice extracellularprostate est séparée des structures adjacentes par

une bande de collagéne appelée capsule prostatique.

Le stoma fibromusculaire est principalement composé de fibroblastes. Il comprend également des
cellules musculaires lisses, des nerfs, des cellules dendritiques et des vaisseaux sanguins.

Le compartiment glandulaire refgente 60% du tissu prostatiqleestt RUPp GIDFLQL FRPSRVpV
types cellulairegFigure4).

Figure 4 : Les différents types cellulaires de la prostate.

(Adapté d et al, 2000)

1. Lescellules sécrétrices
& KH] O 1D GXanwespomsabledide la sécrétion du liquide prostatitjles sont différenciées,
nonprolifératives et bordent la lumiére de la glande prostai(ig@¥27). Elles expriment les marqueurs
cytokératines (CK)8, CK18, le récepteur des androgénes (ARhsi que divers marqueurs de
différenciation comme le PSA et la KR (28)29). Elles nécessitent une exposition continue aux

androgénes pour leur sun{i@)31).

2. Lescellules basales
Les cellules épithéliales basalemoins nombreuses que les cellules luminakent des cellules
prolifératives androgénmdépendantes. Ellesxpriment le marqueur CD44 et les cytokératines (CK) 5
HW PDLV QYH[SULPHQW SDV OH 36%
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3. Lescellules neuroendocrines
Peu nombreuses et dispersées entre la couche basale et la couche luminale de la glande, ces cellules ne
SUROLIqQUHQW SDV HWR.(Hed [&primBrid QRE, BIDaf 18) Hinsi que les marqueurs
neuroendocrinesomme lachromogranine Ala somatostine, la neurone spécifique énolase (NS&),
la bombésie. Les cellules neuroendocrines sassuesdes cellules souches et agissent de facgon
paracrine sula prolifération et la différenciation des cellules environna(82%

.6 LA CANCEROGENESE PROSTATIQUE - ETHIO LOGIE

/{HV PpFDQLVPHV UHVSRQVDEOHV GH OYLQLWLDWLRQ HW GH O
partiellement corms. Il QTH[LVWH SDV SRXU OfLQVWIXQW HEH HVR\E HOGI A R
completement l@ancérognése prostatique.

Dans la tumorifQqVH SURVWDWLTXH OfLQIODPPDWLRQ FKURQLTXH G
prostatites ou de stress chiméget physique, ainsi qua présencele génes de prédispositiofmuent

un U{OH GDQV OfLQE3Y Parwiléeie, G XW3BHV DFWHX8s¢ pdostatgue W X PR
FRPPH OYDFWLYDWLRQ GYfRQFRJgQHV OYfLQDFWLYDWLRQ GH JqQ
GH OfLQWPpPJULWpP GX JPpQRPH MARME®W DXVVL XQ U{OH LPSRUWDQ

Le rdle de ces différents génes egtrdlé dans ce chapitre.

.6.1 MECANISMES IMPLIQUES DANS LES PHASES INITIALES DU DEVELOPPEME NT
TUMORAL

Dansle CaP,0 QTH[LVWH SDV GH PXWDOMRRQAM L& G X1 SUR BKOWXV GH !
UHWURXYH SOXW{W GHV PRGLILFDWLRQV GYfH[SUHVVLRQ GH J
processus néoplasique. Récemment découvert, le gene de fusion TMBRGSMtervient
certainement dans le mécanisBO LYV QH OfH[SOLTXH SDV j OXL VHXO

METHYLATION DE GSTP1

[TTKASHUPpW &'t Qb VWIéRe@BNt précoce de la carcinogéneden favorisant une hyper
condensation de la chromatine, cebd EORTXH OYIYDFFHVVLELOLWpPp GH OD FK
transcription et empéche la transcription des génes cif3d3 GSTpi ou GSTP1codant pour la
glutathionS-transférase esé premier ggne &€ GLp GRQW OJH[SUHVVLRQ HVW UpSUL
dans le cancer de la prostatéhyperméthylatiordes Tlots CPG du promoteur GSTIe4, observéalans

90% des adénocarcinomes prostatiques, 70% des néoplasigwrastetiguegPIN) de haut grade et
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MDPDLV GDQV O/ pSay8sKLa@lutitRiodg-RanstddaSe est une protéine impliquée dans le
mécanisme de détoxification dansla protection cooH OH VWUHVV R[\GDWLI /D SHU
GSTP1par méthylation augmente le risque de dagesde [1$'1 HW VHQVLEIE® BbkH OHV
phénomeénes de carcino@gVH LQGXLWY SDU OfDOLPHQWDWLEQ38PLtaYV R[\GD
méthylation de GSTP1 peut étre utilisée comme un marqueur de diagnostic du cancer de la prostate
(35).

NKX3.1

Les délétions partielles du chromosome 8 sont fréquemment retrouvées dans les cancers de la prostate.
La délétion 8p est un événement précoce de la carcinogénese prostasgnee au stade P(S9).

Parmi les génes localisés en 8p, on retrouvgéiee NKX3.1, codant pour une protéingnomebox
impligXpH GDQV OD PRUSKRJpQQgVH GHV FDQDX[ SURVWDWLTXHV H\
fonctions sécrétoires par les cellules épithéliales prostatiguasprotéineNKX3.1 est normalement
H[SULPpH SDU OYfYpSLWKpO EtXeBt akafe \d&¥ PW &t T dell ceuRY) EYdr@liales

tumorales Les délétions de la région codant pour ce gene sont observées dans prés de 85% des
adénocarcinomes prostatiqud®). /D GLPLQXWLRQ GH OTH[SUHVVLRQ GH 1.; (
de la carcinognése prostatique induit la seaspression de g&s euxmémes impliqgués dans la

carcinognese prostatique comme PTEM).

GENE DE FUSION TMPR&-ETS

En 2005,e gene de fusioMMPRSS2ETSa étée GpFRXYHUW SDU OfpTXLSH GH 7RPOL
SODFH OD VpTXHQFH FRGDQWH GYXQ IDFWHXU GH WUDQVFULSW.L
GHV DQGURJgQHWN a2t la0dpdV préfotribadl gemMPRSS2 Le vaiant le plus
fréqguemment retrouvinpligue 2 génes situés sur le chromosome 21: TMPRSS2 et ERG. Ce géne de
fusion est retrouvé dans environ 70% des adénocarcinomes prostiigliees génes de la famille

ETS codent pour des facteurs de transcription intervenant dans les voies de signalisation régulant la
croissance cellulaire, la différenciation, la réponse au stress et laganésie(43).

Le géne TMPRSS2 codwmur la sérire protéase transmembranaire 2 esli une protéine multimére a

domaine sérin@rotéae contrblée par les androgéneslle est fortement exprimée au niveau de la
prostate(44) et sa surexpression a été observée davisom 40% des adénomes prostatiq(#s). Le

géne TMPRSS2 posséde dans ses promoteurs des séquences androgénodéjseRdant ékmeficeQ

GTXQH VWandoxgenpigllImEWLEDBER@U OD | XVIER®eST (e3fmbghblde la
surexpression des facteurs de transcription EH63 Il a été proposé que cqmburrait conduire a une
reprogrammation épigénétique, une siigation de la voie WNT et une répressides voies de

O 1D S R(BA R&/ phénoméne palUDLW H[SOLTXHU O¢YLRSHWUMD BFdtadesX JgQt
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précoces de la maladi€ependantce géne de fusRQ QYHVW SDV VXIILVDQW SRXU HJ[
prostatique.

CELLULES SOUCHES ECARCINOGENESE

Dans le cancer, les tumeurd H FRP SRV HQWle Gdietdgéhnéité cellulaire (morphologique,
SUROLIpUDWLYH HW GDQV OfH[SUWHVNXR ® RGH OPHDW TXROGER J-HROQ Y
proposépour expliquer cette diversi{é8):

Modéle classique

Toute cellule LV V X HtigSY Wé€mnesi elle estdifférenciée, SHXW j OD VXLWH d@&H OfDFI
mutations dans des génes oncogenes ou genes suppreedeansur, proliférer de fagon indéfinie et

former un clone tumoral indépendaAu fur et a mesure de la progression tuahgrle clone le plus

agressif et le plus apte a surviwst sélectionnédDans ce modéldit FODVVLTXH LO QYH[LVWH !
hiérarchie entre les différents clones et toutes les cellules peuvent contribuer de maniére équivalente a la

croissance de laumeurt

Modéele hiérarchique

Les cellules souches représentent environ 1% des cellules prostatiques, elles possedent un potentiel
réplicatif illimité. Capables de donner naissance aux différents types de cellules prostatiques, elles
SHXYHQW Uépithelmlsétidto@edpres un traitement avec dasdrogenes chez les animaux
castréq26). Bien que les cellules souches soient décrites comme appartenant au compartiment basal,
une étude récente montre leur présence dans le compartiment [(#8n&uite a la dérégulation des

voies de signalisation qui contrblent leur mitose, les cellules souches donnent naissance a des cellules
aberrantes mal différenciéekes cellules souches cancéreu&SC. Dans ce modeldées CSCsont les

seules a avoir la capacité de proliférer de facon indéfinie et de donner naiasautes les autres

cellules tumorales Ces derniéres ont un potentiel de prolifération limiBarmi ks altérations
UHVSRQVDEOHV GH O §iDp®sSWw UFLWIHRLD OIPH 8 Wpe8HQFH GH Of°VWURJQg
voies hedghog,Batenine et-dyc.

Actuellement, la méthode expérimentale permettant de définir la présence de CSC dans une tumeur
humaineest la transplantation de ces cellules chez la sourisinodéprimé, généralement au niveau

du sinus rénal (grand apport en oxygéne et en nutrgndingst alors impératif que la tumeur résultante
posséde une morphologie similaire a la tumeur originelle, confirmant ainsi la capacité de se différencier
vers les différentes lignées cellulaires. Les CSC sont isolées de nouveau a partir de la xénogreffe et
UHWUDQVSODQWpHY HQ VpULH FKH] GIDXWUHV VRXULVY SRXU YD

Cesdeux théories ne sopias mutuellement exclusives médisemble que certains types de tumeurs
VXLYHQW SUplpUHQWL ide&ceaHdRel® W OTXQ RX OYDXWUH
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[.6.2 MECANISMES IMPLIQUES '$16 /1(92/87,21 C&P

I THQVHPEOH GHV JgQHV HW GHV PpFDQLVPHV LPSOLTXpV GDQV O
5.

Figure 5 : Evénements moléculaires impliqués dans la cancérogenése prostatique.

(Adapté d et al., 2000)

C-MYC

/ Hncogena-Myc est codé par un ge situé au niveau de la zor@qdu chromosome(B80), régionla

plus fréquemmeraltérée dans lesancersetparticulierement dans le C4P1). La protéine éMyc joue

XQ U{OH HVVHQWLHO GDQV O YK BwPPrpgriviatt D&/ hoirhbFebixQ@EnEsDrBplohsel HQ D F
aux signaux du micrenvironnement cellulaire,-O\F SHXW UpJXOHU XQ ODUJH VS|
biologiques distinctes, telles que le cycle calid, la croissance cellulardd {DSRSWRVH OfLQ)\
génomique, RX HQFRUH O 1D-RyL Bsf plairgividiit ud.oncogene qui participe a la
trangormation cellulaire et par conséqueantprocessus de tumosgese.

Plusieurs mécanismes aboutissant a la dérégulation-Mygc cont été obserg Ces mécanismes
impliguent OD WUDQVORFDWLRQ OYDPSOLILFDWLRQ GX JgQH RX GH)
cancer de la prostate8 variants généues du loas 8924 situé juste a coté dungecmyc, nt
fréquanment retrouvésians la population etost assoofs a un risque élevéle CaPR, suggéant une

implication de eMyc dans la cancérogenése prostatiq68). De plus, i a été montré que
ITDPSOLILFMYE R Criélét dvec la progression tumorale, le grade et un mauvais pramostic

CaP (53) (54). Une autre étude a montré quamplification dugéne cMyc est associéea un haut

pouvoir métastatiqgue desdibns(51).
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PTEN

PTEN (phosphatase and tensin homolog) est un gene suppresseur de tumeur localisé sur le chromosome
T ,O FRGH SRXU XQH HQ]J\PH XQH SKRVSKDWDVH DQWDJ

modérateur du cycle cellulairde PTENest lié a la régulation égative exercée sur la voie de

signalisation de la phosptinositol3-kinaseAKT (PI3-kinase $. 7 (Q HIITHW OYDFWLYDWLR

AKT entraine une rétention cytoplasmique de p27 Kipl et une augmentation de la prolifération tumorale

SDU L QKL EpopasEE3)(&5)HPTENntervient également dans le maintien du cytosquelette et la

migration cellulairg57) /L QD FW L YENWStfREQueBtélaBcours du carcinome prostatique. Elle

résulte le plus souvent de délétiof8), moins fréquemment de mutatio(&9) ou de phénomeénes

transcriptionnelg60). La perte de PEN semble corrélée au stade tumpsila étéobservée dans plus

de la moitié des formde CaPmétastatiquets6)(61). ' D X W U H Vimanitkebt Gu Xa] perte de PTEN

pourrait égalementétre impliqguée dans les stadesépoces duCaP (62). Combinée a la perte de

NKX OD SHUWH G Y H]JSddtrhysddidr @ uBepliB7njduvaise évolution desoares

prostatiquepar rapport a la seule perte de PT@EUN)63).

LA VOIEWNT/ECATENINE

La Ecaténine est une protéine de 92 kDa, initialement décrite comme faisant partie intégrante du
s\VWgPH GYDGKpVLR Q$ X MPKHIGHHXQ coasldéréeHcomme une oncoprotéine
VXVFHSWLEOH GYDFWLYHU OD SUR®été momréd/dquBeCphEndméadd, @KLEHU C
outre, lié a son intervention dans la voie de Wnt qui astéecde facon aberrante dans plusieurs types

de canceren particulier le cancer du col¢d4).

Le rble de la voie WntEcaténine D QV OH FDQFHU GH OD SURVWDWH QYD SDV
(65). Cependant, il a été rapporté gaeslurexpression fiXa@riain nombre de ligands et de récepteurs

de cette voienotamment les protéin&gntl, Wnt5a, Wntll, WIFIlcorrespond an événement précoce

de la carcinogenése prostatigueb QV OH &D3 FRQWUDLUHPHQW DX FDQFHU C
mutation au niveadu géne APCPar contre, des mutations deBzaténineont été retrouvées avec une
IDLEOH IUpTXHQFH ,0 D pW@HPRIQW B K WDBW LRI LWWWH QHY SRQVD |
IésionsHGPIN FKH] O Y ®&) (67Dl délocalisation de leecaténine estorrélée au score de
GleasonFKH] OfK®RPPHMH[SUHYVYV LERAENIGeHet @ Dgand Wntl, augmente avec le
phénotype invsif des tumeurg69). Les résultats obtenus montrent qUEDFWLYDWLRQ GH FHW
signalisation entrainerait la surexpressi@nrditogénes tels queryc, cret, Cox2, cyclirRD1(70). Il

existe aussi des interactions entre la Wdat/ Ecaténineet la voie designalisation du AR ce qui
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suggereque la voieWnt/ Ecaténinepourrait étre impliquée dans les mécanismes de résistance a la
castration(68).

LA VOIE HEDGEHOG

La voie SHH(sonic hedgehogpue un réle fondamental au cours du développement embryonnaire. Son
implication dans la cancérogenésétadémontréeces derniéres annédsa voie de signalisation SHH

est dérégulée danglusieurs typs de cancerElle participe a la tnsformation maligne de différent
types cellulairessoit par mutation de certains de ses composants, soit par son activation alearante.
surexpression du ligand SHéhtrainejn vitro, une activation déacteur de transcription GLI1 résultant

en une surexpression de cycline D1 #flyc, participant ainsi au maintien de la croissance cellulaire
(71). La surexpression des composants de la voie de signalisation hedgébégontréedans des
formes agressives et métastatiqguescducinome prostatique. Le blocage de la voie hedghog dans des

xénogreffes de CaP chez la souris aboutit arégeession de la tume(ir?2).

LES ANDROGENES

La testostérone est le principal androgéne circulant. Elle est produite de fagbaxglusive (plus de

95%) par les cellules de Leydig du testicule, situées autour et entre les tubes séminiféres de la glande
prostatique(73). D § D X \ahdrbigénes GLWYV 3D QG U R JqQdait égatethehp ybri@@tisidsQevt 3

faible quantité par lglandesurrénale. Le précurseur principal des androgénes est le cholestérlgsmais
androgénes peuvent également étre synthdiadss cellules de Leydig a partir de l'acétate.

/IHV DQGURJgQHV MRXHQW XQ U{OH FUXFLDO GDQV OH GpYHOR
O T KR PPaHs les cellules prostatiques, le métabolite le plus actif des androgénes est la
dihydrotestostérongui résulte de la transformation de la testostérone pér.ledductased.a DHT se

lie avec une grande affinité au récepteat D Q G UeR & ¢ Qipéxe DHIAR active la transcription

des génes cibles , 0 HQ UpVXOWH OfDFWLY De¥dndrQueegixndit vheplace GH Jq
prépondérante dans le développement et la croissance du cancer de la prostate. Les androgénes sont
impligués dansd contréle de trois processusinduction de la prolifération des cellules basales,
I'inhibition de la proliération cellulaire quand la prostate a atteint sa taille maxigtdli@hibition de

l'apoptose des cellules endothéliglés).

Dans la prostate normale, |ddR sont expimés par les cellules sécrétricéH OfpSLWKpOLXP HW
cellules musculaires lisses du stroma. Dans le CafR lest exprimé par la majorité des cellules dans

le cas des tumeurs bien différencig@®). Contrairement aux cellules épithéliales de la prostate
normale, la croissance androgatépendante des tumeurs prostatiques ne dépendigdumolécules
PpGLDWULFHY OHV DQGURPPGLQHV VHFUpWpHV SDU @RV FHOO.:
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des cellules cancéreuses par les androgéf®é/7). Les cellules cancéreuses prostatigues semblent

moins dépendre des androgénes pour leur esrd). Dans les modéles animaux de carcinogenése
SURVWDWLTXH OD SUpVHQFH GIDQGURJqQHV HV¥WEpeU(H). XLVH S
Différents polymorphismes d&R, ou de génes impliqués dans le métabolisme des androgénes, ont été
associés au risque de survenue du cancer de la pi@tate

Leshommes castrés et les individus déficients emégluctase ne développent padéton cancéreuse
prostatique(81). Néanmoins, ¥ FXQ OLHQ QYD pWp pWDEOL HQWUH GHV FRQ
testostérone et DHT et le risque de survenue du cancer pros{8@jue

Androgénorésistance
Le récepteur desndrogéne HVW DPSOLILp GTXQH IDOoRQ KpWpURJqQH DX VHL
30% des CaR83). /TDPSOLILFDhdoRa@t fdu¢ Idsgrécepteurs deslrogenes suggere que la
protéine est surexprimé@B4)85). &HWWH VXUH[SUHVVLRQ ,Qfi BMfisant8@V LQGL
OYDSSDULWLRQ @&figerdand®@&) U3 pr@shitats suggerenOfH[LVWHQFH G1D
PpFDQLVPHV UHVSRQVDEOHYV Plsieuts Thypotoase’ bptQiRjid @l¥ctitéaMobu® F H
H[S O L andkbgenor§sistance
A, /fDXJPHQWDWLRQ GH OD VIQWKqVH GH WHV@RVWpPURQH j SD
B. Des mutations au niveau du géroalant pour les récepteudes androgenes
Ces mutations ont étécrites dans 10 a 50% de Cap androggdépendants et sont dues a la
SUHVVLRQ GH VPOHFWLRQ H[HUFpH SDU O fitt@nvherd RaQI® HP H Q W
thérapie anttumorale(88). Ces mutations guvent avoir comme conséquen€efpODUJLVVHPH
du spectrale la spéciicité du récepteur des androgénesaviy LV G TdDéxowidg idndogénes
et exogénes comme le cortig@9), les ° VW U R du l@gpbrogestatié (90). Les mutations
peuvent également provoquetfdtivation di AR par les moléculesanttandrogéniques
périphériguesR X H Q FRaRtiMaldonCehnstitutive du R indépendamment de la fixation du
ligand (70)70)69). /TH[LVWHQFH GH FHW rRistWpIatd BVQBE YW RN DSLH
DQGURJIpPpQLTXH HVW XQ IDFWHXU GH ULVTXH7/GQH GpYHORSSH
C. La surexpresion df X&grtains nombre de eactivateurs des récepteudes androgénes au
niveau de la formation du complexe transcriptior@idant ces derniers sensibles a de plus
IDLEOHYVY FRQFHQWU@SNILRQV GTIDQGURJIgQHV
D. La perturbation deslifférentesvoies accessoireGIDFWLYDWLRQ GHV UpFHSWHX
telles que les voie&GF,Her2 et MAP Kinase, I8, AKT (70).
E. /1DFWLYDWLRQ &ldteiriz EYi Rffel la ¢CAteninese lie auAR et agit commain
co-facteur, amplifiant la transcription ou l@#rgissant sa sensibilité a ddigjands non
conventionnel$92).
,O D pWp PRDBMIH@aKifHENES ou de leurs récepteurs, plusiaies de signalisation sont
perturbéescomme les altérations des génes sugaesde tumeurs B3 ou B par exempleainsi
TXTXQH LOQKLELWLRQ GH OTDSRS@RVH LPSOLTXDQW OD SURWPLQ
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LA PROTEINE P53

La protéine p3 est un suppresseur de tuméd) frequemment muté dans les cancers humains en
général, et dans le cancer de la presex particulier La fréquence des mutations P53 dans le CaP est
variable entre les différentes études (8286). Elles sont rares dans les stades primaires et plus
fréquentes dans les stadesmncé, androgéno indépendardt dans les CaP métastatiq(85). Le rble
SK\WLRORJLTXH GH OD 3 HVvW GH JDUDQWLU OH PDLQWLHQW GH
L 9 D X J P ldrQd&/ Bswhthése de p5&n réponse a un stress cytotoxicuntrainele blocage du cycle

cellulaire etprovoqueO D SR®W RV H

Dars le C#, les mutations de la séquence codante B gntrainent un dysfonctionnement de
OfDSRSWRVH HW IDYRULVHQW OYDFFXPXODWLRQ GH FHOOXO
VXVFHSWLEOHV GYfHQW U D v Q Hibdégepdant8Hh Redardhe UDMD IERR @ PIXQ@® WRLR@ F
SURWPLQH 3 DX QLYHDX GHV PpWDVWDVHVY GDQV OD PRHOOH

tumorale ni avec la survig€97).

02/(&8/( '1$'+(6,XELLULAIRE

Les molécules EFD GKp U LFRIHWIHQYLQH DVVXUHQW OYDGKpVLRQ LQWHUFHO
favorise la migrationdes cellules tumoralesvec l'invasion locale puis leutissémination par voie
hématogénet la progression vers dsiesmétastatiques

'‘DQV OH FDQFHU GH OD SURVW D WabdhénbinflaéhteWaHprapfddafichdesy VLR Q
métastase en provoquant leétachement de la cellupro-métastatiquade b tumeur primitive een
augmentanta mobilité cellulaireg(98). /D SHUWH G { H[ Sdadhgrivide®R Cori@lée auf {umeurs

peu différenciées et an phénotype invasiDe facon paradoxale, une surexpressidfqadhérinea été

observée dans les formes métastatigGesisuggére que son expression pourrait étre diminuée par des
modifications postraductionnellesomme laphosplorylation au cours des mécanismes de migration,

puis étre rétablie au niveau du site métastat{ga¥100).

La [Fcaténineest unePROpFXOH G9{DGKpgy MHQ CAHCa@hEDE pat lHon domaine
intracytoplasmiquelL TH[ S U HV V L Rd2 lalkg®Ranirddanddes tumeurs de la prostate est associée

a un mauvais pronostiElle est aussi connue comme étant une oncoprotéine cappbds un passage
intranucléaire GIDFWLYHU OdeligavdiOAIQ U DEMH. IR @PDSRSWRVH
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1.6.3 PROCESSUS METASTATIQUE

Dans le CaP, les sites métastatiques les plus fréquents sont ganglionnaires etLessaatastases
osseuseseprésergnt plus de 90 % des métastases a distabes métastases ont éégalement
retrouvées dans les poumons, le foie et les glandes surrétalesaniére réguliere mais trés peu
fréquente ' I1DXWUHV ORFDOLVDWLRQV VRQW EHD XaEdnXDuSorky ded DUHYV

cas cliniquescomme par exemple les métastases cérél{fidlasy

Figure 6 : Acteurs moléculaires impliqués dans le processus métastatique osseux du CaP.
Adapté de (Roodman GD, et al., 26Qlorrissey C, Vessella RL, 2007)

Les métastases osseusesit détectéeapproximativementhez 70% des patientgui meurentG X Q

CaP Les métastases osseuses correspondent a un stade avancé, ddle€aBnt incurableset
responsables de la mortalité due au CHEHB). Leur apparition affecte le pronostic vital et détériore la

gualité de la viedu fait des complications provoquées commes Houleurs, les fractures, les
compressions médullaires lesanémis, etc «

Les sites métastatiqgues osseux préférentielSal sont les osudbassin, les vertébres et le aten. 1|

existe deux catégories de métastageseuses les métastasesstéoblastiques abstéolytiques. Les
PpWDVWDVHY RVWpPpREODVWLTXHY VRQW FDUDFWpULYpdM SDU XC
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entraine une augmentation de la densité oss@esle cas @s lésions ostéolytiquesadgmentation

GH OfDFWLYLWp GHV RVWpRFODWRRW U QMIHFPHYHNODFH p V)R ®WRE
cancer du sein ou les métastases smjoritairemenbstéolytiquesles métastasdu CaPsontle plus

souvent ostéoblastiques mixtes.

La formation de métastases osseuses associe des mécanismes communs a toute dissémination
métastatique (chimiotactisme, invasion tumorale) et des mécesispécifiques au tissu osseux
(adressagédescellulestumoralesa l'os stimulation de la résorption ou de la formation osgeuse

La dissémination métastatiquest un processus complexe mytWDSHV FRQVWLWXp GfY
GIipYPQHPHQWYV & &re@d celluie HUNDrelgV et BGh environnement. Toutes les cellules
tumorales ne possédent pas la capacité de métastases 1Sal#% ds cellules qui se détachent de la

tumeur primaire possede OH SRWHQWLHO GH VXUYLYUH HW GH VH QLFKHL
précoces du processogtastatiqug O RV QpPHVE p WHH@QRMS SHPHQW GTXQ UpVHDX
OD WXPHXU OD SHUWH GHV SURSULpW pVim@gesaaid leR ¢ellides/ O D F
tumorales passentlans la circulation sanguind'installation sélective dans l'os nécessite un
chimiotactisme spécifigue du microenvironnement osseux, une adhérence sélective au niveau de la
moelle osseuse O  H[ S U H fastéuirs@e Grbissance et unatrice extracellulaireMEC) appropriée

(104) Cesinteractions entre la moelle osseuse et les leslloancéreuses ont été évoquées pour la

premiéere fois paPaget qui a décrit la théorie de la bonne graimke ket bonne terr¢l05).

A. 0(&$1,60( 'Y,175DTIO6

Lorsque la tumeur primairgteint une taille de 1 mm de diameéses besoins en oxygene et nutriments
augmententce qui entrainefO TpWDEOLVVHPHQW G-%iXgpgéhigué: lé Réyabpidedeptv’ S UR
de nouveaux vaisseaux pour assuses besoins en oxygéne et en nutriments. Pour créer cet
environnement angiogéniquées cellules tumorales vont synthétiser et produire des factkirs
croissanceSDUWLFLSDQW | O fpdsbPealRtblDiWd IR QEGEH N b®@RRou le PDGF et

P R G L | &dresson derécepteurs membranairB6&FR etVEGFR a leur surfac€106). De plus, les
FHOOXOHV PpWDVWDWLTXHVY SURGXLVHQW GLIIpUHQWHYV PpWDO!

induisant la dégradation de la MEC.

3RXU SRXYRLU TXLWWHU OD WXPHXU SULPDLUH OHV FHOOXOH
(OOHV SHUGHQW O THI[CRU AasioR RoleaiHeinpSOBl0T X pHY GDQV OYDGKpVL
cellule et cellulesMEC comme les cadhérinesCeci augmente leurs capacités invasives et
métastastatiques. Dales lignées cellulaires obtenues a partir dgastases déaPcomme les cellules

C4-2, LNCaP et PC3, on observe uperte de laE-cadhérine(107). Aprés la perte des propriétés

G 1D G Kle¥/deRil@s envahissent et dégradent le stroma prostatique pour accéder aux vaisseaux.
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Par ailleursl TK\SR[LH HVW XQ IDFWHXU P DM H X tiqueDDeR &udesDoft Wiorirél SURF
TXH OTK\SR[LH GHV FHORONXWOMHW LWXHWR FIRQKK LVDLW j XQBH DXJPHH!
protéinesimpliquées dans la migration eD TLQ Y D VLR Qomm& PR NMMR34insi que dans
OTLQKLELWLRQ GHV HER&p&iXeIB8Y GTIDGKpVLRQ

B. DISSEMINATION DES CH.ULES TUMORALES DASI LA CIRCULATION

/IH GpYHORSSHPHQW GX UpVHDX YDVFXODLUH OD SHUMH GIDGI
OfLQWUDYDVLRQ W X P RdgDodlHlesitwndbeRE®LQAY OFIIRUDW QR QP H

Dans le cas du cancer de la prostate, le réseau vasculaire et le réseau lymgdrattijrsponsables de

la dissémation tumorale/ fHQWUpH GDQV OH Vanewegdhhremid? ki, Deg/delulesiau

niveau des noeuds lymphatiqueBH TXL IDYRULVH OfDSSDULWLRQatsHe PpWDV'
UpVHDX YDVFXODLUH OHV IDFWHXUV SK\WLTXHV HWXRHZQUW H'
les cellules pnétrent directement dans un plexus vasculaire qui irrigue en premier lieu les vertébres et le
bassin cequi les aménede maniéere privilégiéeau niveau des ol D X W Ules &IildsNumorales

dont le diameétre est de 20m ou plus, sont piégées aiveau des trés fins capillaires du réseau
vasculaire osseux (diamétre de 3 a8 seulement)ce qui ralentit leur circulation et les améne a se
nicher(109)

Dans la circulatiorsanguingles cellules cancéreuses doivent échapper au systeme immunitaire et aux
contraintes mécanigaedu flux sanguin. Les cellules semblent étre véhiculées dans le sang par un
bouchon de fibrinet sont associées aux autres cellules cancéreuses et aux plagaddgsntégrines.

/I TDFWLYDWLRQ GH agtivéted r8dggRoV H)Dav Hhiveau des deducirculantes induit
OTDXJPHQW D liitéRI€3 celidleOtDmerades et la régulation positive des intégi@espermet
OTDGKpVLRQ GHV FHOOXOHW Vdvednas filanOdtias o Belpkotélged GuHstress
mécanique de la circulan (110)

Dans le méme tempsed cellules cancéreuses sont sounmisees facteurs amio-attractantsqui les

font préférentiele HQW PpWDVWDVHU GDQV OfRV &H SURFHWWXY DSSHO
chez la souris SCID préalablemenegtrpH DYHF GH @MLRBAN &t Adrhi€eenvironnement

osseux relargue un grand nombre de molécules dont le pouvaifoettractant sur les dales
cancéreuses a été monimévitro.

Il existe une classe de molécules appmetdémiokines,qui, par interaction avec leurs récepteurs couplés

a une protéine Gentraine un réarrangement du cytosquelette et une migration directionnelle. Parmi ces
chimokines, CXCL12 (SDF1)et son réepteur CXCR4ont un rdle prépondérard {D XWUHV PROpFX
ont un pouvoir cmio-DWWUDFWDQW SRWHQWLHOER PRH) HOW (D RVHW B R)Q H |
(112)113)

Par ailleurs OD UpVRUSWLRQ RVVHXVH IDYRULVH OH FKLPLRWDFWL\

tumorales.Le calcium extrecellulaire secrété participe au processus métastatigast présenta des
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concentrations élevéess D QV O 1 H Vcelbl&itd I6tg Aulprbcessus de résorption. Le récepteur de
calcium CaSRexprimé danges tissus sainestsurexprimé dans les tissus tumoraux de prostate. Dans

les lignéescellulaires C4-2 et PC3 qui possedent un fort pouvoir métastatidgiecalcium extra
cellulaire stP XOH OD SUROLIpUDWLRQ DORUV TXfLO HVW VDQV HIIHW
GDQV(1IDY RV

C. 0(&$1,60( '1(;7RASATION

Les cellules tumorales circulantésteragissent en premidieu DY HF O 8ithQ GEcWalte de
OfRUJDQH SXLVULBDYHPRODPDFE@GHY GIYDGKpVLRQ &Higeauwdesxelulesy & $0 F
tumorales et endothéliasont responsaldale cette interactiorDans le cas du cancer de la prostate
plusieurs étude#n vitro montrent que les cellules PC&dhérent préférentiellement aux cellules de
OTHQGRWKpOLXE®XMW{EKOOPIVUEH OTHQGRWKpPOLXP Gbu@eord HLQH F
GH OfHQGRW K p(QISXLP6)E¢tt&Sihtdydetibn esenforcéeHQ SUpVHQFH GTXQH PDW
cellulaire osseus&Jne fois queles cellules sont fkesD X QLYHDX GH OYHQ GogrRAdekiHOL X P Y|
lectines et aux idgrines ellestraversat O 1 H @GR &vdCcedent au micrenvironnement osseuge
mécanismgappelé extravasatio@Q fHVW SDV HQFRUH ELHQ pOXFLGp

Apres @ftravasatonOHV FHOOXOHY PDOLJQHYV SpQqWUHQW GDQV OfRV F
environnement pour dRXWLU j OD IRUPDWLRQ G{XQH PpWDVWDVH [H)
environnemenbsseuxvont, G X Q Hfag8doidéMeur survie et leur prolifération G D X WaltéderS D U W
OTKRPpRVWDVLH RVVHXVH HQ VpFUpWDQW GHV IDFWdeXUV TXL
ostéoclastg dela matrice osseuse et le mieeavironnemen(117).

Les cellules tumorales sont capables de produire et de sécréter dieseproe la matrice comme
OTROROWLQH OTRVWPRFDOFLQH Ofr&t&ind psseuserFov Lot HleR effetd Q F R U
ostéomimétik HV HW TXL SHXYHQW FRQWUUBXHY LesCBluler tiP@Més RQ GH
prostatiques produisent également des facteurs ostéoblastiques et ostéocldstue.cinomes
prostatiques sont les principales tumeurs engendrant des Iésions oss@arastiques. Ces lésions
condensantes, bien que dominantes, sont retrouvées conjointement a des lésions ostébbgiques.
PpWDVWDVHY IRUPpHVY GDQV OfRV VSRQJLHX[ UpVXOWHQW GTXQl

D. LE PHENOTYPE OSTEOOQMDENSANT

Le phénomene tdocondensant correspond a une augmentation de remodelage osseux et a un
déséquilibre de ceklFL HQ IDYHXU GYXQH SURGXFWLRQ RVVHXVH /YfRV S

pathologique et composé de collagene mal organisé. Le tissu osseux est girsefraujet aux
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fractures. Les mécanismes moléculaires du phénotype-astéensantt RQW OYREMHW GH QR
étudeset ne sont pas encotaetalement connuependant, un certamombre de molécules produites
SDU OHV FHOOXOHV G Hsu B Brocessus bsSaklaE SDHeg oStédbiddtésdentifié.

L (QGRW-K(EDLQH

/ 1 HQ G R \@gpareht@aifamille des endothélinegui comprendaussiET-2 et ET-3. Les études de

knockout ont montré lgdle prépondérantG { (I dans la formation osseuse puisque des souris KO
présentent une hypoplasie des os de la fafig. 71 a été impliquée dans la formation deétastases
RVWPREODVWLTXHV GX FDQFHU GH OD S{LEOYMID W Htrd KEJ@TKRP P
stimule la formation osseuse et la prolifération des ostéoblasteso, le traitement ar un antagoniste

du récepteurGH O TH Q ERW KipbueQaHformation ostéoblastique et la prolifération tumorale

FKH] O7QZ2)L P AQVD X[ VpUL&sX élevd £tz les patients atteints de cancer de prostate
métastatiquavec des Iésions ostéoblastiq(Ea3).

TGF- ,¥*) HW %03V

Plusieurs membres de la famille du T-GEont des stimulants puissants de la formation osseuse. Le
TGF 2 est exprimé a des niveaux élevés par les cellules. AC stimule la prolifération des
ostéoblastes vitro aussi bien que la formation osseuseivo. Les IGFs sont aussi impliqués dans la
formation des métastases ostéoblastiques. Les celle®d 3 H[S U L P2HQI&Y FGHL,et)2 ces

deux derniers stimulent la formation osseus&ivo (121) Le PDGFestlui aussi mpliqué dans les
métastases osseuses ostéoblastiques, il stimule les fonctions ostéoblastigues et ostéoclastiques.
[TH[S UHAeY [aRt€urde croissancdGF , IGF, FGF, PDGF et leurs interactions avec leurs
récepteurs peuvent étre potentialisés parf{l7 qui est un médiateur central des métastases
ostéoblastiquegl20)

Les BMPs (bone morphogenetic protaappartiennent & famille du TGF . Les BMP 2, 4 et 6 sont
exprimées par les cellules de cancer prostaiitjp4). Elles stimulent la différencietn des ostéoblastes

j WUDYHUV OYDFWLYD W iigldp, éhhbattDufiel Rt (1253 HnéValdn@rialion de

O 1 H [s®b HevBMPs chez les patieragantun cancer dda prostate est corrélée avec un taux de
récurrence augmenté et un taux de survie diminué. Les BMPs jouent un réle important dans la survie et

la croissance des cellules cancéreuses et des ostéofl2&es

La voie WNT (Wingless)

Les cellules de cancer prostatique sécrétent de nombreux ligands de la familgn&/attivatiorde la

voie Wnt a été mise en évidence dans les ostéoblastes de paijantsdes lésions osseuses
ostéoblastiquedJne surexpression de Wntl a été mise en éviddaee les cellules tumoralssuesde
carcinome prostatigue métastatiq(6®). Dans les étapes précoces de la métastase médullaire, les

cellules cancéreuses expriment DKKlickkopf 1) qui est un inhibiteur extreellulaire de la voie Wnt.
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/TH[SUHVDKKRBORH XH O D FW L Ydt VeyoriReuivis peRaEyPeDost§dlitdeHA un stade
métastatique plus avanc® TH[SUHVVLRQ GHSHNP HOMWDQ¥WH OfDFWLRQ RVWp
(127)

Les protéases
Une des caractéristiques des cellules de cancer prostatique est leur chgmeitbétiser des protéases
FRPPH OH 36$ SURVWDWH VSHFLILF DQWLJHQ HW OfX3$ XULQD

Le PSA (KLK3) est une séringrotéase de la famille des kallikréines produite par la prostate. La
mesure du PSA sert de biomarqueur sériqueal® Chez les patients atteints de métastases osseuses, il
existe une corrélation inverse entre le taux de PSA sérique et le caractere lytigue des métastases.
PSA peut dégrader des composants de la MEC comme la fibronectine ahilairia etréguler par
clivage plusieurs protéines impliquédans le processus métastatigugeut cliver la PTHrP et la
rendre inactive induisant une réduction des taux actifs de PTParathyroidHormoneRelated
protein)dans le microHQYLURQQHPHQW HW 312822 Va\VASR Fodarg \Aimsidlp Q q V

résorption osseuse.

/ 1 X 3(#rokinasetype Plasminogen Ativator) HVW SURGXLW SDU OHV FHOOXOHV WX
un facteur de croissance spécifigue des ostéobldseS OLTXp GDQV O et@X axtdRQ WXPR
OIDFWLYLWp RVWPREODVWLTXH 6RQ H[SUHVVLRQ HVW DXJPHQW
WXPRUDOH /fex@itnéHend/ le¥ Xddées de CaP hautement métastatiqu@sePC42 par

rapport a la lignée LNCaP faiblement mésdisiue (130131) /D OLDLVR @ sGrHé2fte $

(UPAR) exprimé SDU OHV FHOOXOHV WXPRUDOHV SHUPHW OfLQLWLDW
FHOOXOHV PDOLJQHYV ,0 D pWp PR \GllpsACSH W T8 BL 8 VIR WO G |
propriétpV PLW R Jp QL TXHV (32Ul dEfaevhenpt racdtbaiay ke rague IfH[SUHVVLRQ G
OTX3% DXJPHQWH O Hsta3d? piseudesGcH@PMWQ KLELWLRQ GH VRQ H[SUFH

cellules tumorales prostatiquieshibe de 75% le nombre de métastases forrifi’s)

/[1X3% HW OH 36% SHXYHQW DXVVL DFWLYHU GHV SURWPpPLQHV RVW
le TGF RX O4f.6t)2 SDU FOLYDJH GH OHXUV SURWpLEPHIGFYNdIDIQV SRUW
protHLQ /D OLEpUDWRXR®HIIMY DEWEWLYLWp PLWRWILsliHue IEHYV RVW

formation osseus@ 23)
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E. LE PHENOTYPEOSTEOLYTIQUE

La métastase ostéolytique est la forme la plus courante de métastases osseuses chez les patients atteints
de cancer. Les métastases ostéolytiggm¥ frequemment retrouvéeans les cancers diein mais
aussidansle cancer de lahyroide, du poumot du rén. Dans le CaPil V § Dplutdy comme nous
OYDYRQV GpF UdeViésibns snixtdDalianQl&Vproduction etdestructionGH O MTRWWpRO\VH
UpVXOWH GH OYDFWLYLWp @eflifes RiumaralesFeddndhwisH ¥n HEWANGDER @n G H V
secrétant un grand nombre de cytokines et de moléculesogtéplytiques, les cellules tumorales
LOQWHUYLHQQHQW éngdeUpad adtiahWdpprétte OCsDrV Iég¢ Rpdécurseurs ostéoclastiques
indirectenent SDU OfLQWHUPpPGLDLUH GHV $&ddépiRdbie Maineé\alorsDa UpV R
libération de facteurs de croissance de la matrice osssimalant ainsi legellules tumorales. Carlin

et ZKDQJ RQW PRQWUp TXH OfRVWPpPRO\VHaSHMRWV WWRIHR &@tH QRVROQ\GL
GRQQp TXH OD SURGXFWLRQ GTRVY REVHUYpH GDQV OHV PpWDV\
QLYHDX GTXQ VLWH GH UpVRUSWLRQ RVVHXVH /TRVWpPpRO\VH HVYV
le systeme RANKL/RANK/OPG

Le RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor KappaB Ligand) et @G
(ostéoprotégéring

Le RANK Ligand est une protéine membranaire des ostéobladtes une partie est sécrétapres

clivage protéolitique.Ce facteur fait partie de la famille du TNE il est produitpar les cellules

stromales en réponse a de nombrstimuli mais également par de nombreux autres types cellulaires

(les lymphocytesB, les lymphocytesI activés les cellules stromales de la moelle osseuses et les
cellules endothéliales).e RANKL est cpable de se fixer sur son récepteur RANKué sur la

membrane des pré@aurs des ostéoclasteSette fixation induit une cascade de signalisatigni

déclenche le processus dallfiérenciation et la maturation des ostéoclagi&g})

&H SURFHVVXV GIDFWLYDWLRQ HVW UpJXOp SDU OYRVWPRSUR
physiologique de ce systemef23* HVW SURGXLWH QRWDPPHQW SDU OHV RVW
et les lymphocytes B médullaiteslle favorise la formation osseuse. La structieelf23* HVW WUQqV
proche du récepteur RANKJne foissecrété, elle entre en compétition avec RANI6ur la fixation de

son ligand EORTXDQW DLQVL OfHIIHW LQGXFWHXU GH 5%$1./ VXU OD
facteurs ont été décsicomme régulateurs de la différenciation ostéoclastique, comme les cytokines IL

let IL-8, la calcitonine et l@arathormoné¢l135)
Les cellules myéloides précurseurs ayant entamé leur processus de différenciation en ostéoclaste

migrent verdes surfaces osseusdsles fusionnent et générent des cellutegltinuclées. Ces cellules
DFTXLqQUHQW OHXUV SURSULpWpPV IRQFWLRQQHOOHV HW GHYLHQ
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UpVRUSWLRQ RVVHXVH /fDUUrW GHNV QD pU S\DRU SON DS A S RARWHX \G-
(135)(136).

Dans k& CaR Brown et a ont montré que les cellules prostatiques tumorales sont capables de produire
GX 5%1./ HW GH 0Of23* HW TXH OD VpFUpWLRQ GH FHV IDFWHXU
RVVHXVHV TXIDX QLYHDX GHM7/PXWUHV VLWHV PpWDVWDWLTXHYV

La PTHrP (parathyroid hormone related-protein)

&THVW XQH GHV F\WRNLQHVY PDMHXUHV LPSOLTXpHVY GDQV OD IR!
grarde homologie avec PTHOH SULQFLSDO SHSWLGH UpJXODWHXU GH OfKIF
37+U3 OLHQW OH PrPH UpFHSWHXU 37+5 HW LQGXLVHQW OfH[SU
et les ostéoblastes et dimimeOHXU VpFUpWLRQ GY23* &HOD é®8RXYRTXH X
différenciation des ostéoclastes et la résorption oss@aseailleurs, d PTHrP protégdes cellules
WXPRUDOHYV G Hle ©%Ré& RS AIfRLY HMitogéniqussr les cellules tumorales pstatiques

(LNCaPet PC3)138)et favorise la progression métastatigies lignées PC3 et DU14i5 vivo (139).

Les effets de la PTHr®ont potentialisés par fiterleukine 6 IL-6), qui est un stimulant de

O RV W péR&s&) BsvedlliRels tumorales prostat XHV VpFUqQWHQW GILPBRWWDQWHYV
Untaux GY-,/ VPULTXH pOHYp FRUUQOH DYHF O fH [ShiddréséibiRd@ & H PDU
maladie(141)

Les MMPs (Matrix métalloproteinases)

Les MMPs sont des enzymes ayant poundtion ladégradation de la MEC. A ce jour, 23 MMPs ont

été identifiées. Les protéines de cette fanfileorisent le mécanisme métastatique et participent a
OTRVWpPpRO\VH &KH] OHV SDWLHQWY DWWHLQWY GITXQ-2FRRDQFHU C
MMP-9 augmentés dans le sangl142) Il semble par ailleurs que les MMP induisent la résorption
RVVHXVH SDU OH ELDLEXGE@RRHUMHXGHMRYWPRHRMVWHY &KH] OTDQ!
EORTXH OTHQYDKLVVHPHQW WXPRUDO OH GpYHORSSHPHQW GH |
La MMP 9 est surexprimée dans les tssumoraix prostatiques par rapport au tissu setnest

contrdlée par RUNXZ143)et CXCR4(144). La MMP1 est surexprimée dans les lignées prostatiques

PC3 et DU145.
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1.6.4 ANGIOGENESE

/IfDQJLRIJpQgVH HVW OH SURFHVVXV TXL SHUPHW DX[ YDLVVHDX]
dans un organe pour ebVVXUHU OTR[\JpQDWLRQ OfDSSRUW GH QXWULP
L'angiogénése est sous dentrdle de molécules régulees activatriceffacteurs angiogéniques) et
inhibitrices (facteurs antingiogéniques)145) /f1DXJPHQWDWLRQ GQG#le &Dsdae@MVH WX
précédée parl@LVH HQ SODFH GT1XQ UpVHDX YD Vdmérd, MalckbidsadéeXtdaD V V X L
dissémination de cellules tumoralé€s46). Les cellules tumorales sont capables de synthétiser les
facteus de croissance nécessaires a la néoangiogénése tu(idigé48) Le VEGF est le facteur
prépondérant dana héoangiogénése tumoraleintervient de fagn précoce

Lerelais espris par leFGF ,le TGF HW G 1D X W U Hangldgénitfue${49)/Cantrdement au

tissu prostatique normal atx adénomes, la densité des micvab LVVHD X[ HW OH QLYHDX G
VEGF sont augmensédans le cancer de la prostage cela en fonction du stade et du gradé0).

/T H[S U HihmurRigstochimiquede VEGF est cortée au taux de PSA, a la récidive aprés
prostatectomi@50) et a la survie(151) Le taux plasmatique de VEGF semble étre un facteur
pronostique en phase métastatique. Il a été montré que les taux plasmadeiqEeGF sont plus élevés

dans le CaPnétastatiqueSDU UDSSRUW | FHcHEXIEs iR QnirlR @it ¢hekz Yeatients

ayant un CafRocalisé(152)

Les récepteurs de VEGF, VEGHARet VEGFR VRQW VXUH[SULPpV VXU OHV FHOOXO
la prostate moyennement différenci¢£S3). La présence du récepteur VEGER été montrée tant sur

les cellules cancéreuses du cancer de la prostate que sur les cellules endothéliales. L. ¥BGFR
exprimé dans le cancer de la prostate de bas grade,imngat aux cellules de CaP de haut grade qui

QH OTH[SUMRIHQW SDV

A T'heure actuelle, les stratégies thérapeutiques fondéed'amtiangio@QqVH QYRQW SDV PF
GIDYDQWDJH HQ WHUPHV GH BabcurhbbledRdeDapeetadR WahyP/PH QW OH
etal., abstr. 4511; ASCO 2010)
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. CHAPITRE Il : MODELES DE CANCER DE LA PROSTATE

La mise au point de modéles de lab&®®dtUH HVW G{XQH LPSRUWDQFH FUXFLDOH
du cancer de la prostagnsi quepour évaluer & nouveaux traitements. Le développement de tels
modeles est particulierement difficile et reste a ce jour insuffisant car aucun modeéle atiitepr
parfaitementO 1 KL VW R L tdeth raadfieXiuhtdiaed H

1.1 LIGNEES CELLULAIRES DE CAP HUMAINS

'DQV OH FDV GX FDQFHU GH OD SURVWDWH OYREWHQWLRQ GH O
WDX[ GH VXFFqV GTHQYLURQ SRXU OHV OLJQpHVh Htkb@O XODLU |
GIHQYLURRXU OYREWHQWLRQ OO QAR Sduld lunt\Vquirhie) de lignées

cellulaires de cancer de la prostate humaines sont actuellement disponiblese Bafslds lignées

peuvent étre classées selon leurs origines ou bien selosdnsibilité aux androgenes. Le Tableau 3
récapitule les principales caractéristiques des lignées cellulaires de CaP.

La contamination croisée entre les lignées cellularesulturepeut entrainer la génération de fausses
données scientifiquesa ddermination duprofil STR Short Tandem Bpea} est D X M R X liliz&eK X L

pour I'analyse dupolymorphisme génétiqus H WRXWH QRXYHOOH OLJQpH DILQ GT
génétiqe. Ce tesestune condition préalableécessairpour la publicatiordetoutes nouvelles lignées.

/IH GpYHORSSHPHQW GH FH WHVW D SHUPLV GTLGHQWWLdeHU OHVWV
GHWHUPLQHU OYRULJLQH GHV ONciRGg66 Mitialdrdedt dédritePcdronte ur@D O L J C

lignée de cancer du poumon a été reclassée comme une lignée stedlipeell carcinomale prostate.

Nom Origine Sensibilité aux  Marqueurs Expression Expression Tumorigenicité
androgénes sériques et Pten TMPRSS2 In vivo
histologiques ERG

PC3 Méta Os. Al, AR- - - /Mut - +

DU 145 Méta cerveau Al, AR- PAP + - +

TSU-PR1 Méta Gang. Al, AR- PAP ND ND +

DUPRO1 Méta Gang. Al, AR- - ND ND +

1013L ADK prostate Al, AR- - ND ND +

ND-1 Dérivée DU Al PSA+f + ND ND

145
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LNCap(156) Méta Gang. AS, AR+ PSA, PAP Mut - +

ARCaP Ascites AS, AR+ PSA ND - +
MDA-PCa2a Méta Os. AS, AR+ PSA ND - +
MDA-PCa2b Méta Os. AS, AR+ PSA ND - +
VCaP Méta Os. AS, AR+ PSA - + +
Xéno CWR22 + -
22RV1 Al, AR+ PSA +
ADK prostate
Dérivée PC3 - ND
ALVA -31 AS, AR+ PSAPAP ND
ADK prostate?
Xéno. PG346 ; ND ND
PCG346C AS, AR+ PSA +
ADK prostate
Bob (157) Prostate CRPC Al, AR- PAP, PSCA ND ND -
SerBob(157) Dérivée de Bob Al, AR- PAP, PSCA ND ND -
Nci-H660 Méta poumon  Al, AR- PSA+ Mut + +

Tableau 3: Caractéristiques designées cellulaires humaines de cancer de la prostate.
(Al: AndrogénaclindépendanteAS : AndrogéneSensible Mut : muté

II.L1.1 LIGNEES CELLULAIRES ANDROGENO-INDEPENDANTES

Parmiles lignées de cette catégollies deux lignées les plus utilisées sontPE DU 145 |l existe
dfDXWUHV O L JQqirs benfcdracterRé@ddlles que P@3, PR1, EB33, ND1, TSU-PR],

JCA1l, DuPre HW 33& &HV OLJQpHVY VRQW LQVHQVLEOHVY DX{ DQGUR
93, DXFXQH QTH[SULPH OHV UPFreSW XU S UG YHQGHEIWQSDeNes 1D FW L
produisent pas le PSA. Parmi ces lignémsiles 1aDU-145 et la TSUPR1 produisent pdnosphatase

acide PAP) en faible quantité. Ces lignées cellulairexsltivent facilement et plusieurs solignées

enont été dérivées pour augmert@nrs pouvoirs métastatiques.

LA LIGNEE PG3

La lignée PG3 a été établie a partir d'une métastase vertébrale d'un patient de 62 ans porteur d'un cancer
résistant a la castratiqd58) & fHVW XQH OLJQpH DQHXSORWGH | FKURPRVR
HW < VRQW DEVHQWV /H WHPSV GH GpGRXEOHPHQW GH F

PSA ni le AR. L'expression &opique du ARdans ces cellules ne rétablit pas la sensibilité aux
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androgénes ce qui suggeére que son andregéldpendance estida la déficience de fonctionnement

du AR plutdt qu'a son absendea lignée PG-3 exprime le facteur de croissance FGHesrécepteurs
del'EGF, IGF1 (insulinlike growth factor 1) Elle exprimeégalementes cytokératine$§, 8 et 18Du

fait de son caractére tumorigénique extrémement agirsaio, cette lignée est tres utilisée dans les
modéles animaux. Quand elle egectée en S.Cchez les souris nudig lignéePCG3 forme en trois
semainesles tumeurs ilifférenciées.

"IDXWUHV OLJQ pHA/paRtQI lplghge PORDLE BuigieiteO {DIJUHVVLYLWop FKH] O
pourobtenir des propriétésétastatues spécifique?CG-3 ML, PC-3 MR, PG3 MC et PC3 M.

Ces quatrelignéesdérivéesde PC3 sont capables de métastaser prfiéiellement danges organes
spécifiqueschez la souris SCIapres inoculation intraveineuse. Elles ont été sélectiorardemction

de leur capacité a traverser la membrane de chambre de Begdemun milieu riche en chimio
attractans puiselles ont éténjectéesdans la veine caudale de souris SCID. Les métastases apparaissent
chez80% des animaux injectés au niveau desébeess lombaires (lignée PEML), de la mandibule

(PC3 MC), du cartilage costal (R& MR) et du membre inférieur droit (PEMK). Ces quatre lignées
donnent également de nombreuses métastases viscérales (hépatiques, pulmonaires, RdliGuss)V U H
lignéesont été obtenues a partir de xénogreffgs. u intraprostatiques, de métastaseseassde PC3,

de cultures cellulaireen agar, ou de cultures en i®il conditionné PG3 4A, MPC3 40, PG3/M,
PC3/MA2, PG3M-Pro4, PG3M-LN4, PG3N (Pour revue voir SOBL et SADAR 2005) La lignée

PC3 a été également utilisée pour générer des nouvelles lignées exprimants le géne de la luciférase
commeles lignées PGBuc, PG-3M-Luc-C6.

Plusieurs lignégdécritescomme primairgont été identifiées plus tard commérivées ou contaminées
parles cellulesPC3 CfHVW QRWDPPHQW AVA BD Y1, GHat 101, DR-ewvwPPCL

(Figure 7).

Figure 7: La lignée PC3 et ses dérivées.
(SOBEL et SADAR, 2005)
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LA LIGNEE DU145

La lignéeDU-145 a été établie a partir d'une métastase cérébrale d'un patient de 60 ans porteur d'un
cancer androgéra Q GpSHQGDQW pJDOHPHQW5® Wed/ eellulpsvdeG4® sbnOHX Fp P |
DQHXSORwWGHY HW FRQWLHQQHQW FKURPRVRPHV &HMNBH OLJQ
croissance détectés dans les ceiuDU 145 sont 'EGF et le TGF, ainsi que de nombreux récepteurs
del'EGF,dubFGF et du PDGF.

L'injection intrasplénique de cellules de la lignée W6 a permis l'obtention de métastases
ganglionnaires mésentgues, hépatiques et une ascite carcinomateuse. La lignée métasiadigue

dérivée et appelée DWASM. Elle présente un taux d'implantation trés élevé (90%) avec formation de

meétastases viscérales dans 90% des cas apres injection intrasplénique.

LA LIGNEE TSU-PR1

Cettelignée tres peu utilis¢ est LVVXH GIXQH PpWDVWDVH JDQJOLRQQDLUH F
de CaPrésistant a la castraton& THVW XQH OLJQpH j SUROindgdéiavite R@nN& DSLGH
sécréte pas le PSA60)

LA LIGNEE NCI-H660

&HWWH OLJQpH HVW LVVXH GYXQH PpWDVWDVH SXOPRQDLUH (
translacation TMPRSSZEGR. Cette lignée est difficile eultiver car elle forme des spheéres flottantes
(161)

[1.1.2 LIGNEES CELLULAIRES A NDROGENO-DEPENDANTES OU SENSBLES

Les lignées cellulaires de CAP androg&emsibles disponibles sont peombreuses (LNCaP, VCaP,

DuCap, MDAPCa2a et MDA PCa2b). La lignéeLNCaP estde loin la lignée la plus communément
utilisée.

LA LIGNEE LNCAP

La lignée LNCaP provient d'une métastase ganglionnaire prélevée chez un homme de 50 ans atteint

GIXQ FDQFHU @sistanDa b ddRtvavoialighée LNCaP contient des cellules aneuploides

gui possédent I'ensemble des chromosomes humains, yisdenphromosome Y156)
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La lignéeLNCaP est restégendantongtemps la seule lignéxprimantdes récepteurs androgéniques
fonctionnels efproduisantdu PSA. Elle exprime également la phosphatase acide prostéRigee et

les cytokératine8 et 18. Les cellules LNCaP contiennent A& mutés dans le domaine de liaison a

O T KR UdeRWIES rend sensibles aux androgéeaes,° ogenes et a la progestéronél62)163). In

vitro LO HVW SRVVLEOH G HidpéhQavide deYldlignda $ar@addisend ledanditions de

culture &HSHQGDQW FHY FHOOXOHV GpULYHQW -ibdéhdant® HQW
SXLVTXTHPODFYVEVRIWH SRXVVHU HQ DEVHQFH GY{DQGURJgQHV E
Invivob OTXWLOLVDWLRQ GH SURGXLWYV VXSSRUWYV j EDVH GH SURW
(laminine, collagene 1V, protéoglycang..coinjectés avec les celluldsNCaP, est nécessaire pour

obtenir des xénogreffes seastanées chez la souris immunodéficiehiz lignée tumorale LNCaP a

permis d'étudier notamment les interactions str@pithélium, la pharmacocinétiqetles mécanismes

de la progressiorY H U V rdgdiidiqi€pendanceDu fait de sa capacité a produire du ASAivo etin

vitro, la lignée LNCaP a servi de modele d'étude de la régulation du PSA.

Par ailleurs, ds lignées dérivéesde la lignée LNCaP ont été obtenuepar différentes méthodes:
déprivaW LR Q G 1 DaQdnd) rerimpQrhhintient en cultuigendantlongtemps aec un nombre de
passage éley&o-injection ou ceculture avec G D XlighBdd,\pasage en greffe chez la souris et

récupération de métastasesiesde lalignée parentale chez lawsts (Figure 8).

Figure 8 : La lignée LNCaP et ses dérivés.
(SOBEL et SADAR, 2005)

Les lignéesLNCaPProl, Pro2, Pro3, Pro4 and Pro5, et LN@NA, LN2, LN3 and LN4 ontété
dérivées de la lignée mére par plusieurs passagegprostatiques chez la sourisogtt étéchoisies pour

leurs capacités métastatiques. Le préfix Pro indique le passage par la prostate et le préfix LN indique le
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SDVVDJH SDU OHV JDQJOLRQV O\PSKDWLTXHV /DétkogDesde EesWp PpW
lignéesdérivéesaugmentent avec le nombre de passage

Dufaitde OTLPSRUWDQFH G Htu®é&ur gadiOeddyélépRenveWw tuRdgp@ T p TXLSH GH /HOL
Chunga dévelopg des lignées dérivéespartir de tumeurs chiméres obtenues pamgction chez
OTDQLPDO GH OD OLJQpH /1&D3 H Ve Gettel éghipeRaFobtéEnt igmée MGEAT R U L J L (
SDUWLU GIDQLPDX[ LQWDFWYV HW OHV OLJQpPHV & HW & |j SDUWI
sur les lignéesNCaP C-4 androgén-indépendantesnt permis de produire une autlignée dérivée

(C4-2) qui produit des métastases ganglionnaires et osseuses aprés implantaticutas@es ou
orthotopique. Cette nouvelle lignée G2 est actuellement beaucoup utilisée dans des modeéles
precliniques.

Les lignées LNCafAl, LNCaP 104S, LNCaP 104R1, LNCaP104r2, Al LNCaP, LNCaFabl et CL%

GFP sont obtenues par cultérngterme dans un milieu appauvri en stéroides. La lignée@RR a

été transfectée par un cytomégalovirus contenantvaateur GFPCes lignées sont souvent utilisées

SRXU pWXGLHU OD WUDQV L Vihddpendande,) i rtedupstvamsvdaB 1B ratesidp Q R
tumoraleet le processus métastatiquze trées nombreesautres variams de lignées LNCR ont été

dévdoppées (164).

LES LIGNEES MDA-PCA-2A ET MDA-PCA-2B :

Les lignées MDAPCa2a et MDAPCa E RQW pWp pWDEOLHYV. AbetboDGateX LSH G
&HQWHU j SDUWLU GTXQH ELRSVLH RVVHXVH GTXQa proftdte SDWLH
résistant a la castratiqii55) Elles expriment le récepteur des androgénes, secretent lestBat

sensibles a la privation androgénique ¥itro et in vivo & KH] ODQLPDO OD FDVWUDYV
UpJUHVVLRQ WXPRUDOH DFFRPSDJGpite @4 Q0H DDA NV H- B\K  IHBHX Q |t
QRXYHOOH SURJUHVYV uésitaceJQDQW OYKRUPRQR

In vitro, ces cellules poussent en sphaieV QTDWWHLIJQHQW SDV ORenpR@EIOXHQF
doublement des 2 lignées est différées cellule2b proliférant plus rapidementLes deux lignées sont
tumorigéniques chez la souris nude ou SCID sous forme de xénogreffes 3ousD QpHYV HW OfXWLC
matrigel augmente le taux de lag@itumorale ainsi que le taux BSA sérique. Elles sont également
tumorigéniqies en xénogreffes orthotopiquesirgta-osseusesCes deux modéles sont trés attractifs

SRXU OfpWXGH GH OD ELRO @539 HaiSIZuredt@QéMito @dte @xaURVWDWH

LA LIGNEE DUCAP
Cette lignée a été obtenaepartr GIXQ SUpOgYHPHQW DXWRSVLTXH GTXQH PpV

KRPPH GH D QV D Wwerkkhht@\d castratiQaveddes métaates osseuses. La biopsie a
ététout G § D E R W&chel 1Bl $duris SCID puigablieen culturdn vitro.
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Cette lignée expfPH Of$5 OH 360% OH 3%$3 8@HI3 dF SAcrtd fdJ POA. LUpél V
accumulation de la P53 été observe€ette lignée estgalement tumorigéguein vivo chez la souris
SCID. Le temps de dédoublemete la tumeur chez les souris Ie®intaces est de 15 jours et de plus
de 50 jours chez les sourisiles castrées, attestant son androgdémendancél65).

LA LIGNEE VCAP

Cette lignée est issuGfXQH DXWRSVLH GH PpWDVWDVOGDRUY HXNYH 'R DPr P8
son nomvVCaPpourvertebratcancer of the prostat€ette lignée expriml O1$5 OH 360% OH 3%$3
cytokératines et 18 et secréte le PSA. Elle est androggamsiblan vitro etin vivo. La particularité de
FHWWH OLJQpH HVW GYH[SULPHUEREH cd q@ Hait Qe ¢&tt¥ Lihee D356 6
DXMRXUGYTKX {68V XWLOLVpH

LA LIGNEE ARCAP

(OOH HVW LVVXH GTXQ OLTXLGH GIDVFLWH GYX@ aSdnt®..LEH&QW GH
exprime le AR, le PSA desCKs 8 et 18 ainsi que certaingrqueurs neurendcrines (la sérotonine,

la bombéV L Q Hidle forme des tumeurs chez les souris nude mais paradoxaldegrtimeurs

proliferent plus rapidement chez les souris castrées par rappessauris intactes. Cette lignée donne

des métastaseseulement quand elle est greffée dans la prostate. Les métastadéeobservées au

niveau des ganglions, du foie, des reins, du pancréas et au niveau osseux.

La lignée MDAPCa HVW LVVXH GX PrPH OLTXLGH GYDVFLWHupded OD OL
caractéristiqueavec elleln vitro, elle est inhibée par les androgénes et activée par lesnaintigenes

(164)168).

II.1.3 LIGNEES CELLULAIRE 6 '(5,9((6 '181( 7BOR PRIMITIVE

&HV PRGOHV VRQW WUQV SHX QRPE U HXdinbhwprin@ixe d@ kh piddtate) pV H Q W
SRXU SOXVLHXUV UDLVRQV &HUWDLQHV OLJQpHVcR@WemWp pWE
FKDQJHU OHV FDUDFWpPULVWLTXHV GH FHV OLJQpHV KXPDLQHYV

peuvent étre dérivées o RQWDPLQpHVIlighBes164Y D XWUH

LA LIGNEE 22RV1

La lignée 22RV1 est une lignée de cellules épithéliales humaines du cancer de la [Estatété
obtenue a partrGIXQH [pQRJUHIIH GH FD QF HlhdéehdanDinmplanty WhezWweH KR U
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souris nude (CWR22R). C&#fH [pQRJUHIIH HYV \prinkaire/(¥lebs@XaRecd@des3métastases
osseuses). Cette fige exprime le PSA (ARN) et lBRet lesCKs 8et 18 et constitue un bon modeéle
SRXU OTpWXGH GX SURBPBHVVXV PpWDVWDWLTXH

LA LIGNEE 1013L

Cette lignéea ét¢ pWDEOLH j SDUWLU GIXQH WXPHXU SULPDLUH J/HV F
suspension. Elle exprime les CKs HW PDLV QTH[SUL BB SOBVPCH3G¥Y QW
chez la souris SCID nécessite du Spong@®&tap SRQJHVY UpVRUEDEOHV GH JpODWLQH
été observée a partir de cette lig(Ee0) (171)

LES LIGNEES ALVA-31ET PPC1

Les lignées ALVA31 etPPC1 décrites comme cellules issve G X QH W X P,KHohtUreBiddsd L U H
guestionau vu de leurgranderessemblance avec la lignée P@8e méme délétion homozygote au
niveau D10S541 et une méme mutation TP53. Cette ressemblance suggere la méme origine de ces 3
lignées(164)

LES LIGNEES BM 1604 ETND-1

Les lignées BM 1604 et NI décrites comme des lignées issues de tumeurs primaires de CaP par

prostatectomie ont été identifiées comme désvde la lignée DU146L64).

LA LIGNEE PC-346C.

Cette lignée est établie a parttd GTXQH [p QR JU H1346. E&te/dhEe pbliddre 8ifficilement
GDQV OHV PLOLHX[ SDXYUHVY HQ DQGURJgQH HOOHWEB)FUqQWH OH

LA LIGNEE BOB ET SA DERIVEE SERBOB

Ces deux lignéesnt étéobtenuesécemmenpar une psietransrectalede la prostateG{XQ SDWLHQ)
DWWHICRRC.GT1XQ

La lignéeBob estimmortalisée spontanémeille exprimedes niveaux élevés g3 et desmarqueurs

de différenciation,y compris laCK 8, la phosphatase acide prostatigide PSCA (prostate stem cell

antigen) PDLV QTH[SULPH SD VI &dfitas ldp@miet Hgriegle cellulesmmortalisées
spontanémenda partir dunlUDJPHQW LVVX G 9 Xupétaledud phEam a\RCCRRC OQ V
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deux lignées ne poussegrdsin vivo, ni en ¥nogrefe SC. et orthotopiqueni en greffe sur la surrénale
(157)

11.L1.4 LIGNEES CELLULAIRES IMMORTALISEES

Parmi les lignées cellulaires de CdBponibles certainesont été obtenwgepar transdition avecdes

génHV YLUDX[ FRPPH OWD,QW\plug sgentinent &vEc le gene de la souité catalytique

de la télomérase (hTERT) pour immortaliser les cellules. Les caractéristiques de ces lignées sont
résumées dans le tableau Bien que les derniers modelesansduits par hTERT, reproduisent
FRUUHFWHPHQW OHV FDUDFWpPULVW L TeXllgheesS ndsténf] e mQi&désnie) FL Q R
CaP artificiels. / 1D Q WL degSY#0est DEVHQW GDQV OfKLYPMBILUH QDWXUHOOH ¢

Lignée Immortalisation RA PSA Tumorigénicité | Réf.
PNT1 A T-SV40 . . +(matrigel) | (174)
PNT1B T-SV40 - - +(matrigel) | (174)
PNT2C2 T-SV40 - - ND (175)
BPH-1 T-SV40 - - - (176)177)
PWR-1E AD12SV40 + + - (178)
RC-9/E6E7 HPV-16 + + + (179)
957E/hTERT hTERT - - ND (180)
RC-58T hTERT + + + (181)
RC165N/hTERT hTERT + - - (182)
RC-92a/hTERT hTERT + - + (182)
St.Andrews, Scotlang hTERT/CDK4 ND (183)

Tableau4 : Lignées cellulaires immortalisées de cancer de la prostate.

1.2 LES MODELES ANIMAUX

Cesmodeéles sont essentiels po@ TpWXGH GHV W X P H,bohvaifeDeptFaquik) Hoddésy FD U
vitro, ils conservent certaines caractéristiqgues physiologiques essentielles pour le développement et la
croissance tumorale comme la structure tridimensidmnek interactions avec les cellules stromales et

O 1D @nkEkdr JDe plus ces modéles sont crucia SRXU O 9 p \WocEsklus Gnéttique,
particulierement important dans le cancer de la prostate. Ce processus nécessite plusieurs acteurs
biologiques et reste trés complexe pour étre étuskulementn vitro. Les modéles animaux existant

pour le cancer de la prostate peuvent étre classés en deux grandes familles: les animauxs»xporteurs
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VHUYDQW GTK{WH SRXU GHV JUHIIHV GMLWXPHXAUR/SEKPM QHVE&BDW
spontanée

1.2.1 MODELES ORTHOTOPIQUES

Le microenvironnement tumoral joue un réle trés important dans la croissance tumorale, la réponse au
traitemens, DLQVL TXH GDQV OH SRXYRLU PpWDVWDWLTXH GHV FHOO
supériorité des modeles orthotopiques rapportaux xénogreffes sousutanées, ces modeles restent

moins utilisésa cause de ldifficulté technique de réalisatiofthirurgie sous arsthésie, volumes a

injecter extrémement faibles (20} la taille de la prostate de soiris

Des greffes intrgorostatiques ont été effeckgavec les deux lignées les plus utilisés PC3 et LNCaP
(184)185)186)

Il a été démontré que la lignée LNGaPXL H[LJH OfTXW L O lpuub f in& QesGutnelid BhU L I H O
souscutaneé peut former desumeurs en intrgrostatique sans matriggl84) Le mockle orthotopique

augmente également la diffusion métastatique des bgrd€aP,PC3 et ARCaPll a été utisé pour
sélectionner defignéesdérivéesortement métastatiques (FBCALA, MPC-3 10) ou métastatiquesdes

organes spécifiqegProl, Pro2, Pro3, Pro4).

Néanmoins ce modele présente quelques inconvénjemtsamentia possibilité de fuite des cellules
WXPRUDOHY GDQV OH SpULWRLQH DSUqV OD FKLUXUJLH RX DX
O RXYHUWXUH GX SpULWRLQH GH VRXULV OYLPSRVVLELOLWpP C
QITH[SULPHQW deluvhinéggentg Qu de fluoresceriee.mockle prend en compte le micro
environnement tumoradt les caractéristiquehistologiqua des tumeurs humainesnt relativement

bien préservée Cependantomme dans tous les modéles réalisés chez les animaux immunodéprimés
OTLQFRQY pQraddé)e™ VGWH OTDEVHQFH GX VAWNOMHQLEeRKQEW D&M HO D

murine

11.2.2 MODELES DE XENOGREFFES TUMORALES DE CAP HUMAINS

,O VIDJLW GH JUHD I MAX FORHJ P D WGLLU H F West ReHdQréffes Ik HluOraiquedz D O
VRQW UpDOLVpHV FKH] OD VRXULV DWK\PLTXH SDUFH TXT LO
caractéristiques cellulaires des tumeurs transplantées. La majorité des tumelirehuwmaserve la
morphologie, le caryotype, les antigénes et les caractéristiques histologiques des tumeurs primitives
aprés xénogreffe. Cependant, ces tumeurs se développent en situation d'immunodéficience si bien que
FH TXL UHOQY H @GHda@Wis enreXnipteW p

46



Malgré les avantages de ces modeéles, leur utilité reste limitée dans certains processus biologiques
complexes, ou le passage dans un modéltro plus simplifié et contrélable est nécessaire. De plus,
OTXWLOLVDWLRQ GHNBHV BREJCGHVHWHWVWREWHXVH /THQVHPEOH
tumorales du CaP est résumé dans le tableau 5.

Nom Origine Sensibilité aux PSA RA
androgenes
PG82 Prostate + + +
PG295 GL + + +
PCG310 Prostate + + +
PCG324 RTUP - - -
PG329 Prostate + + +
PG-339 RTUP - - -
PCG-346 RTUP + + +
PC-346I PC-346 - + Mutant
PG374 Peau + + +
LuCaP 23.1 GL + +
LuCaP 23.8 GL + +
LuCaP 23.12 Foie + +
LuCaP 35 GL + + +
LAPC-3 Al RTUP - +/- +
LAPC-4 Al LN + + +
LAPC-9 Al Méta Os + + +
CWR22 AD Méta + + Mutant
MDA Pca31 Foie ND + +
MDA Pca40 Foie ND - -
MDA Pca43 Surrénale ND + +
MDA Pca44 Peau ND - -
MDA Pca118 Os - - -
PAC-120 HD Prostate + + +
PAC-120 HID Prostate - + +
HONDA Méta tésticulaire + - +

Tableau5: Modeles dérivés des implantations directes des tumeurs du CaP humain.
(Adapté de Van Weerden et al. , 20087) (RTUP: Résedbn TransUrétrale de la ProstateéGL : Ganglion
Lymphatique)
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LA XENOGREFFE P82

Le modele PEB2 a été la premiéneénogreffe de (R humaindéveloppée. Elle a été établie a partir
GIXQ pgrimBif en 1977. Les xénogreffes seogtanées sont des carcinomes moyennement
différenciésqui poussent lentemergjlessont androgéndépendantes et produisent du PAP et du PSA.
Le modeéle PEB2 a été tres utilisgour I'étude des mécanismes de lassance tumoraleégulés par les
androgéenes, I'apoptostla régulation des récepteurs androgéraLi@s).

LA XENOGREFFE HONDA

/D [PQRJUHIIH +RQGD D pWp pWDEOLH DX -DSRQ j SDUWLU G XQl
tumeurs sont des carcinomes mal différenciés qui poussent enwané chez la souris. Lasmeurs

sont androgéndépendantesproduisent du PSA et dRAP et expriment le RA. Les tentatives
GipWDEOLVYV HREHIEWSs @ttodgéiGdépendarst se sont soldées par déshecs, ce qui

limite l'intérétde ce mode pour I'étude de ce phénoméne impor{ad9)190)

LA XENOGREFFE CWR22

La xénogreffe CWR22 été établie a partir d'une tumeur prostatique primities tumeurs issues de la
C0LQMHFWLRQ GTXQH VXVSHQVLRQ GH FHOOXOHV WXPRUDOHV |
sensibles Elles secretat le PSA et expriment des récepteurs du facteur dmissance (erbB1/EGFR,
erbB2/neu, erbB3). Ces tumeurs sont sernsiblda castration et ceihes progressent vers un état

G 1D Q G LinRépprigdhc€l91)192).

LA SERIE DE XENOGRB¥ES LUCAP 23

Cette série de xénogreffes de CaP humain chez la souris athymique a été étb@fiz anpartir de
prélevements métastatiqubgpatiques et ganglionnairdlSsKH] XQ SDWLHQW DWW-HLQW G
réfractaire. Elle est sensible aux androgériggoduit dUPSA. Aprés castratiorles tumeurs passent par

une période d'involution tumomlsuivie par une croissance tumoraledrogéneindépendantele

temps de doublement est tréstl et la croissance tumorale ainsi ¢géaux d'implantation sont limités

chez & souris male castrée, et nuls chez la souris fenileiziste plusieurs lignées dérivées de cette
série(193)
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LA SERIEDE L181,9(56,7( 'T(5$&®SERIE VAN WEERDEN

Cette sérigorésente 7ignées tumorales dérivées deRCprimitifs et métastatiques humains, avec des
FDUDFWpPULVWLTXHV YDUNVFHHW HRL WWIHW P HE 16 ] & E-SA WIER) deH 363 H
chaqudignéedérivée: PG-295, PG310, PC324, PG329, PG339, PC346 et PC374(194) Le taw de

prise tumorale est de 81%aucunePpWDVWDVH QD pWp REVHUYpH

LA SERIE DE XENOGRHEFES LAPC

Cette série de énogreffes dérivede prélevementsle différens patients atteints de CaP localement
avancé ou métastatique. Les prélévements chirurgicaux de prostate ou de ganglions tumoraux sont
directement complantés avec du matrigel en Sgbez des souris SCIDes xénogreffes LAPG, 4, 5

et 8 expriment le PSA a différemiveaux. LAPCG4 et LAPG9 expriment la forme sauvage AR et
secrétent un taux élevé de PSA. Ces deux derniers soitilegada castration et pewent progresser
YHUV XQ pW D-iNdépahbapegli9s)J p Q R

LA SERIE DE XENOGRHBFES MDAPCA

Les deux xénogreffeBIDA Pca31 et 40 sont issues de métastases hépatigustDA Pca GHeX

métastase surrénalienne et la greffe MPéa44 est issueGTXQH PpWDVWDVH FXWDQpH
xénogreffes (3kt 43) expriment le PSA et R.

Les deuxxénogreffesMDA-PCall8a et MDAPCall8b ont été obtenwes a partir demétastases
osseusegstéoblastiguesG TXQ SDWLHQW DWWHLQW G X QdépenQantitlha®@H OD S
grade Elles ont été giféées et maintenues chez la souris SCID avec dssages tous les 60 jours. Ces

GHX[ [PQRJUHIIHV SRXVVHQW pJDOHPHQW FKH] OfD@R®DO FDVWU

LA XENOGREFFEPAC-120,

Le modeéle PAC120 a été obtenu chez la souris nude par transplantation-dn>0WD Qp GIXQ IUDJF
GIXQ DGpQRFDUFLQRPH &pfiRd/ \&W BAR LIEPSH et Dt&ente le méme immuno
SKPpQRW\SH TXH OD WXPHXWU BYRWI JQRHD OM Radrisekesidroch D QL P D C
de 1086. Ce modle a dex variantes hormonedépendantet hormoneindépendant. Le maide
hormonedépendantne peut étre transplanté chez le male castré, ni chez la feme8a croissance

SHXW rWUH LQKLEpH SDU FDVWUDWLRQ FKLUXUJLFDOH RX SDU
modéle de carer prostatigue peu différenci@R IIlUH OD SRVVLELOLWp GIYpWXGLHU
SURJUHVVLRQ WXPRUDOH HW1IEKB)IpFKDSSHPHQW KRUPRQDO
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1.2.3 MODELES DE CAP SPONTANES

Chez le rat

Les carcinomes de prostate spontanés sont rares chemigmirsFRPSDUpH j OfKRPPH &HS
certaines souches de rats ont une incidéteete de néoplasmes prostatigues comme les rats Lobund
Wistar quidéveloppent urcarcinome prostatique dans 30% des €2ette espéce esine des rares
HVSQFHV TXL GpYHORSSH OH &lDeRiste fi QizdineiE MQUEMS de@apoirQ p H
étudier le cancer de la prost§1®9):

Le modele R3327 Dunning: la tumeur initiale était un adécarcinome spontané survenu chez un rat

de Copenhagud200). Ce modeéle a étgaintenuin vivo et €s tumeurs sordndrogénesensibls. Il
existeaussides dérivées androgémmépendantes. Les tumewst la méme histologie que le cancer
SURVWDWLTXH KXPDLQ HW HOOHV VRQW WUqV ELHQ GLIIpUHQF
réductase etxpriment legécepteursiesandrog@es etes récepteurs da LH-RH. Ce modéle deata

donné de nombreas lignéegiérivéesin vivo parmi lesquellesa souslignée MAT-Ly-Lu qui produit

des métastases dans les ganglions lymphatiques et les po(@ddnsCe modelerécapitule des
PYQOQHPHQWY PDMHXUV GH OD FDQFpURJHQgVH SURVWDWLTXH H

divers traitements.

Le modéleLobund-Wistar

Ce modele présente des similitudes avec le cancer de la prostadén. Les rats développent des
FDQFHUVY SURVWDWLTXHV VSRQWDQpV DYHF OfYkJH DQV GDQV
niveaudeslobesdorsolatéraux et antérieurs depleostateDLQVL TXIDX QLYHDX GHV YpVL
/IHV WXPHXUV PpWDVWDVHQW GDQV OHV RV HW VRQW -@tRXV LQIC
DXJPHQWpPH MXVTXY] D S U gnitrodburBal eV IR kQO0atérDne. e MoKaI® a été

utilisé ente autres pour étudides métastases osseuseOfHITHW GH Fid Buiwddchaiqget de @LPHQ
prostatg202)203)

Le modele NobleGH UDW HVW OYXQLTXH PRGqOH j GpYHORSSHU GHV FD
exposition prolongée aux androgéndsV. D X[ °"VWURJgQHY 6SRQWDQpPH®W LO G|
prostatique mais le traitement simultana la testostérone eh O°VWUDGLRO DXJPHQWH
tumorale & 73% a 18 mois, et 100% en fin de vie. De fagon intéressante, ce traitemeatgsiues

G\VSODVLHV VLPLODLUHV DX 3,1 FKH] OfYKRPPH ,0 H§aviwH GLIIp

sensibilité ou une résistance auxr@gg@nes et aux strogéneg204)

Le model ACI
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Ce modeleeVW LVVX G1TXe@ntewWwrR n#é Rudg@tet une femelle Copenhagliengrand
pourcentage des animadéveloppe spontanément un CaBs tumeurs sont sensibles aandrogénes

et constituent un modeéle important pour étudier les étapes précoces de la carcinogenése prostatique
(205)

Chez le chen

Le chien estQffe des deux especes flmmmaina (avec les rats) qui présente des cancers prostatiques
spontanés etréquents(206). Les chiens développent a la dode PIN de haut grade et des
adénocarcinomes de haut gra@es cancers sont cliniquement agressifs et métastasent aux ganglions
lymphatiquesauxpoumons eauxos. Dans certains caen a observé des cancers prostagalors que

les chiens sont castrés ce qui peut suggérer que ces tumeurs sont indépendantes de laaoecentrati
androgenes circulasit

Le chien représente un modéle qui présente de nombreuses similitudes avetlen@m, cependant

le nombre de cas et la disponibilité de ces modéles restent un haridicpfus LO QYH[LVWH SDV
marqueur prostatgpécifique chez le chien et la manipulation de ces animaux réseeise et difficile.

Le chien représente un modéle choix pour étudier le traitement des cancers prostatiques des patients

par thérapie génique.

I.2.4 MODELES TRANSGENIQUES CHEZ LA SOURIS

Au vu dumanque de modeles de CaP spontactisz la sourisdesmodéles desouris transgéniques
mimantcertains aspects die progression naturelle dtiaPhumainont été deeloppésCecia été réalisé

HQ FR QWU {s&sbrQde/caitims [dehksiclédaleancérognése prostatique.

/IHV SUHPLHUV PRGQqOHV UpVXOWDLHQW 16 8eVDLfdgdrvé (SBYUEMEL R Q G X
FR QWU { @idmGt&ux §pécifique de la prostafees modéle sont artificiels puisque les effets de
OTDQWLJgQH YLUDO QH VRQW r8DevVcaRdeNde hrogtate QuUDNdiiRsUaHi@O HP HQ W
modéles résultaient initialem&% GH OD PRGLILFDWLRQ GTXQ VHXO JgQH FRQ
cancérogénese prostatique. Ces derniers ont beaucoup progressé au cours de ces derniéres années et
UpVXOWHQW DXMRXUGYKXL GH OD PRGLILFDWLRQ pusidS@XVLHXL
maladie humaine.Cependant, méme si les nouvelles générations multigéniques des modéles
WUDQVJIpQLTXHY PLPHQW ELHQ OYLQLWLDWLRQ HW OD SURJUHV
FRQVHUYDQW OTLQWPJULWp GrEpraduisevitgdéntrdldient QasWwaRlisséminatiadvV QH
métastatique et ne sont donc pas appropaés O pWXGH GHV &D3 DYDQFpV ,0 H[LV\
limites majeures comme lmauvaisereproductibilitédes tumeurs dans un méme groupe de sdaris

faible incidence du cancer et |variabilit¢é du WHPSY G{IDSSDULWLRQ GHV WXPH

transgéniques les plus utilisgésnt résumés dans le Tableau 6, pour revue (Scott et al., 2004).
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Catégorie Modéle Transgéne ou Knockout

Cycle cellulaire C3(1)SVv40 SV40 Région précoce
TRAMP SV40 Région précoce
LPB-Tag 12T10 SV40 Antigene grand T
LPB-Tag 12T5 SV40-Antigéne grand T
LPB-Tag 12T7s SV40-Antigéne grand T
LPB-Tag 12T7f SV40-Antigéne grand T
CR2SV40 SV40 région précoce
p27 +f Knockout p27

Facteurs de croissandel MT-7 *). TGF. de Rat

: . o PB-ras H-ras

voies de signalisation PB-FGF8b FGF, isoforme b

Récepteurs MT-DNIIR TGF RIl, dominant négatif

Suppresseurs de tumeurs| PTEN +£ Knockout PTEN
Men1 ™" Knockout Men1

Génes homéobox Nkx 3.1-/- Knockout Nkx 3.1

Modeles bigéniques LPB-Tag 12F7f x MT-DNIIR

MT-TGF . x MTDNIIR

Nkx +/- x PTEN+/-

PTEN+/- x p27 +{2

Nkx +/- x PTEN+/- x p27
+/-

Pbras +/+ x mxik/-

Tableau 6 : Modéles de souris transgéniques de la néoplasie prostatique.
Adapté de Scott et al., 200207)

.3 MODELES DE METASTASE S OSSEUSE®E CANCER DE LA PROSTATE :

Actuellement, les mécanismes de développement des métastases osseustaalsoba pagncore

totalement élucidés. Pourtant, les métastases osseuses sont la premiére cause de déces parmi les patients
DWWHLQWYV GDX®URNQMPHNWHGHWOLO HVW LPSRUWDQW GYDYRLU GH
cibler. TREWHQWLRQ &dd n®taptasesyde Rdhé&2 Ws patients reste difficile et les modeéles
préclinigues existants restent peu hombrdies métastases 0sseuS RQWDQpHY GH &D3 FKH
sont des phénomeénes rares et ne surviennent généralement que dans les modéles canins. Les modéles
DFWXHOOHPHQW GLVSRQLEOHV FKH] OfDQ IsRUnGradsRaQuwW amriaWw H Q X H

hote selon divers protolss.

3.1 /9,1-(&7,21 ,1753%$RIKQUE

I TLQMHFWLRQ LQWUDFDUGLDTXH GH FHOOXOHV WXPRUDOHV SH.

dans différentes parties du squelette chez la souris. Les sites métastatiques préférentiels dépendent du
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turn-over osseux et de la lignée cellulaire injectée. Lorsquiigle&e PC3 est injectée par voie intra
cardiaque, la majorité des animaux développe des métastases osseuses au niveau de la mandibule qui
présente umurn-over osseux important. Les Iésions métastatiques issues des cellules PC3 sont de type
puremenistéolytique208) /D OLJQpH /ttalne BasXkiabk@uement de métastases osseuses. En
revanche, la lignée G4 GpULYpH GH /1&D3 HQWUDVQH OYDSSDULWLF
ostéocondensanté09) Les cellules tumorales MATLy-Lu R3327 injectées par voie intraveineuse via

la veine caudale chez des rats Copenhagen males induit une croissance tumorale métastatique dans la
région lombaire de la colonne vertébral®es activités ogéoclastiquse et ostéoblastiqeont été

observés dans les vertebrefombaires envahies. Quand cesglldes sont injectées par voie
intracardaque RQ REVHUYH j VHPDLQHV DSUqV OJLQMHFWLRQ XQH
paralysie est due a une compression de la moelle épiniere par les cellules tum@§l€&sULJLQH
métastatique au nivealw corps vertébrgR10)

32 /9,1-(&7,21 ,1753$RESE

/ITMLOQMHFWLRQ LQWUD RMs\tHssqueminiitilsex qur etdthér lrsiriétastases osseuses

qui restent tres difficilea obtenir avec les injections intracardiaques et éemgreffes. Les cellules sont
généralement inocéksdans la cavité médullaire des os longs (fémurs ou tibias) de souris immuno
déficientesBien que ces modeles de cancer de la prostate de I'homme ne reproduisent pas les premieres
étapes de linvasion métastatique, ils restent desélemdrés précieux pour €élucider les étapes
ultérieures de cette progression. Une liste des modeles qui peuvent étre utilisés dans des études
précliniques ciblant I'os est indiquée dans le tablgaavec la nature des lésions osseuses qui sont
généreés.

/L QMH F\WbtdReuBe dQoMIUIES LNCaP et ses deux lignées dérive2et0842B chez la souris
nudeentraine des Iésions faiblement ostéoblastiques. Chez la souris SCID, Les lignée MDA PCaz2b et
LuCaP23 entrainent des tumeurs indsseuses avec désions ostéoblastiques. En revanche le modele
LuCaP23 pousse chez la souris SCID mais pas chez la souris nude. La lignée PC3 entraine des lésions
ostéolytiques chez la souris nudehez le ratLiepe et coll. ont développé un nouveau modele en
utilisant une injection intraosseuse de cellules M-Lu aprés avoir foré un trou dans la diaphyse
fémorale. lls ont observé des lésions osseuses ostéoblastiques par évaluation scintigraphique et étude
histologique(211) Cependant, ce modéle représente un développement local de la tumeur maligne
SOXW{W TX{XQH YUDLH PpWDVWDVH ORFDOLVpH GDQV OTRV DSU
La lignéeCWR22 induit deslésions mixtes(ostolytiques/ostéocondensanfe} a 5 semaines aprés

injection intra-tibial chez le rahude.

'"{DXWUHVY PRGgOHV VRQW pJDOHPHQW PLV DX SRLQW PDLV OHX

Nemeth et al qui consiste a implanter chez la souris SCID des fragments osseux humains, puis 4
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semaines aprea injecter par voie intraveineuse descelld 3& /HV FHOOXOHYV FDQFpUHX
détectées au niveau des os murins, en revanche, des lésions métastatiques de type ostéolytiques ont été
détectées au niveau des fragments osseux humains xéno@gdffgs.

Un autre modéle développé par agret al consiste a implanter des fragments de prostate canine a
SUR[LPLWpP GTXQ RV FKH] OD VRXULV QRES&S$DBRQRWWUPD BWGE R BHRWWV [

QTHVW SDV REWHQXH SD@18®D JUHIIH GIDXWUHV WLVVXYV

Lignée Origine Culture | Mode df Type de lesions osseuses| Réf.
in vitro injection
22Rv1 Xénogreffe CWR22 + SC ; 10; IC | Mixtes : Iytique/blastique | (214)(215)
ARCaP; AscitesGTXQ & + Or;IC Ostéolytiques et (216)(217)
ARCaR, métastatique ostéoblastique
C4-2B LNCaP 4 Or; SC Ostéoblastique (218)
IGR-CaP1 CaP localisé + 10;IC Mixtes : lytique/blastique | (219)
LAPC-9 Xénogreffe de - 10 Formation osseuse (220)(124)
métastase osseuse
LNCaP Métastase + 10 Mixtes : Iytique/blastique | (218)(209)
ganglionnaire
MDA-PCa2b | Métastase osseuse e 10 Ostéoblastique (155)(221)
(222)
PC3 Ostéoblastique + 10;IC Ostéolytiques (222)(223)

Tableau 7 : Modeles précliniques de métastases osseuses
(IO : Intra-Osseuse IC : Intra-Cardiaque Or : Orthotopique SC: SousCutanée)

.4 MODELES DE CULTURES 3D

La culture celluhire conventionnell@D est un modé simplequi est le plus utilisé En revanchgeelle
FRQVWLWXH XQ PRGgOH LGpDOLVp Re WRXWHV OHV FHOOXOHV
contact avec les drogues présait GDQV OH PLOLHX &HWWH FXOWXUH SHL
préimnDLUH OYHIILFDFLWp GIXQ WUDLWHPHQW PDLV UHVWH pORL
tumeur et, par conséquent, des étudegvo. (Q SDUWLFXOLHU OTK\SR[LH QfHVW SD
dans la culturén vitro classique.

Les sphéroides refsentent un modéle de complexité intermédiaire entre le miodelao 2D et le

modélein vivo. Cette culture consiste a cultiver les cellules sur une matrice emuaigampéche les
FHOOXOHV GIDGKpUHU DiXawnscsls Braisdan&Qridlivhivisidnkditiesl llules en
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forme de sphéres es sphéroidesimulent s micremétastasesu les micrerégions de grosses tumeurs
etsont utilisé&@spour étudier la biologie des tumeurs ou encore leur réponse a une chimiot(#tdpie
Dans le cancer de la prostate, le mMed®&CaP sphéroide est plus proche des tumeuesles cultures
monocouchesll a été motré quela croissanceellulairedessphéroides LNCaP diminuigndis quda
production de VEGRugmentel e tauxde PSAdans les surnageamte culturede sphéroidesugmente
avecle tempset diminue avec le traitemenanticancéreuxX225) L'analyse immunohistochimiquaes
sphéroides des ligne®U145 et LNCaPrévele queles cellulesde la couchepériphérique ot un
marquage de K67 fort et que les cellules des couches cerstisdat nécroséesmndis quecelles dela
zone intermédiairexprimentp27 etPARP-1, ce qui suggere un caractéecellules quiescentg(226).
Une autre étuda montréque les cellules LNCaP et Dul45 sont plus résistaaigsmulti-drogues
guand elles songn culture spréroide (227). La lignée PC3a aussiété cultivée en sphéroide et a été
utilisée en coculture avedes cellules osseuses psimuler des moglesde métastases 0sseutzas)
Les deux lignée8ob et SerBob formentdes sphéroides en matrigel mais avec wrgentage (10%)
plus faible que la lignée PC3 et la lignée SerBob semble moins organisée que la lig(Ee7Bob

Un autre modélale culture 3D plus proche des tumeurs que les sphéroidest de la culture de

tissus tumorax in vitro. Cette technique consiste a mettre en culture des coupes de tissusix,miera
SHUPHW GH FRQVHUYHU OD PRUSWRGRUIDF-OHH O BXQI L DH KOWD U RK
la présence du stroma et une signalisation plus physiologique que dans la culture cellulaire. Les coupes
doivent étre suffisamment mircePRLQV GH a PP SRXU SHUPHWWUH OYR[\J]
l'intérieur des tissusPar ailleurs cette technique peut étre utilisée pour imiter la réalité biologique
(insuffisance de nutrimest K\SR[LH QpFURVH« FH TXL HVW LPSRUWDQW S
tels que l'induction de lI'angiégése tumoraletda résistance a la chimiothérapie.

Ces modeles de culture de tissu offrent une approche qui comble le fossé entre la culture cellulaire et les
modeéles animaux trés complexes. L'utilisation accrue de modéles 3D qui imitent les tissus pourrait
faciliter la compréhension de la cancé®ogse ainsi que le développement et le dépistage de nouvelles
thérapies(229) Cependant O T XWR.Q LB VWHWWH WHFKQLTXH UHVWH OLPLWQpEL

matériel tumoral surtout dans cersippes de cancer comme le CaP.

1.5 MODELES DE RESISTANCE A LA CHIMIOTHERAPIE

Malgré le nombre croissant des CaP résistank taxanes, trgseu de modés cdlulaires et animaux
decancer de la prostatésistants aux taxanes sont disponibless modéles disponibles sont souvent
des lignées cellulaires résistantes générpas exposition de la lignée cellulaire parentalé des

concentrations croissantefu médicamentpendant une longue péricdéd fpWDEOLVVHPHQW G
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chimiorésistancén vitro est un processuglativement long qui dépend de la lignée cellulairele la

drogue Plusieurs équipes owbtenules lignéesPC3 DU145 et LNCaP résistante au paclitaxel et au
docetaxelDans certaines étuddt existe une résistance crois@atre ces deux moléculdsa mise en

placed'un modéle animatésistant aux taxanes semplarticulieremendifficile. Les modeles utilisés
sont généralemerntes xénogreffs de cellulesésistantein vitro, comme la lignée PGdR résistante au
docetaxe[230)
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ARTICLE 1: STEMNESS MARKERS CHARACTERIZE IGR-CAP1, A
NEW CELL LINE DERIVED FROM PRIMARY EPITHELIAL

PROSTATE CANCER

[Chauchereau Al Nakouzi N||Gaudin d|Le Moulec $Compagno [Auger N|Bénard J
[Opolon R[Rozet R{Validire P[Fromont G{Fizazi Kl

ExperimentalCell Rearch; 2011

INTRODUCTION:

/ID PLVH DX SRLQW GH PRGqOHV GH ODERUDWRLUH HVW GTXQH L
GX FDQFHU GH OD SURVWDWH DLQVL TXH SRXU pYDOXHU OHV
d'analyserO § H[ S U H prdtdiear@ritnunohistochimiex partir des tumeurs ou biopsies incluses en
paraffine, lestvénementsle la progression tumoralet lesmécanismesle la résistance awdtogues ne

peuvent étre étudiés que dans des modeles de labardteirééveloppement de tels méske est
particulierement difficile et reste a ce jour insuffisant car aucun modéle ne reproduit parfaitement la
PDODGLH KXPDLQH &RPPH QRXV ODYRQV YX GDQV OH FKDSLWU
la veriété des phénotypes du CaPeetpa WLFXOLHU GH OYDGpQRFDUFLQRPH SULP
GH FHV PRGqOHV HVW GYRULJLQH PpWDVWDWLTXH /HV OLJQpHYV
étapes précoces du CaP sont celles issues des tumeurs primaires de la prostasméwmtuitlexiste

seulement troislignées cellulaires issues de CaP localisé, les lignées EOO6AA, HH870 et Bob.
&HSHQGDQW HOOHV QH FRQVWLWXHQW SDV GHV PRGQqOHV LGpD.
36% PDLV VRQ LQWpUrW QH QN HVOL BIDNp VEXRRTXKIPH@LTXH FKH] OfI
QYH[SULPH SDV Of$5 HW OH 36% 8QH WURLVLgqPH OLJQpH LVVX
momentde notre travail LO VIDJLW GH OD OLJQpH$% RIBNV TOAH RFH[ISWLE FHHS
tumoriJpQLTXH FKH]&OHVQYLBRAUTXRL QRXV DYRQV HQWUHSULV
nouveaux modéles a partir de la prostate tumorale et obtenu ainsi la lign€aFaR

3RXU pWXGLHU OTXWLOLWp HW OYRULJLQDOLWp QGrHvitfoletiBRRGqOH
vivo 1RXV DYRQV WRXW GYDERUG ¢iwdiltd & InQlecu@irede |k DgddeF W p U LV
IGR-CaP1 naturellement immortalisée, aigsie celles des clones dérivés de cette lignée par dilution

limite. Nous en avons étudié la croissance cellulaire, le profil génomique et les marqueurs épithéliaux et
prostatiques. Nous avons également rechesthétte nouvelle lignée exprimaiesl marquers cellules

souches cancéreuses.

Une fois la caractérisation de la lignée réaliséetro, nous avons étudié ses praqppW pV FKH] OTDQL
En effet, s xénogreffes sont essentielles p@fff pWXGH GHV W X Radd XahvairemetFap) H XV H V
modelesin vitro, elles conservent certaines caractéristiques physiologiques essentielles pour le

développement et la croissance tumorale comme la structure tridimensionnelle, les interactions avec les
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FHOOXOHV VWURPDOHV HW O 1 D-Qithh&lp® p\riddéleHaplip @aRidud, HliésH V VR
restent cependant moins adaptées que les greffespnostatiques dans lesquelles le micro
HQYLURQHPHQW HVW UHFRQVWLWXp PLPDQW PLHX[ OH GpYHORS
Afin de pouvoir suivre lacro8§ DQFH WXPRUDOH pYDOXHU OfHIIHW GHV WUDL
métastases et micimétastases dans un modéle orthotopique de cancer de la prostate, nous avons mis au
point un modele de cellules bioluminescentes en intégrant le géne codana jhaeiférase dans le

génome des cellules IGR D 3 'H FHWWH IDoRQ XQH IRLVY LQMHFWp FKH] C
émettent de la lumiére en présence de la luciférine. La bioluminescence émise est proportionnelle a la
croissance de la tumeur iNBAURVWDWLTXH /IXWLOLVDWLRQ GHV FHOOXOHYV
GDQV OHV PRGQgOHV DQLPDX][ SXLVihXivo peknst WeHquahtfiekl® indsseH G L F
tumorale a partir des greffes orthotopiques et de suivre la réponse a des rtaitbr@peutiques, ou

GH GpWHFWHU OHV FHOOXOHYV PpWDVWDONMD XHYHGHKKHOIPD@IQP M C
Nous avons établi des xénogreffes sous cutanées et intraprostatiques a partir de la ligd@P1GR
bioluminescente et nous avbh pWXGLp OHXU FDSDFLWp j UHSURGXLUH OH
prostatiquen vivo. Nous avons déterminé les caractéristiques histologiques des tumeurs, leur sensibilité

ala castration et leur capacité a induire des métastases spontanées.

58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



Supplementary Figure 1: Absence of AR and PSA expression in IGRaP1 cells

(A) Determination ofin vitro AR and PSA expression. Protein expression was measured #C#BR cells by

FACS analysis using the rabbit KLK3 (PSA)-(®, SantaCruz) and rabbit AR (N0, SanteCruz) primary
antibodies and Alexa Fluor 488 diabelled secondary antibody. LNCaP cellsreused as the positive control

and PC3 cells were used as the negative control. (B) Comparison of AR expression between the original tumor and
the early passages of IG&RaP1.IHC showing AR expression in the luminal epithelial cells of the initial ptiosta

tumor and the absence of AR expression in the-GaR1 cell line. Tumor and cell sections were incubated with

the antiAR antibody (N20, Santa Cruz).
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Supplementary Figure 2: Response of IGRCaP1 tumors to castration.

Tumor progression ratfowere determined at different time points for tastrated group |( n=5) and for the

control group ( n=9), by comparing the tumor volume to the initial volume at day O (point before castration) for

each experiment, independently. (Adjustment of a fparameter logistic regression model on the average of the
observed values at each time poif) Linear regression of progression according to time in (@@3s), with

SEM. $GMXVWHG 590 IRU WKH FRQWURO JURXS WUDWERXYWRKE 5f
Comparison between the two groups using a general linear model analysis indicated a signifigiepdimdent

effect of castration on progression with a risk of 10% (interaction p value = 0.0959).
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Supplementary Figure 3 CSC expression by FACS analyses

(A) CD24 expression in IGIEaP1 cells. The expression of cytokeratin markers was measured-GdBRcells

by FACS using the mouse CDHTC antibody (Clone ML5, BD Biosciences). All the 18RaP1 cells were
CD24 positive.(B) Determination of the triple CD44CD133 CXCR4 -labelled cells. The combination of
CD44/CD133/CXCR4 biomarker expression was measured by flow cytometry usingRTD@4CD133APC

and CD184PE (CXCRA4PE), in IGRCaP1 cells and in the clones 3A11 and BCTriplecolor stained cells were
sorted with a cell sorter (MoFHiDako). Cells were gated on CD44 positive cells (red). The colors corresponding
to the different fractions were; CD4@D184 in green, CD44CD133 in pink, CD44CD133CD184 in blue.

The percentage of the tripllabelled cells is indicated for each cell line.
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Supplementary Figure 4: Bone remodelling after direct bone injection of IGRCaP1 cells

Evaluation of IGRCaPtinduced bone lesion development using microCT scan-@@R1cells (0.5x16) were

injected directly into the tibia of anesthetized nude mice. A microCT scan was assessed 10 weeks post
implantation. A. 3D isosurface reconstructions of microCT data on an arpestarior view. Arrows show the
osteolytic lesions inhte injected tibia. B. Longitudinal coronal sections bisecting the injection site. Images are
representative of results obtained in 86% (6/7) injected nude mice.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Androgen ablation in nude mice

Surgical castration was used fordamgen ablation in 5 mice, 37 days after tumor cell engraftment when tumors

attained approximately 300 ninNon-castrated mice (n=9) were used as controls.

TagMan RT-PCR primer sequences

Tagman PCR primers were purchased from Applied Biosystems. Thespmnting reference and known
sequence are indicated as follows:

Androgen receptor (AR), Hs00171172 _m1, CTTGCCTGGCTTCCGCAACTTACAC
PSA (KLK3), Hs02576345_m1, TCCGTGACGTGGATTGGTGCTGCAC

Sonic Hedghog (SHH), Hs00179843_m1, GTGAAAGCAGAGAACTCGGTGGCGG
PATCH1 (PTGH1), Hs00970980_m1, TGTGGGTGGAAGTTGGAGGACGAGT
GLI1, Hs00171790_m1, TGTCCCACACCGGTACCACTGTGTC

GLI2, Hs00257977_m1, GAGCTCCGGGCTGTGTCAGTCCAGC

NOTCH1, Hs01062014_m1, AGATATGCAGAACAACAGGGAGGAG

ABCG2, Hs01053790_m1, GAGGCAAATCTTCGTTATTAGATGT

CD133 (PROM1)Hs01009261_m1, TGGTCCAACAGGGCTATCAATCCCT
CXCR4 (CD184), Hs00607978_s1, CATCCTGTCCTGCTATTGCATTATC

For CD44 determination, primers were purchased fidiWG Biotech, FranceThe primer sequences were
IRUZDUG SGATBAGCCTHEGCGCAG 1 UHYHUVHGIAGOGACCATITTTCTCCACG 1 DQG
labelled probe: FarCGATTTGAATATAACCTGCCGCTTTGCATamra
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ARTICLE 2: REPRODUCING BONE WIDESPREAD OF HUMAN

PROSTATE CANCER IN I GR-CAP1 IN VIVO MODEL

Nader Al Nakouzi, Olivia Bawa, Alain Le Pape, Stéphanie Lerondel, CatbeBaudin, Paule Opolon,
Patrick Gonin, Karim Fizazi, and Anne Chauchereau

Manuscrit soumis pour publicationfmerican Journal of Patholodg 24juin 2011

INTRODUCTION:

Actuellement, les mécanismes de développement des métastases osseuses du CaP ne sont pas totalement
élucidés. Un des obstacles majeurs dans ['étude de la biologie des métastases de CaP a été le nombre
limité de modéles animaux qui récapitulent le phénomerEeW DVWDWLTXH RVVHX[ REVHUY
&RPPH QRXV ODYRQV GpWDLOOp GDQV OH FKDSLWUH ,, OD F
GITpWXGLHU TXH OHV VWDGHV WDUGLIV GX SURFHVVXV PpWDVYV
Iésions ostéolytiges différentes de celles du CaP humain a fort caractére ostéocondensant ou mixte.

Dans la mesure ou nous avons observé emi@édnogreffes S.C. et orthotopiques de la lignée@aR1

induisent des métastases poyLVFpUDOHYV PDLV QNHKSDWRMWIHR@QWGSHDFpW D VW
détectables chez la souris nude, nous avons cherché a obtenir des métastases osseesgsnpar inj
intra-osseuse directe et par idjien dans la circulation sanguine par voie iateadiaque. La
disponibilité du modeéldioluminescent a été cruciale dans cette étude, nous permettant de suivre la
croissance tumorale et de détecter la formation de métastases efpddD VW DVHY GDQV OfRV
Nous avons observé que les injections Haisaeuses générent des masses tumordtesosseuses qui
SHUVLVWHQW SOXVLHXUV PRLV DSUqV OYLQMHFWLRQ /HV LQM
osseuses au hiveau des membres inférieurs, la colonne vertébrale et la mandibule. Dans les deux cas, les
métastases obtenues sont assecédes Iésions ostéoblastiques a la fois radiologiques et histologiques
FRPSDUDEOHV j FH TXL HVW REVHUYp FKH] OfTKRPPH

1RXV DYRQV pJDOHPHQW UHFKHUFKp GDQV QRWUH PRGgOH OfH
dans les métastases osseusesmpuliqués dans le remodelage osseadix CaP humain. Nouavons

étudié par RT3&5 TXDQWLWDWLYH OYfH[SUHVVLRQ GH FHUWDLQV JgQ
obtenuegar injection directe et avoritabli une signature de génes fortement exprimés au niveau des
méfstases osseuses dans le mod&®&R-CaPl. Ces génes pourraient constituer des cibles

thérapeutiques intéressantes pour déterminer les métastases osseuses.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Autres caractéristiques moléculaires de la lignée IGFCaP1

1- Geéne de fusiofMPRSS2/ERG

La mise en évidence récente de genes de fuUBMARSS2/ERCGdans une majorité de cancers de la
prostate représente une véritable révolution dans la connaissance biologique de ces tumeurs. La
détermination du statuitMPRSS2/ERGdans les modéles préclinigues de CaP est essentielle pour
comprendre le réle de cette nisdocation dans la progression tumoraBeulement deux lignées
e[SULPHQW FHWWH WU DB [gykéa R oaret REBONOUS avdn® utilis laaéthniquie

FISH (Fluorescentn Stu Hybridization) et montré que la lignée IGRaP1 ne présente pas géne de

fusion (Figure9).

Figure 9: Recherche de la présence du gene de fusion TMPRSS2/ERG dans

la lignée IGR-CaPl. Technique de FISHLa colocation des signaux rouges et

YHUWV VLIQDO MDXQH PRQWUH TX{LO QT\-D SDV GH WUDQV
CaP1l. Le géne de fusion est présent dans les VCaP avec perte de la colocalisation

des deux signaux (contrOle positife KpPD H[SOLFDWLI VXU OYfHPSODFHPHQ
signauxdDSUqV OHUW] K pathkodid KWV
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2- Autres mutations retrouvées dans la lignée 4GP 1

Nous avons également identifi@dmutations dans la lignée IGBRaP1notamment lesnutations au

niveau de genesodants pour les protéines p53 RTEN, connues pour étre impliguées dans la
carcinognesH GH OD SURVWDWH 'DQV OH WDEOHDX QRXV DYRQV (
fréquemment mutés dans les cancers

La perte fonctionnelle des protéines PTENp53 sont des phénoménes fréquents dans le CaP qui
contribue a la progression tumorale. La perte sWid QpH GH 37(1 HW3@uymefddle WLYLW
SRXYRLU SUROLIpUDWLI GHVY FHOOXOHV WXPRUDOHV HW HPSrFKF
La protéine P3K kinase (PIK3 CA) représente l'un des oncogénes les plus modifiés dans les cancers
humains. Elle est utilisée comme un marqueur de diagnosticoehme cible thérapeutiqueles

mutations PIK3CA sont le sujet de plusieurs études les cancers du sein eblorectal.Ces mutations

ont été reportées dans le cancer de la prostate mais les études de ces mutations dans letCaP reste
limitées. Aucune mutation RB &$ QYD pWp GpFULWH MXVTXYj] SUpYddQW GDC
modéeles qui expriment des mutatsodes deux genes PIKA et PTEN sont tres rares. La perturbation

de ces deux génes semble étre impliquée dans la résistance aux traitements (cetuximab) dans le cancer
colorectal(231) et il apparat que ces mutations PIKBA/PTEN sont en corrélation négative aviec

réponse a ce traitement.

)J/I7 HVW XQH DXWUH NLQDVH TXH OfRQ UHWURXY HnRXeWiqusl GDQV
DYRQV LGHQWLILpH QYD SDV pWp GpFULWH 1RWFK HVW XQ U
plusieurs processus du développement et qui pourrait étre impliqgué dans la fonctites celliches
cancéreuses (CSClne étude récente montre gleepolymorphismeG388Rdu geneFGFR4 TX TR Q
retrouve dans la lignée IGRaP1 est lié au risque de CaP surtout dans la population europdenne.
OTKHXUH DFWXHOOH QRXV QYDYRQV SDV LQYHVWLJXp GDYDQWD

Gene Mutation enNTP Mutation / acides aminé{ Référence de la mutation
Tp53 A377G Y126C var-044716
PIK3CA A3207G NON-STOP 1069 (+4aa] Non décrite
PTEN A464G Y155C var-026263
C 950953 non décrite
NOTCH1 G6856A V22861 rs61751489
FLT3 C1601G P534R Non décrite
FGFR4 G1162A G388R rs351855

Tableau 8 : Mutations retrouvées dans la lignée IGRCaP1
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DISCUSSION

Le traitement des CaP est en constante évolution. Chaque année, de nouveaux médicaments et
combinaisons thérapeutiques sont proposés pour des essais cliniques. Pour développer et sélectionner
les meilleurs traitements, les modeéles précliniques sont enBgplesCependant, le modele idéal de

&D3 Q H[LVWH SDV FDU DXFXQ PRGqOH QH UHSURIGesttddncFRPSOq
indispensable d'augmenter le nombre et la diversité des modeles expérimentaux de Ce& Plus
modeles seront pertinexy plus nous progresserons dans la compréhensidiéwtdution de cette

maladieet dans la découverte de traitements, notamment pour les formes métastatiques incurables.

'‘DQV OH SUHPLHU DUWLFOH QRXV DYRQV Gpme bdvedellgé® EOLVV
FHOOXODLUH GH &D3 LVVXH GfXQ DGpQRFDUFLQRPH SURVWDWLT
UDUH HW GLIILFLOH $SUqV SOXVLHXUV WHQWDWLYHV QRXV DY
matrice extracellulaire hurnmee (IGR-XC) établie pdJ GRFWHXU -HDQ %pl@gee & typ® 7,*5 11
épithélial basal est spontanément immortalisée, elle a un temps de doublement relativement court, elle
prolifere normalement a ddaibles densités en culture et en monocoudeegXL IDLW GTHOOH XC
IDFLOH GIXWLOLVDWLRQ SRXU OHV pWXGHV LQ YLWUR

La lignée IGR&D3 QTH[SULPH SDV OH $5 HW OH 36 % RARIEH@bBSibléHP HQW
gue les cellulesgle la tumeur qui expriment AR aient été perdues lors de la culture et que ngassa
VPOHFWLRQQp OHV FHOOX®H V/ TDAEYV 8 rigdsbolGHPHER W d8DdanPles
xénogreffes ein vitro HW OD F D SCaPL&ppussdf chiz les souris males castrées andags

des milieux appauvris en androgenes montrent que cette lignée est andnog@endante. Cependant,

on remargue que la croissance tumorale est légérement réduite aprés castration, ce qui suggere une
influence du stroma sur ces cellules tumoralas. effet, le compartiment cellulaire dstromase

compose de fibroblastes, de cellules musculaires lisses et de cellules endothéliales. Les fibroblastes et
les cellules msculaires lisses expriment R et survivent a la castratio(28). Les facteurs de
craissances produits par le stromgerviennent dansal différenciation prostatiquelans la prolifération

RX Of1 loQ #dell& cridsance cellulairg¢232) Le stroma produit notamment les facteurs FGF7 et 10

gui stimulent directement la prolifération des dekuépithélialesEnfin, méme si la lignée IGIRaP1
QTH[SULPH SDV OH $5 LO HVW SRVVLEOH TXYfHOOH H[SULPH GYD?
Bien que la lignée IGR& D3 QYH[SULPH SDV OH $5 HW OH 36% QRXV DYRC
faiblementGIDXWUHV PDUTXHXUV SURVWDWLTXHY WHOV TXH Of3$0$&¢E
RULJLQH SURVWDWLTXH 1RXV DYRQV pJDOHPHQW LGHQWLILp G
IGR-CaP1 qui sont fréquemment trouvées dans les CaP. Emeffistavons montré que la lignée IGR

CaP1 est une lignée tétraploide qui exprime une p53 mutée. Une surexpression de la p53 associée a une
altération du géne est fréquente dans les CRBQ) La tétraploidie est décrite comme un phénomene
SUpFRFH GH OTRQFRJpQ purtfer8 uhRavawdyseLstixieln Mivé pSud }es\cellules
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tumoralesNormalement, la protéine p53 saugggue un réle trés important dans les points de controle

et empéche la prolifération des cellules tétraploides. Il est possible que la mutation de la p53 dans la
lignée IGRCaPL ait autorisé la prolifération des cellules tétraploides.

Dans la mesure oa lignée IGRCaP1 exprimele fagcon importantplusieurs marqueurs CSCD44,

CD133, CXCR4 et.  -integrin), forme des sphéroides etture tridimensionnelle et & capacité a

pousserin vitro aprés passage chez la soddgt HQ FRQVHUY D QW c&nbf@ieursMOBCR Q
QRXV SRXYRQV pPHWWUH O YK pSuRsit Kephésentd Xnid ligndan de Hell@ds) Q p H
SURJpQLWULFHV LVVXHV GH &6& 'fDXWUHV H[SPULPHQWDWLRQ
pour renforcer cette hypothése, notamment des expériences de différenciation apres greffes sous le sinus
UpQDO GH O 1D QriésxapaSitBsXdd lgplighéezalde différencier en différents types cellulaires.

La compréhension des phénomeénes biologiques qui régule les CSC pourrait avoir des
conséquences importantes en clinique. La perspective de thérapies ciblant spécifiquemgft les C

offre des lors de nouveaux espoirs dans le traitement contre le cancer de la prostate en association
DYHF OHV WKpUDSLHV FODVVLTXHV &THVW SRXUTXRL LO FH

laboratoire proche des CSC comme la lignée-GaP1.

La lignée IGRCaP1 est fortement tumg#énique che la souris nude en greffe seustanée et en
orthotopique. Contrairement a la lignée PC3, les xénogreffes issues de la ligr€aP&Rrésentent un
SKPpQRW\SH JODQGXODLUH DYHF |RikP DadtuIRiQe§ ROrEL] Bn sHAN@.HV V|
(OOHV FRQVHUYHQW OHV DQWLJgqQHYV HW OHV FDUDFWpPULVWLTXF
xénogreffes intrgrostatiques semblent étre plus agressives que les xénogoeffesutanéefumeurs

plus indifférenciées et expression forte du Ki 67)FHFL SRXUUD lps#y OMMHIBADXH A HKH C
OTHQYLURQQHPHQW WXPRUDO QRWDPPPHQ&NeBdD La Odidsant®© deld Q F H  (
xénogreffes de la lignée IGRaP1 est relativement lente notammemtintraprostatique, ce qui permet

des études de processus longs comme la résistance aux traitements ou le processus métastatique.

Les xénogreffes €. et intraprostatique chez la souris nude induisent des métastases spontanées, un
phénoméne trés raet recherché dans les modeéles de cancer de la prostatvdhche, ces métastases
viscéralessont peu fréguentes aucune métastase ossegpentanéeQD pWp GpWHFWpH /9D
détection de métastases osseuses spontanées pourrait étre die e tiilleetie ces micrométastases
impossibles a détecter en bioluminescence, surtout en présence de forts signaux de la tumeur primaire et
GH PpWDVWDVHV YLVFpUDOHYV 2Q SRXUUDLW HQYLVDJHU SRXLU
contenant le ggneGH OD OXFLIpUDVH VRXV FRQWU{OH GTXQ SURPR\
OTRVWpPpRFDOFLQH OTRVWPRSRQWLQH RX 581; &HWWH PpWKRG
SURPRWHXU OH SOXV H[SULPp GDQV OTRV HW dés. PRLQV H[SULPp

/H VLWH PpWDVWDWLTXH SUpIpUHQWLHO GX &D3 KXPDLQ HVW Of
mixtes. TREWHQWLRQ GTXQ PR G q Cel 0Ss6us&sQ@lé QP TyXi epBHlapnpssBug W D V

métastatique naturel reste une priofi@ur mieux comprendre ce mécanisme et palier le manque
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thérapeutique. Le nombre de modeéles qui induisent des métastases osseuses spontanées est tres limité.
La lignée PC3 androgérindépendante qui exprime le géne de la luciférase induit des métastases
osseises de nature purement ostéolytique. Les lignées LAPC9 €@BCihduisent des lésions
RVWpREODVWLTXHYV RX PLIWHV TXDQG HOOHVY VRQW LQMHFWPpPHV
interactions entre les cellules tumorales et le mi@raronnemat osseux mais ne permettent pas
OTpWXGH GH OD GLYV ¥¢étprieLsQrid pat RiQunkirté<aéntéd BellUnkbdele qui semble
actuellement adapt& X L V huftld€s Iésions ostéoblastiquatsqui exprimee géne de la luciférase

est la lignée 22RV1.

La lignée IGRCaP1 induit des métastases osseuses avec des lésions mixtes apres injection intra
cardiaque et quand elle est injectée dit®@ HQW GDQV O Y Rovit été ebxifirtdgs \pArQuweD W V
scintigraphie osseuse et par Stan./f{DFWLYLW K HRDPWpPROSWIRXYpH SDU OD SUpVFE
au niveau des lésion€e modeéle constitue donc un outil potemtiglentintéressant pour étudier les

mécanismes métastatiques et rechercheodeaties cibles thérapeutiques.
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CHAPITRE 11l : LES TRAITEMEN TS DU CANCER DE LA PROSTATE

&RPPH QRXV OYDYRQV pYRTXp GDQV OH FKDSLWUH , OH FDQFHL
PROPFXODLUHV HW JpQpWLTXH s doMrk dgaYpRogrEssianh\e td WialedfieD BeFcé P X O H -
fait, le traitement du ©® 3 HVW GLIIpUHQW VHORQ OH VWD GdépendanEed QFHU \
son évolution potentielle. Les traitements proposés peuvent étre de type curatif (radical) quand le cancer
HVW HQFRUH ORFDOLVp RX SDOOLDW tast&@&iqueDan©tHchamthe BifaxtQ FDQF
saont developpések principes des différents traitements disponibles et leurs recommandations dans le
traitement du CaP.

.1 LES OPTIONS THERAPEUTIQU ES:

La Chirurgie :

La prostatectomie radicale est le traitement le ph@en des cancers de la prostate a un stade localisé.

Cette intervention a pour but de réaliser I'exérése de I'ensemble de la prostate, des vésicules séminales et
d'une partie desanauxdéférents. Elle est généralement associée a un curage ganglighioaire
obturateur permettant de préciser la stadification. En effet, en cas de curagd'positiention ne sera

pas pratiquée. La mortalité observée suite a cette intervention est quasi nulle (< 1 %). Les complications

de la prostatectomie radicale ndoessentiellement [l'impuissance et l'incontinence urinaire. Une
impuissancesexuelle HVW WUgqV VRXYHQW FRQVWDWpH DSUqV O®@dieSURVWL
avec de nombreux facteursy earticulier I'age et la possibilité de conserver Hesfs érecteurgen

moyenne 70 & 100 % d'impuissance). Enfin, la complication la plus grave est celle de la récidive locale

due a une tumeur résiduelle.

La radiothérapie :

En radiothérapie externées doses délivrées sont classiquement dé066Yy/3335 fractions efpendant

adjuvant VRLW ORUV GTXQH UpFLGLYH ORFD GuHle@GhtDud&d&evatidnTd¥ pH D X
PSA. La mortalité est nid et les complicatios locales sont essentiellement tgpe de sténose de

l'urétre, la rectite. Un risque d'incontinence urinaire est également parfois oli3angé40 a 60% des

cas, ilpeutapparaite une impuissanceexuellequi s'installe progressiveant en quelques années. Les
différentes séries publiées sont trés contradictoires, il semble qu'il existe un haut risque de dysérections

comparable &eluide la prostatectomie radicale.
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La curiethérapie

La curiethérapie consiste a implanter des graifit. R GH U DIG0L®&yPpJIaW lal prostate tumorale,

sous contr6le échographiqugon indication est réservée a des formes de bon pronostic (T<2b, Gleason

< 6, PSA < 10ng/ml), avec un volume prostatique de moins de 60cm3. Les effets secondaires sont
retaidés de quelques semaines, et consistent ediffiesiltés mictionnelles et dedouleurs pelviennes.

/HV ULVTXHV GYLQFRQWLQHQFH VRQW WUqV IDLEOHV HW VHXC

impuissance séquellaire.

/IMT+RUPRQRWKpUDSLH
Le traitementhormonal est basé sur le fait que le cancer de la prostate est androgénodépendant dans 80
GHV FDV HW FOLQLTXHPHQW VHQVLEOH DX VHYUDJH DQGURJpPQ

peut étre obtenue par plusieurs procéqésont décrit cdessos

La pulpectomie
Cette intervention chirurgicale consiste a retirer la pulpe du testicule afin de supprimer la sécrétion
endocrine du testicule (95 % de la testostérone circulante). Il s'ensuit une élévation s=denddiH

RH et de la LH et unisque d'impuissance qui est tres élevé

La castration chimique: les analogues de la LFRH et/ou les antiandrogenes
périphériques

Les analogues de la LRH sont administrés par voie parentéraleur inhiber la synthese de
testostérone par les testicules testostérone est transformée déhydrotestostéronedDHT) qui se lie

au AR dans lacellule prostatiqueLa stimulationen continueGH O {D[H K\ByRiphydaiczpd&R

les analogues de la RH provoque undnhibition de la synthésede testostérone. Edéout du
traitement il se produit une élévatiomansitoirede LH et de la testostérone, peénoméne est appelé
Flareup. Il peut étre contrdlé parO X W L Ephdsittd ht&3Hti-androgénepériphériqgueqper os)

afin d'éviter une flambée évolutive dancer prostatique.

Les antiandrogéng périphériques de type stéroidiens ou non stéroidiens, agissent directement au
niveau dX U pFHS W H X U Casdnt@itaitddgedeas @ddlisent une compétition réversible avietlTa

au niveaudu domaine de liaison dligand du récepteur dangd cellules androgérgensibles. Les
antiandrogénes (stéroidiens ou non) sont parfois utilisés conjointement aux analogues-BédlladiH

obtenir un blocage androgénique complet.

Bien que le cancer de la prostate soit sensitfleodmonothérapie et que celbé permet généralement

de contrbler la maladie pendant quelques années, dans la majorité des cas, un phénomeéne
G pFKDSSHPHQW VH SURGXLW HQ PR\HQQH j [DQ YonBigteqV OH
TXTXQH pQp YBAV tdRfipmée par trois prélevements successifs chez un patient sous

hormonothérapie signe un échappement et nésestance a la castraton/ fDSSDULWLRQ GH QF
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lésions sous hormonothérapie est également un argument indiscutable de pro@essicnappement

résulte de la sélection de clones résistanks castratiorgui préexistaient a I'normonothérapie ou qui

sont apparus au cours de callelLes options thérapeutiqgues pour un patient atteint de caeckr

prostate résistant a la castoati étaientlimitétes MXVTAIDSSDULWLRQ GH OD QRXY|
GTIKRUPRQRWKpPpUDSLH

/IHV °VWURJgQHV EORTXHQ\WH @tDde\Mg EHU pMhivéaQ dé& Iypotbaldnius et de
I'nypophyse supprimant ainsi la sécrétion de testostérone par les éssti€ependant, ils sont
responsablede complications cardiovasculairesveres

IRXYHOOH JpQpUDWLRQ GIfKRUPRQRWKpPUDSLH

RecementPe nouveaux traitementgli interviennent au stade du CaP résistant a la castration (CRPC)
VRQW HQ FRXUV GTHYRX XDIWHIORIH W L Q I R ERFRQL LD 1Bifi& UeD W 0
MDV3100, et le TAK700.

/TDELUDW p U Re&Hin INRipitéUD & ta biosynthése des androgenes; elle inhibe le cytochrome
P4506c17 (CYP17) qui assure l'activité alphahydroxylase et 17,20 lyas€ette activité enzymatique

est présente au niveau des testicules, de la corticosurrénale et des tumeurs prostatiques. L'inhibition de
CYP17 va provoquer un arrét ou une chute de la biosynthese des androgénes, testostérone et
dihydrotestostérone et austi cortisol

Les résultats d'une analyles d'une étude de phase 3 randomisée et contrélée contre placebo,-la COU
AA-301, ont démontré que les patients trai®P ldcétate d'abiratéronet de laprednisoneapres
échappement au docetax@nnaissaienine amélioration significative de leur taux de survie global par
rapport aux patients traités par prednisolone et par placebo. Cette étude a été menée sur 1195 patients
atteints d'un cancer de la prostate résistant a la castragimy échec d'une chiotinérapie a base de
docétaxel.Unaouvelleétude de phase Idomparant'dbiratérone acétatgrednisoné laprednisolone

/ placeboPHQpH VXU SDWLHQWYV DWWHLQW GTXQ &53& DYDQW X
cours.

Le MDV3100 est un antagoniste du récepteur aux androgéenes qui blofixetien des androgenes sur

le AR, empéchnt la translocation nucléaire du complexe androgene/AR et le recrutement de
coactivateurs. Son affinité pour le AR est trés supérieure a celle duWdAIBLGH ,0 QYD SDV
agoniste, au contraire des antiandrogénes habituels. Cetéeutaoa fait le sujet de deudtude de
phase S GRQW OfDQDO\WVH HVW HQ FRXUV

Le TAK -700 (Orteronel® est un inhibiteur sélectif non stéroidien de la synthése des gam®
(inhibiteur sélectif du cytochrome P (CYF7). Aprés des résultats prometteurs de phase 2, une phase 3

a été lancée aux Etdtiis au 2eme trimestre 2011.
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Figure 10: Mécanismes de la régulation endocrinienne eDRFDOLVDWLRQ GH OfHIIHW GHV KR!
(AAS : Anti-Androgéne StéroidiensAANS : Anti-Androgene non Stéroidien@dapté de Massard et Fizazi, 2011)

1.2 LES INDICATIONS THER APEUTIQUES :

/IH WUDLWHPHQW GX FDQFHU GH OD t8ubsRpriNipalrienGle Steld® Ge @ 1 X QH
WXPHXU OH GHJUp GH GLIIpUHQWLDW L Ri@xis@ Des'rBoorhhabdaBGoxs36$ H \
GH WUDLWHPHQW TXL VRQW EDVpHV VXU OD VWDGLILFDWLRQ 71«
vie. Letableau 8 résume les principales options thérapeutidiresancer de la prostate localisé est
généralement traité paorostatectomie chirurgical®u parradiothérapie externel fKRUPRQRWKpUD ¢
combinée a la radiothérapiest le traitement standard deancers localisés a haut risque et
OTKRUPRQRW lggt Utils e préiet ©ligne dans le CaP métastatifjaechimiothérapie est

utilisée en traitement standbguand le CaP devierégsistant a la castration
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Stade

Recommandations thérapeutique

Localisé T1-T2 Surveillance
NO-NX, MO Prostatectomie radicale
Radiothérapie
curiethérapie
Localement avancé T3-T4 Prostatectomie radicale
NO-NX, MO Radiothérapie + hormonothérapie
Hormonothérapie seule
métastatique T1-T4 Hormonothérapie
N1, MO-M1

Echappement hormonal

Chimiothérapie ocetaxe)

CRPC résistant au docetaxe

- Reintroduction du docetaxel en monothérapi
en combinaisolfpatientsrépondeurs enlére

- Traitement en deuxiéme ligne
Cabazitaxel
Abiratérone
MDV3100 et TAK700(en essai)

Tableau9: Recommandations thérapeutiques selon le stade du cancer de la prostate.

1.3 LA CHIMIOTHERAPIE

$X FRXUV GH FHV GHUQLqUHVY DQQpHV OTXWLOLVDWLRQ GH SUF
FULWqQUHV GYpYDOXDWLRQ SOXV SHUWLQHQWY RQW PRGLILp OD
prostate, particulierement ERPC Plusieurs étuek cliniques ont évalué le role de la chimiothérapie
DGPLQLVWUpPpH HQ PRQRWKpUDSLH RX HQ FRPELQDLVRQ 3DU UDS
le cancer du sein, le cancer de la prostate est une maladie relativement chimiorésistante, né@smoins,
résultats encourageants ont été obtenus au cours de ces derniéres années. Un bénéfice clinique en faveur
de la chimiothérapie dans I€RPC D pWp REWHQX in¥ dtHe dodethxae\DEDrBpoNses

PRLQV LQWpPpUHVVDQWHY HQ WHUPHV GYHIILFDF doXgubitve, GH WR

O 1 HW R S Reydofhdsphavid@ D
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111.3.1 PRINCIPE DE LA CHIMI OTHERAPIE

Les agents anticancéreux inhibent la proliféragielulaire(inhibition des mitoses) et entrainent la mort
cellulaire. La plupart des médicaments atteignent la cellule cancé@mgagée dans le cycle cellulaire.

La chimiothérapie est d'autant plus efficace que les cellules ont une haute fréquendealiomépés

tumeurs peu proliférantes seront donc maessibles. A linverse, les tissus sains trés actifs (moelle
osseuse, tube digestif, phanéres, muqueuse, peau) seront atteints facilement. Les agents anticancéreux se
caractérisent par leurs propriétés cykaqaes. Toutes les drogues ont une toxicité hématologique plus

ou moins forte, et une toxiétnon hématologique. Le table&Q présente les principaux médicaments
aujourd'hui utilisés en chimiothérapie actincéreuse. lls y sont classggivant leir mécaisme
GYDFWLRQ). )LIXUH

Figue11 ORGH GYDFWLRQ GHV DJHQWYV DQWLFDQFpUHX[ F\WF
A-PRLQW GILPSDFW GHV DJHQWYV DQWLF D Chletdd XijeButeQalc¥li®. X GX F\FO
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Pirarubicire, Valrubicine, Zorubicire) -
- AnthracenedionegViitoxantrong Pixantrong

Poisors du Assemblage des Vinca alkaloides(Vinblasting Vincristing Vinflunine, Vindesine Vinorelbing
fuseau / |microtubule}s
inhibiteurs Assemblage des Taxanes(Paclitaxe] Docetaxel, Cabazitaxgl- Epothilones(Ixabepilond
mitotiques microtubule’$
(PhaseM)
Acidefolique - Inhibiteurs de la dihydrofolate réductas€Aminopterire,
MethotrexatePemetrexed
% - Inhibiteurs de la thymidylate synthasgRaltitrexed
- & Pemetrexee)
&
g g Purine -Inhibiteur de l'adénosine désamina@@entostatin
T é -Inhibiteurs des ribonucléotide réductases (Cladribine
%) @ @ Clofarabing Fludarabing
5}
o ; 2 - Thiopurine(ThioguanineMercaptopuring
e
E g a Pyrimidine - Inhibiteurs de la thymidylate synthagéluorouracil
= D CapecitabingTegafur, Carmofur Floxuriding
o n - ,QKLELWHXU GH O(T$tatalin@ O\ P p UD
5' g - Inhibiteurs de la Ribonucléotide Réducta@emcitabing
(g ™ - Agent hypométhylanfAzacitidineg Decitabing
> Déoxyribonucléotide -Inhibiteurs de la Ribonucléotide Réductadtydroxyurée)
)
T | - Dérivés de laCamptothéime (Camptothécie, Topotécan
0 o 3 Irinotécan RubitécanBéloteécan
D 3 g I - Epipodophyllotoxine¢=toposide Teniposidg
< =|E
>
T e .8 Il + Intercalant -Anthracyclines (Aclarubicine, Daunorubicire,
= a|o - R - -
i < S Doxorubicine Epirubicire, Idarubicire, Amrubicine,
L]J —_ e
-
N
o

Agents alkylants

Alkylant -like

SRQWDWDNGH Of

Non classgue

Agent intercalants

- ORXWDUGH :j Cyltomhpspiamide(Ifosfamide
Trofosfamidé - Chlorambucil(Melphalan Prednimustinkg-
Bendamustine Uramustine Estramustine

- Nitrosourées Carmustine Lomustine (Semusting-
Fotemustine Nimustine- Ranimustine Streptozocin

- Sulfonates d'alkyleBusulfan(Mannosulfan Treosulfan
- Aziridines Carboquone ThioTEPA- Triaziquone
Triéthylene Mélamine

- Sel de platine(Carboplating Cisplatire, Nedaplatire,
Oxaliplatine, tétranitratedetriplatine, Satraplatie)

- Hydrazines(Procarbazine - Triazenes(Dacarbazing
Temozolomidg - Altretamine- Mitobronitol

Streptomyces (Actinomycin, Bleomycin  Mitomycin,
Plicamycin
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111.3.2 LES CLASSES DES AGENI'S ANTICANCEREUX

LES INTERCALANTS

Ces molécules ont uPpFDQLVPH G DFWLRQ FRPSOH[H HOOHV VYLQWHU
SHUWXUEHQW OD VWUXFWXUH KpOLFRwWGDOH GH Of$'1l HPSrFKEL
anthracyclines agissent avec I'ADN comme des agents intercalants mais favpaseailleurs la

formation de radicaux libres toxiques (superoxydés). 2 FKHI| Gles iol@ddles de la famille des
antracycling est la doxorubicineLa doxorubicine | $pirubicineet la mitoxantroneont étéutilisées

dans le traitement désmeurssolides notammere CaPHW GHV KpPRSDWKL Htekid® OLJQHV
cardiaque qui est limitantggouvant survenir jusqu'a plusieurs années apres l'arrét du traitdenent.

raison de son caractérmmoins cardiotoxique par rapport aux thArmacyclines, La Novantrone®
(Mitoxantrone) a été étudiée dans les cancers de la prostate. Sa toxicité est principalement
hématologique. Cette moléculerntréun bénéfice clinique significatif sur la doulepar rapport a un

traitement par corticothérapie seule.

LESALKYLANTS

Les alkylants agissent en foant des ponts chimiques entre deiW HVY GIXQ PrPH EULQ GY$".
deux EULQV GT$'1 YRLVLQV &HV SRQWV YRQW JrQHU OD UpSOLFD
groupes les oxazphorines et les sels de plai En terme de taux de réponse, ils sont peu attractifs

pour le CRPCet surtot toxiques chez les sujets agés. On trouve dans cette fdmitimléculesles
Oxazophorines qui comprenndatcyclophosphamidéEndoxaQ S  Hb#fa@ide(Holoxan®) lesseb

de datineavec lecisplatine® ele carboplatingParaplatine® 'DQV OH & D alkylarf Dtilisé @3
OTHVWMLIMAX VTDVVRFLDW L R Q@ocetdxdiekt V& WaltenfeRt A iedéréride DaXs le stade
métastatique résistant a la castratio§ HVWUDPXVWLQH SRVVgGH XGretdaxeletW VIQH I

elle peut interférer avec les mécanismes de résistance.

LES ANTIMETABOLITES

Les antimétabolites se substituent a des acides aminésdes nucléotides. Ce sont des agents phase

dépendants, spécifigues de la phase S. Par ce biais, ils empéchent les synthéses nucléotidiques, et,
secondairement, la synthése des chromosomes, rendant la mitose impossible. lls peuvent également
intervenir sur és systémes enzymatiques responsables de lincorporation des acides aminés et des

différents précurseurs comn®5 FluoreUracile (5FU) qui est métabolisé dans la cellule en un dérivé

130



actif inhibant la thymidilate synthétase, endda synthése des pyritdines Son utilisation danke CaP
QYfHVW SDV UHFRPPDQGPH

LES INHIBITEURS DEFOPOISOMERASES

/HV WRSRLVRPpUDVHV UpJXOHQW OHV HQURXOHPHQWV GH OD
réplication correctg234) Elles assurent leur fonction en réalisant des coupures réversibles dans la

GRXEOH KpOLFH DSUqV DYRLU IRUPp GHV OLDLVRQV FR¥DOHQWF
., VRQW GLVWLQJXpHYV GYDSUqV OH QRPEUH GH EULQV GY%$'1 TXT

Les inhibiteurs de topoisomérase |

/D FDPSWRWKpPFLQH H[W U TariptaBkecd apuindtEsi i peeidieOphiBdn Bdissant

sur la topoisomérase | a avoir été découv@d5) Elle agit en stabilisant le complexe covalent
topoisomérase-ADN et inhibe ainsiOD UpSOLFDWLRQ GH O1%$'1 LQGXLVDQW XQ E
6 HW ILQDOHPHQW OD PRUW GH FHVY FHOOXOHY /H 7TRSRWpPpFDQ
la camptothécine, sont des inhibiteurs puissants de la topoisomérase |, plus BlGb@/ OTHD X TXH (

analogue naturells sontutilisés pour le traitement de plusieurs tumeurs soli2@8)

Lesinhibiteurs de topoisomérase |l
L'étoposide, un des premiers agents ciblant la topoisomérase Il, est dérivé de la podophyllotoxine issue
des racines dé€odophyllum peltatumll est par exemple utilisé dans le traitement de cancers du

poumon, du testicule ou ddioblastomes

Agents intercalants Ces molécules s'intercaht dans la double hélice d'ADN entre 2 bases
adjacentes au niveau du compldrpoisomeérasdl-ADN et stabilisent les coupures douliens. lls
provoquent des troubles de la replication eladeanscription de I'ADN (G1G2) ainsi que la formation
de radicaux libres et de Iésions membranaires

Les Anthracyclines Les anthracyclines sont d'origine fongique. lls s'intercalent entre
les brins de DNA et I'hydrolysent & la maniére des nucléagesieent également entrainer des
altérations membranaires. Leur activité pharmacologique provient de réactions
d'oxydoréduction avec formation d'intermédiaire semiquinone par gain d'un électron cédé par le

NADPH et génération d'eau oxygénée, H202, decaact libres oxygéne et -OH. Les

principales anthracyclines sont la daunorubicine, la doxorubicine, I'épirubicine, la zorubicine,

l'aclarubicine, la pirarubicine et l'idarubicine.

Les Anthra@nediones: Les anthracé@ediones sont des analogues des anthlinegc

qui ont ete developpes pour diminuer les effets secondaires des anthracgolime® |a

cardiotoxicite(237) Tout comme poules anthracyclines, les acidesacleiques constituent la

cible premiere des anthracenediones par intercalatiolgisan non covalenteCes molecules
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sont aussi connues pour inhiber paoliferation et la synthese de macromolecules (via
O 7L Q KL Etopeisdin€asesdars plusieurs lignees tumoralé38) Parmi les inhibiteurs de
la topoisomérase la mitoxantrofat partie de I DUVHQDO WKpUDSSHXWLTXH GX |

échappant adocetaxel.

LES POISONS DU FUSEAMITOTIQUE

lIs agissent en inhibant la polymérisation (viiadealoides) ou la dépolymésdtion (taxanes) de la
tubuline empéchant la dynamiquefdseau mittique,

Les vincaalcaloides(anciennement appelés alcaloides de lavgrahe) sont des antimitotiquesii
agissent en empéchant la formation du fuseau chromatique préalable a la(28®)ska famille des
Taxoides, ou taxanesst constituée principalement de trois moléculespaclitaxel, le docetaxel et le
Cabazitaxel. Le docetaxel estepuis 2004, le traitement standatilisé en 1ére ligne pour le CRPC
métastatique et récemment, le Cabazitaxel est devenu un des traitements stand&fdgrempour le

CRPC métastatique en pdsaxotere. (Cette famille est développée dans le chapitre suivant)
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CHAPITRE IV : LES TAXANES

/HWUDLWHPHQW GH UplpUHQFH GHV FDQFHUV GH OD SURVWDWH
majorité degatients progresse vers stade hormonoésistant. On dialorsque le cancer est résistant &

la castration CRPQ. Une amélioratiorde la survie globale a été obtenue grace aux taxanes, plus
précisément lelocetaxel qui est deverdepuis 2004 le traitement de référenceGRPC Récemment,

le CDED]LW D [H Onouwhé Xxérzfra He taxana démontréine amélioration significate de

la survie globke en deuxieéme ligne dans lesREC résistants au docetaxel. Dans ce chapitre, nous
détaileronsHY WURLY SULQFLSDX[ DIJHQWYVY GH OD IDPLOOH GHV WD]JL

IV.1 HISTORIQUE

Le TAXOL® (paclitaxel) et le TAXOTERE® (docetaxél sont 2 molécules antinéoplasiques
appartenant a la famille chimique des taxanes. Identifié en 1971, le pelcltbBkW UDLW GH OfpFRL
(Taxus brevifolia (240) a montré une importante activité cytotoxique contre différentes tumeurs
murines et humaine§on mécanismes § D FaAéié Ri€gowrrt en 1979, définissant une nouvelle classe
d'agents cytotoxiques: les taxari@dl) Il a été approuvé par la FDAdod and Drug Aministration)

aux EtatsUnis en 1992 comme chimiothérapie atdncéreusee référenceGDQV OH FDQFHU GH
avancg242) Il est utilisé aux USA depuis 1992 et commercialisé en France depuislll€84ndiqué

dans le traitement initial du cancer du sein localement avano@&@mstatigueen association avec une
anthracyclineou le trastuzumabl est indiqué en association alisplatinedD QV OH FDQFeétU GH Of

le cancer bronchique non a petites cellules

IV.2 LE DOCETAXEL

Le docetaxelest un taxoidele seconde génération& I H W&/ivX I¢misynthétique d'un précurseur

isolé des feuilles de I'if d'Eurog@axus baccata)le 10-déacétylbaccatine lll, synthétisé en 1986 par
I'Institut Francais de Chimie des Substances Naturelles en collaboration avec le Centre Nat&onal de
Recherche Scientifiqud.e docetaxelmontre une activité antitumoraleur deslignées cellulaires

murines de leucémie et de fibrosarcome ainsi quessiignées cellulaires humaine de cancer du sein,

du colon etde la vessielLe docetaxelest commercialisé en Europe depuis juillet 1995 sous le nom de
Taxotere® par le laboratoire Sanéfventis.

Le Patitaxel et ledocetaxelse ressembig par leurs structures et leur mécanis@qIDFWLRQ PDLV
différent sur plusieurs aspectslls y exercat notamment des effets différents au niveau de la

polymérisation de la tubuline. Laocetaxelpparait plus actifians l'inhibition de la dépolymérisation.
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Sur des données précliniques, le docetaxel a démontré un index thérapeutique plus important que le
paclitaxel.

En Europe, ledocetaxeposséde plusieurs indications: traitement adjuvant ou métastatique des cance

du sein, des cancers bronchiquesn a petites cellulesion résécables localement avancés ou
métastatiques, des cancers de la prostate hormonorésistants, ainsi que des cancers gastriques localement
avancés ou métastatiqudldans les cancers gastriquexdlement avancés ou métastatigqubsst

indiqué en asociation au cisplatine et au 5F243). Dans le cancer du sein métastagigill est prescrit

en monothérapie ou en association a une anthracycline, en premiere ligne ou deuxieme ligne
métastatique, chez les patientes qui n'ont pas recu de traitement antérieur a base d'antk@ddycline

Le docetaxelest prescrit en monothérapie ou en association avec la capécithbindes patientes
résistantes aux anthracyclines ou en rechute aprémitentent parune anthracycling245). 1l est

indiqgué en monothérapie en deuxieme ligne aprés échec a un traitement a base de sel (@4 ®)atine

en association a urelsde platine en premiére lignarmks les cancers bronchiques non a petites cellules

(247). Dans les cancers de la prostate horma@sistants, il est indiqué en association a la prednisone

(248) Par ailleurs LO HVW XWLOLVp HQ DVVRFLDWLRQ DYHR4AQT(VWUDPXYV

IV.3 LE CABAZITAXEL

Le Cabazitaxel est la derniere géniénatde taxanes. Qe moléculehémisynthétique est un dérivé

« dimethyloxy» dudocetaxelContrairement: son prédécessewette molécule & capacité a franchir

la barriéere hématencéphaliqug250) Le cabazitaxel a été comparé dacetaxelsur plusieurs
lignées cdllaires humaines et murines. Les deux molécules semblent avoir la méme efficacité sur
les cellules sensibles alocetaxel En revanche, le cabazitaxel a une efficacité supérisurdes
cellules résistantes a oxorubicire, la vincristine, la vinblastine, le docétaxel ete paclitaxel, ainsi

gue sutles cellules surexprimant la-dp (251)

Dans les cellules du cancer duad CaCo-2 surexprimant la #p, le cabazitaxel est plus efficace

gue le docetaxel. De plu@m vivo, chez la sourisiude portant des xénogreffe#iCT-116 colon,

A549 poumon, MIA PaC& pancréas et D45 CaP),cette molécule semble avoir une activité
antitumorde supérieure a celle du docetaxel. En revanchenen& cette molécule a un effet anti
tumoral sur la tumeur murinede mélanome B16/TXT résistance au docetaxel acduis&/o, son
activité reste limitée sur les deux modéles Cal@D8T and P338/VCRjui exprimentle géne codant

pour ABCBL/Mdr-1(251)

Le cabazitaxel est promettepour les cancers chimiorésistants, en particulier les cancers de la prostate
dont le traitement de référence est le docetakglFHPPHQW OHV UpVXOWDWY GH Ofp
.,, TXL FRPSDUH C§iaxitaxelfeldn\Wedri€onE, du prinogactif mitoxantrone associé a
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la prednisone, montrent qué D VV R F L D W L Ro@edRriddreinjdligvdsipHii@ativement la survie
globale etla survie sans progressicRKH] GHV SDWLHQCRPC dd \WagrddsiQmlyte @rfleX Q
chimiothérapie anténige a base de docétaxelCependantmalgré le bénéfice de survie, la majorité
des patiats finit par progresser soumitement. De plusles effets secondaires de cette molécule
particulierement la neutropénieestent un facteur limitar81,7 %)(252) Une étude comparativeu
cabazitaxekt du doetaxel en premiere ligne dansttaitement du CRPQ@) 1 D eBdonéété proposeée.

IV.4 LES MICROTUBULES : CIBLE SDES TAXANES

Les microtubules(MTs) sont des composants du cytosquelelise.affectentun grand nombre de

fonctions cellulaires vitales e&terminent la forme de la celluléls constituent le squelette des cils et

des flagells et jouent un réle important dans le guidage et le transport de matériaux intracellulaires, la
VPpFUpWLRQ GfKRUPRQHYVY OH WUDQVSRUW GH JUDQXOHV HW OfC
fonction capitale dans la formation du fuseau mitotiggemetant les mouvements des chromosomes

lors de la mitose vers les deux pbles avant la division cellu28) Ceci fait des MTs une cible

thérapeutiqu@otentiellement pertinente des traitements anticancéreux.

IV.4.1 LES MICROTUBULES : STRUCTURE ET DYNAMIQUE

Les microtubulessont des filaments dynamiquesésentau sein de la cellule soueux formes en
équilibre : la forme monomérile, soluble etlispersée dans lgytoplasme (la tubuline) ou lerme

polymérique, insoluble eirganisée en filaments (les microtubules).

LA TUBULINE :

Il existe sept familles de tubuline.; , , /, Q et . Les plus étudiées sont les tubulings et
présentes chez tous les eucary@®&gl) Seules leformes . et sont constitutives des MTs. Les autres
formessont asociées aux MT®u ont des fonctions servant alKr's. Les tubulines., possedent
environ 450 aa et un poids moléculaire apparent de 50 kDa. Elles sont codées par plusieurs génes et
subissent des modifications pasaductionnelles.

La structuredes tuhulines . et sont trés proches. Ellssnt constitueés deois domaines fonctionnels
(239) (Figure 1) :

" Un domaine NTerminalformé de 6 feuillets (S1-S6) et 6 hélices (HH6), impliqué dans la liaison
au (GDP/GTP).

" Un domaine central formé de 4 feuillets (S7, S10) et 3 hélices (H#H10) impliqgué dans
OfLQWHUDFWLRQ HQW etHp@HI/ME kX pratoRl@memsy U H V

135



” Un domaine @erminal constitué de 2 hélces DQWLSDUDOOQOHV + dorahet IRU
GILQWHUDFW LR @idiotublé-as3dtidted piddéintel queles protéines tau, MAP2, stathmin,
Kinesin 7, KSPKinesinspindle proteii (239)255)

Figure 12: Structure de la tubuline
A-6WUXFWXUH GIXQuUR& QRPqUH GH
B-6WUXFWXUH @&XBXO®HQH HW VLWH GH OLDLVRQ GHV WD]

Les tubulines. et VIDVVHPEOHQW SDU XQH OLDLVRQ GH IDLEOH pQHU.
FDSDEOH GH OLHU GHX|[ PRO pFl@ahhgabtHet hdmdrolySeihé @HGPP/alVseQ R Q
situe au niveau de la sous unit¢ OTDXWUH HVW pFKD @JdbP Et pho¥phkteGU R O\
inorganique et se situe au niveau de la sous un@&6) La structure du dimére de tubulineet se

divise classiquement en trois parties : une partie abeinoinale contenant le site de liaison
échangeable du GTP, une partie intermédiaire possédant le site de liaison du taxol et une partie carboxy
terminale qui expose les résidus carbteryminaux G H.-OHuline(257)258) (Figure 1B).

LES MICROTUBULES

Les microtubules sont des tubes Xt GTXQ GLDPgWUH GR B YOO OURQ@ U HQEH QP H
longueur variable pouvant dépasser plusieurs centaines de microns. La paroi du microtdibureest

de 13 protofilaments protéiques disposés en courd@BB)Y259) résultant de la polymérisation

G 1 &@dithéres de tubuline, luiméme composé des deux sountés . et (260Y261)

/IHV SURWRILODPH @i G N\DTEDRW/GH FCEDOMEQVD O H Feédiel pBiRkse Ueplédt) PHU G|
progressivement sur eumémes D XW R XU G{XQ F ° XpdocEran av Unizotulbule X forme
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tubulaire caractéristique. Les microtubules prennent souvent naissance au niseeentdes de

nucléation situés dana région cemtle de la celluleGfRX LOV LUUDGLHQW YHUV OD SpU
lIs sontconstanment en état dynamique de polymérisation et dépolymérisaf@@®) /fp TXLOLEUH TX
gere la polymérisation des microtubules est appelé instabilité dynamique. Au cours de ce processus, les
microtubules subissent des périodes de transition trés rapides entre croissance et rétrécissement, dues
UHVSHFWLY Kddadb@dV efla difddciation des diméres de tubuline aux extrémités des
protofilaments. /D WUDQVLWLRQ GTXQH SKDVH GH FURLVVDQFH j >
«catastrophee O L QY Hlduvdtage @68 LademiYLH PR\HQQH GXQ PLFURWXEX
VHFRQGHV | PLQXWHYV GDQV XQH FHOOXOH DQLPBDD$SSRUARQ
énergétique nécessaire porp TXLOLEUH HQWUH SRO\PpULVDWLRQ HW GpSRO
du GTP. La molécule de GTP se lie a la soogé G X Q G R XE O H et lhisdhXpexoqueQ H

O 7 K\ G d&lamadrédule de GTP en GDR60)Y264)

/[H PLFURWXEXOH HVW XQH VWUXFWXUH SRODLUH GRQW OfXQH
O D X&¥ extiémités dMTs a croissance lentgroches du centre de nucléation sont désgite,

celles qui en sont éloignéascroissance rapidsont désignéescomme &s extrémit& (+) (261)265).

/IRUV GH OD SRO\PpULVDWLRQ GTXQ PLFURWXEXOH OMHMUGRXEOH
SHUPHWWUH OTK\GURO\VH GX *73 TXYfLOV SRUWHQW SUpVHQWL
microtubule. Cette coiffe de tubulin€7 3 IDYR ULV HU D GHExDEMRtE(S)Dpasf laBd@ion de

nouvelles sousX QLW pV {4(H [0 bigr&titbule ne possedant pas de coiffe tubulim® est donc

OH VLqJH GYXQH GpSRO\PGBREADWLRQ FRQWLQXHOOH

Cdte instabilité dynamique est une caractéristigagentielle des microtubulesjauperturbation de ce
PpFDQLVPH FRQGXLW DX EORFDJH GH OD FHOOXOH GDQV OfXQH
O 1 D S R Sffgrentskeffecteurs permettent dertodler le comportement de cette dynamiquetament

les protéines stabilisatriceMAPs tel que MAP-2 (268) MAP/tau et MAP4. En géral la
phosphorylation de ces protéines aboutit a leur dissociation des microtubules et/ou de la tubuline
entrainant une instabilité dbTs (264)

Les protéines Kinase®l quela protéineCdc2 qui contrdlela localisation des centroméréxs9), ou

encore les protéines ERK et JNK goirtrélent la migration cellulairé270)

Les phosphatases qui régulent les MAPs commertdgines PPlet PP2271)

Les protéines déstabilisatrices comme MCQAWammalian Centrosorressociated Kesin (272) et
OTRQFRSURWHLQH VWDWKPLQ /D VWDWKPLQ FRQWU{OH OH I’
microtubules augmentant ainsi la catagtre(264)273)

MICROTUBULES ET MITGE

La dynamique des microtubules leur capacité a se polymériser et se dépolymériser est essentielle a la
division cellulaire.In vivo O T H[ W-UqeB mittptubulesPRLQYV G\QDPLTXH FXHEstOTH[WU

généralerant attachée au niveau deBOCs (MicroTubule Organizing Centers) quiconstituent és
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sites de nucléation majeudes microtubule§274)275) Les Mts se polymériserat partir du MTOC et

forment des structures stables nécessaires pour le transport deeséicigls protéas.

En prophase, lG\QDPLTXH GH OfH[WUpPLWp G H276pPet VY] B WERERSTDHIN H
G 1 X QH ematiagnP de la nucléanh de nouveaux microtubules entraindat réorganisation du
F\WRVTXHOHWWH PLFURWXEXODLUH H(\ﬁli?p[ﬂmam@%ww GTX
@Fefor PHQW DX QLYHDX GHV FHQ W& deains iivtotdbMle©dLHUsaaU p P L W |
mitotique se prolonge et capture les chromosomes en s'accrochannéiochores des chromatides
VeXUVv VHDUFK DQG FDSWXUH

Pendant la métaphase, aprés la formation de la plague équattesaléensions subies paes

kinétochores deshromosome s'équilibrentprogressivement et inhibent le point de contréle du cycle
cellulare GpFOHQFKDQW DLQVL OH GpEXW GH OTDQDSKDVH
Durant O D Q DIgg€IvantdtidegV ° X &&\séparent brutalement apreés le clivage deh&sine par la

séparase. Ellese déplacentlars en direction du pble sur les microtubules kinétochoriensseui

raccourcissent au fur et a mesure de la progression du kinétochore. Les microtubules polaires
s'allongent, et les péles du fuseau mitotique s'éloignent lI'un de l'autre entrainant avec eux les
chromatideskEn télophasees microtubule kinétochoriens dispaissent pour permettre la cytocinése et

la génération de dewellulesfilles. Les différentes étapes de dynamique des microtubulas cours

de la mitosesont résumées dans la figure 13
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Figure 13: Représentationschématique de la dynamique des microtubules (Mts) au cours de la mitose.
(Adapté deMcGrogan et al., 2008)
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IV.5 MECANISME D'ACTION D ES TAXANES AU NIVEAU DES MICROTUBULES DU
FUSEAU MITOTIQUE

Les poisons du fuseau connus avant 1979 (colchicine, alcalbédies pervenche) ont un mécanisme
GIDFWLRQ TXL IDYRULVH OD GpSRO\PpULH PW GRIQGE B ¥ WPLRHQ ROMX/
est différent ils agissent en favorisant la stabilité et I'assemblage des microtubules et en inhibant leur
déplymérisaton. Cela conduit a ungiminutionforte de la tubuline libre et a l'interruption de la mitose

et dela réplication cellulaire, responsable d'un effet cytotoxi@r8)

Le site de liaison des taxanestsitué D X QLY HD-Xb@ite @al»17233)(279) &4t une région
hydrophobe qui permet au paclitaxel de se lier pna%éines par des liaisohydrogéne et des contacts
hydrophobes avec les hélices H1, H6 et(R80).

Les taxanesmadifient I'équilibre microtubulgubuling favorisent OYDVVHPEODJH GH OD W.
microtubules stables et inhibent leur dépolymérisation conduisant @n@eliminutionde la tubuline

libre.

Le pacltaxel induit la formationde microtubules plus étroits (22 nm de diamétre)itésna 12
protofilaments. Ces MTse disposent de maniere anarchique etosment de maniére continuelle,
empéchant ainda construction du fuseau mitotique nécessaire a la bonne réplication de la tellule
provoque également la formation d'un nombre excessif d'asters du &memaux

Le docétaxel agit sur le méme site récepteur du microtubule que le paclitaxelinaveffinité plus

forte (281) Il est actif essentiellement au cours de la phase S du cycle cellulaire. Contrairement au
paclitaxé, la fixation du doctaxel aux microtubules ne modifie pas le nombre de protofilaments. Le
docétaxel pénetre dans les cellules & des concentrations élevées et y persiste pendant une durée
prolongéeln vivo O D FW L Ytaxal psttdéepemiaritt des@® OLWpV GIDGPLQLVWUDWL
Les étudegéaliséesn vitro ont montré T X H O §ytbtdrdedes taxanespéclitaxe et docetaxel)

dépendait duemps etde laconcentration. Ces drogues ont un effet antiprolifératif important avec
guatre fois plus de cytot@ité pour kb doceaxel (282)

ITpWXGH GH F\WRW R fdahdés prit® XurSed kgbdeg/d2l[ithdes HelLBICF7 et A549

par destestsde clonogénicité ede FDOFXO GT,& D PRQWUp TXH OD GRVH QpF
cytotoxicité de 50% (IC50) était comprise entre HW Q0 /YDXJPHQWbBJWadHmE® GH OD
TXH Q0 QILQGXLW SDV SOXV GH F\WRWR[LFLWp (Q UHYDQFKH
drogue de 24 72h augmente la cytotoxicité de 5 a &6i6. Dans les cellules Hela, il a été observé que

le paclitaxel induit des mitoses aberrantavec des fuseaux mitotigues multipolaires donnant des
cellules aneuploides. Une forte concentration de paclitaxel bloque les cellules en mitose et induit
OTDSR®B%RVH

La méme étude effectuée avec leaaxelsurdes OLJQpHY FHO O X O DdhHitd BKOGW¥8, FDQFHU
CAOV-3etUTOGC D PR QWU p0otxXdoctedl ést comprise entre 0.23 et 2.3, @dit une 1IC50

dix fois inférieure a celle du paclitaxé284) Le doceWD[HO LQGXLW OfDUUrW PLWRWIL
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O YD SRSW R VI étéHm@@ davisles cellules MCF7 et PC8ue le docexel est 10 a 100 fois
plus puissat sur la phosphorylation de Bcque le paclitaxel, ce quioprrait expliquer son efficacité
supérieure a celle du paclitaXaB5)

IV.6 LA REPONSE CELLULAIR E AUX ANTI -MITOTIQUES

Les cellules traitéepar des antmitotiguesSHXYHQW HQWUHU HQ DUUrW PLWRWLTX
chronique jusqu'a la dégtation de la drogueCela permetux cellules dsurvivreet decontinuer a se
divisercomme cellules diploide&n outrecertaines cellulesngagées dans le cycle cellulaire sortent de

la mitoseVDQV SDVVHU SDU O D Qde ttakshovhtantaidsi @cau e REE apigiesH4n

et multinuclééessansségrégatiorchromosomiquég286). Le destinde ces cellulegstcomplexe eles
SHXYHQW PRXULU DX PRPHQW GH OD'PhXWR&&bEshK & W& HitgseOef D U U r W\
meurent par apoptose ou sénescenqehaseG1 ou en interphase. FUWDLQHV YdhinGdtS WH QW t
se diviseren tant que cellulegtraploides.

La détermination dumode de mort cellulaire induitepar un médicamentantitumoral est assez

complexe. Elletient comptede plusieurs facteurtls que letype de cellule le fond génétiquede la

cellule le typede dommags et la dosede drogue utilisée/ f DSRSWRVH QTHVW SDV OD VHX
cellulaire en réponse aux taxanes. Il existe un autre processus de mort cellulaire appelé la catastrophe
mitotique (287)288). En général les cancerhiématologiquesont souvensensibles aitiducion de
I'apoptoseEn revanchepour la plupart desumeurssolidesprésentant fréquemmeunne protéing53

nonfonctionnelle la voie demort cellulaire est la catastrophe mitotique.

Récemmentil a été montrélans le cancer du sejjue le docetaxedourrait avoirun doublemécanisme

selon la concentration utiliség induirait la nécrose de faibles dosegH W O § D&Bde $orWeR Wddes

(289) Les fortes concentrations (100hNermettent de stabiliser les microtubulasinduisant une

activation prolongée du point de controipihde-Assembly Gieckpoint), suivi par un échappement

(mitotic slipage) et une multinucléatioRar contre, a ddaibles concentration€-4nM), le docetaxel

modifie la dynamiqueles microtubules sans les stabiliser. Dans le cancer dulsgimint de contréle

HVW DFWLYp GH IDoRQ WU D Q VdadVaRdet)fbrte fddVempEcherAgnégatidnes RQ Q T p
chromosomes, les descendants sont aneuploides. Les cau§fd8 @H XS ORwWGLH VRQW PXOWL
mitotique multipolaire, une aberration au niveau de la cytokinése, une suramplification des centrosomes,

un déréglement au niveau ¢ coh&ine des chromosomes, attachement des chromosomes aux
IXVHDX[ RX OTLQHIILFD®HLWpPp GX FKHFNSRLQW
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Figure 14 Sortie de la mitose apres traitement par docetaxel

(Adapté deHernandezt al., 200y
Le pourcentage de cellules dans les différentes phases du c§c@n)GS, @ (4n), M),
dépend de la concentration de la drogue.da#lsiles qui ne recoivent pas la drogue sort
de la mitose et recommencent un nouveau cycle. Au contraire, les cellules qui recoi
docetaxekubissent un long ou court arrét au niveau de la mitelem la concentration de |
drogue. Les profils dF\FOH FHOOXODLUH VRQW REWHQXV DS

IV.6.1 LA CATASTROPHE MITOT IQUE (MC)

La catastrophe mitotique (MC) eghe forme particuliere dia mort cellulaire ayant lieu pendant la

mitose et plus spécifiguement en métaphg€@.OH SHXW rWUH LQGXLWH SDU XQ GRF
agents perturbant la dynamique des microtubyes, des irradiations ou par fasion de cellules
asynchrones, a condition que le point de contrdle soit défaillant.

'DQV OH FDV G1XQ H uke-HabarationHhuhivdalP uCfideau mitotique active le point de
contrdle(spindle assembly checkpoinét la transition métaphase/anaphase est retafiiéde réparer
FRUUHFWHPHQW OHV OpVLRQV HW GH V{DVVXUHUEc&Hc@int,ERQQH
cette celluleentre en apoptose.

Si le point de contréle de @2 est défaillant, la cellulentre en mitose de fagon prématurée avant que

OD UpSOLFDWLRQ GH OfY%$'1 QH VRAND BR W3 BGQWEHHHOM R % ¥ DVQRAL W )
sans entrer en apoptose. Dans ce cas, les cellules pourraient continuer la mitose au dela de la métaphase
malgré la persistance de lésions sévéres: une duplication centrosomique aberrante (cellules

polycentrosomiqus}, une mitose multipolaire, une maaise ségrégation des chromosomes
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(aneuploide) ou une micronucléation. Cette hétérogénéité cellulaire se manifeste par une anisocytose
(hétérogeénéité de taille des cellules) et une anisocaryose (hétérogénéité au niveau du ratio
noyau/cytoplasme). Pour & WHU FHOD OD FHOOXOH YD VIDXWRGpPWUXLUF
PLWRWLTXH 30XVLHXUV H[HPSOHV GDQV OD OLWWpPpUDWXUH PRQ
catastrophe mitotiqué&Ces mutations sont akfférents typecomme & pertedu facteur de transcription

FoxM1 TXL UpJXOH OfH[SUHVVLRQ GH S®s€yéegdtion shrahtpQorijettl® SOL T X p
mitose(291) /D SHUWXUEDWLRQ @ Hur@ i PdaMAD2Kde REIE) \AWux@hior@osomes
HQWUDLQH OD IRUPDW LR @éféefixug29eX V HD >6s HHLWRWADIWLRQ GH OfH
protéines associées aux microtubuleBAPs) comme OP18, XKCM1 et MCAK esstielles pour la
IRUPDWLRQ GX IXVHDX PLWRWLTXH HR83)0et DeWalw doHikeHkmdbs® W GHYV F
(PLK1) (294) ,O0 D pJDOHPHQW mdvmindhRr@datid ge MXKIXinduit la MC dans les

cellules HelLg295)

,O HVW LPSRUWDQW GH ELHQ GLIIpUHQFLHU OYDSRSWRVH GH C
morphologiques et biddmiques sont proches, ils correspent cependanta deux mécanismes

différents (Figure 15). La catastrophe mitotigue a Ulieuniguement pendant la mitose, suite a
OIDFFXPXODWLRQ GH OpVLRQV SHUVLVWDQWHYV Re OD FHOOXOF
cellulaire principalementG2/M).

Une des caractéristiques morphologiquesaddC est la formation de cellules géantes et polynuclées

(296) a FKURPRVRPHVY QRQ FRQGHQVpV FH TXL OD GLIIpUHQFLH
O 1D XW R.8 fobnatidd de ces cellules géantes peut étre expliquée par plusieurs mécanisenes

division cellulaire anormaleune fusion des cellules filles aprea mitose ou la conjonicn des deux
mécanismes. Ceci a été montré dans les cellutds htradiées qui donnent naissance a des cellules

filles binuclééq297). La division cellulaire multiple aboultit ainsi a des cellules géantgX Q SRLQW GH
YXH ELRFKLPLTXH FH W\SH GH PRUW FHOOXODLUH HVW LQGpSHC
catastrophe mitotiquepeut impliguee O DFWLY D W La&l@neri® HapoptbtiquBincluant la
perméabiisation mitochondriale & savoifta perte du potentiel membranairky libération dans le
cytoplasme du cytochronet de AIF (Apoptosis Inducingb FW R U O 1 bdaypads¥ainsl Gue laG H

I UDJPHQWDW L(EBg288H O1$'1
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Figure 15: Modes de mortcellulaire en réponseaux taxanes.
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CHAPITRE V : LES MECANISMES DE RESISTANCES AUX TAXANE S

ET LES PROTEINES IMP LIQUEES

Un des obstacles majede la chimiothérapie est le développement de mécasideneésistance par les

cellules tumorales. La résistance est un mécanisme complexe et multifactoriel, elle peut étre naturelle
(intrinséque) ou acquise apres exposition a la chimiothérapie (extr#sequ

La résistance naturelle peut étre due a des cellules tumorales non sensibles a la drogue, a une drogue
insuffisamment sélective par rapport aux tissus sains ou bien & une mauvaise diffusion de laarogue.
diffusion de la drogue dépend dumicro-envirmmnement tumoral et des paramétres de
pharmacocinétique/pharmacodynamagbsorption, distribution (désorganisation du réseau vasculaire),
élimination de la drogue/D PRGLILFDWLRQ GH OfXQ GH FHV SDUDPqQWUHV P
de la drogue@aniveau de la cible.

Une tumeur initialement sensible a une chimiothérapie peut devenir progressivement résistante. Cette
résistance acquise dépend de plusieurs dextel TKpW p U R Jp Q p L W péladtirP deUclvaesi O
naturellement résistantsl W @filité@é&héfigue des tumeu(mutations spontanées, translocations de
géenes, amplification de gene€e chapitredétaille les mécanismampliquésdans la résistance aux

taxanesle schémaci-dessousécapitule ces différents mécanisniegure 16)

Figure 16: Schéma récapitulatif représentant les différents mécanismes de résistances aux taxanes dans le
CaP.
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V.1 MECANISMES GENERAUX DE LA RESISTANCE :

V.1.1 DISTRIBUTION DE LA D ROGUE

Dans les tumeurs solides comme lePCées drogues ant ddivrées a la tumeur par le systeme
vasculaire. Elles doivent ensuite infiltrer la matrice extracellulaire pour atteindre les cellules a une
concentration suffisante pour étre toxique®9) Les cellules tumorales secrétent des facteurs de
croissance angiogéniques pour stimuler le développement des vaisseaux sanguins a partir de ceux des
tissus adjacents saif300)

Dans les tumeurgs vaisseaux sanguins sont désorganieés structureainsi que le flux sanguins sont
modifiésaboutissantf XQH GLPLQXW LeR Qutthtent® §tle6 &xirdéakl niveau de la tumeur

(301) Dans leCaP, qui présentsouvent des rédgt QV G 1 K & tREbrganisation des vaisseaux
sanguins affaiblit également la distribution des drogues qui doivent pénétrer dans les tissus tumoraux
par diffusion ou par convectiof802) La désorganisation du drainage du systeme lymphatigite
également a la distribution des médicamg3®3) /TK\SR[LH HW OH PDXYDLV DSSRL
conduisent a une prolifération plus lerge donc a une résistance aux drogues qui ciblent la mitose et a

une sélection de clones a phénotype mdllia. été montré dans IEaPque k facteur de transcription

HIF1 . activéen condition G T K\ S,R[Q B Xtpyessidff des protéines impliquées dans la survie et la
métastas€304)

V.1.2 HETEROGENEITE DE LA TUMEUR

Le cancer de la prostat-F RPPH G{DXWUHYV W X Badticht \bluSidurs Boysodutavidny/
cellulairesavec des capacités prolifératives différentegst possible que ces différentes popolai

possédent des capacités multipfegésister aux droguetes cellules souches cancéreuses été

identifites sXU OD EDVH GH OYH[SUHVVLRQ GHV CPMU TRIBX U/ GH F
O lintégrine Il a été montré que les CS€présentend.1% des cellulesimoralesdans leCaP. On

SHQVH TXH FHV FHOOXOHV T-bpehouRel@iet OeDseFdif& énEier\\ppur@idnt\eff® X W R
responsables de lasigtance aux traitements, oumleénomeénes de récidive apres traiten(@db)

Par ailleurs, il a été obserwie différenciatiomneuroendocrine des cellules deRCsous privation
androgéniquaendant les celluleplus résistantes aux traitemenEn effet, il a été montré qules

cellules neuroendocrines sécrétent des neuropeptides comme la sérotonine et la bombesin qui stimulent

la prolifération des cellules tumorales adjacentes et la progression tu(Bo@le
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V.1.3 MICROENVIRONNEMENT T UMORAL

LYHQYLURQQHPHQW FHOOXODLUH HVW DXVVL LPSRUWDQW TXH
résistance 8QH GHV FDXVHV SULQFLSDOHV GH OYpFKDS Seittme@W DX[ V
résiduele aprés traitement. On pense que les cellules tumorales qui échappent aux traitements sont
nichées généralement dans wmicroenvironnement protecteuiElles acquiérent par la suite une
résistance moléculaire aux traitements et deviennent insenslbdegésistance duewu micro
environnement peut étre induite par déyesde signaux G X Q HesSiQriadw s@ubles comme les
cytokines, les chimokines &s facteurs de croissancésHFUpWpV SDU OH VWUR&D WXPR
VLIQDX][ G YdndgemdpégarRaliaison des intégrines des cellules tumorales aux fibrobldistes
stromaet aux composantes de la matrice extra cellulaire (lamirfibronectine etcollagéne)(307)

Dans le CaPi| est possibleque la réistance aux drogues sdite a unesécrétionSDUDFULQét GH OTf,
duCXCL12/SDF1 DLQV|LOMOIGKPVLRQ GHVY FHOOXOHV WXPBWDOHY j OD F
Les conditions micro-environnenentalessont absenteslans les cultures cellules classiques oles

cellules sont dispersées. Il a été moutaés les cellules murines EMBL que des cellules sensibles en
conditionde cultureclassiqueSHXYHQW V{DYpUHU UpVLVSpgheQuiedle fdQV OHV
environnement esé mieuxpréservg308). Dans les métastases osseuses du CaP, les cellules tumorales,

la matrice extracellulaire ainsi que les cellules ossepseduisentdifférentes moléculegcomme

O 1 H @iBeRMWeK la CCL2) qui stimulent la polifération et la survie des cellules tumoraléisa

également été montré que CCL2estinduite par la chimidtérapie et peut protéger les cellules du

LNCaP, etdu LAPC4 des effets toxiques du doaeel par @étivation de la voie PI3K/AK{309).
5pFHPPHQW LO D pWp PRQWUp TXH O91DFWHETXR) etLiRpliqguédiddop FHS W I
OD UpVLVWDQFH DX[ WUDLWHRH@QWY GDQV OH FDQFHU GH OTRYD

V.2 MECANISMES DE RESISTANCE INTRACELLULAIRE

V.2.1 LES MUTATION SDE LA BETA TUBULINE

Les mutations de la-tubuline modifient ladynamique et la stabilité des microtubu(841) ainsi que

les sites de liaison degyentsantimitotiques comme le paclitax@12). La majorité de ces mutations a

pWp UHWURXYpH DX QL Y-HBuXulBe{31Q) RWRW\BHO HY OLJQpHV FHOOXC(
aux agentsanti-mitotiques en acquérant une mutatiinX QLY H D Xub@Glide foDr empécher la

liaison du paclitaxel aumicrotubule$313)314).

Aprés une longue expositioD X SDFOLWD[HO, kiMignéesis RWBEEBBQ@H OTRYDLUFE

résistantes au paclitaxel (1A9rX10 et 1A9PTX22) montrent généralement une perte de
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OTKpWRWRIN /2 +-tubuliheGa&uvge ' D X W U H Veffetté&s d@&nX e cancer du poumon a

non petites cellulexnt montrégueles mutatiors dela -tubuline trouvées chez les patieat®rentla

dynamique des MTs et n@as O DI IL QLW p W&idvide tonGitddr liadsdn(315) Cabral et alont

rapporé dans une lignée cellulaire de hamsjae certains mutants résistants dépendent du patlitaxe

(316) En Q@Nisence de la drogutes cellules sont incapables de compléter la polymérisation des
microtubules et de former le fuseanitotique. Elles ne progressent pldans la mitose, deviennent

géantes et polynucléées. Par contre, en présence du paclitaxel, les cellules cyclent norii@dlément

In vitro, des mutations de latubuline au niveau de la leucine 215) dans la région HA7 ont été

retrouvées, ces mutations sont proches du site de liaison du pa¢BtE&elSale et alont suggéré que

la mutation de la -WXEXOLQH GDQV OD OLJ@plIA9 @ ureDQiséhuEn@d O TR Y I
OYLQDFWL YI3dahRceteQighe@BI®) &n effet, I LODFWLY DWPBQFEH OfH[SUHVVL
hMSH2 (mismatch repair gene) ce qui augmdatéréquence des mutation§ H @ubuline (320).

Dans une étudgortantsur 49 patientD WWHLQW YV G 1 X Q ambr(pEtied c8lXess FOpRtiergs
présentent une mutation de laubuline ¢ majoritairementwu niveau deO I H [.RRGun de ces patients

QYD UpSRQGX DX WUDLWH P H Q 29%sdedpafiéhis Gany\hidifatud paraellentéimD Q F K H
ou compleement répondau traitemenavec uneameélioration survi€l0 mois contre 3nois p=0.0001)

(315) D D X W UésVmanminent Gue les mW D W LIEbQlie sont rares dans le cancer du sein.
RécemmentHaraetal RQW PRQWUp TXH OD P XWwuinddstassogiée a I& tdsidnce

au doceaxel dans une lignée de cancer de la prostate dérivée de la lignée-bN€aFésistate al

docdaxel(321) Cette mutation n'a pas été retroupésu'a préserdans les tumeurs du CaP.

V.2.2 LESISOTYPES DELA BETA TUBULINE

,O H[LVWH FKBtpt Gdiye&sRde #libuline avec une distribution variable suivant les tissus
(312) Leurs structures s différentes au niveades acides aminés de la régiotte@minak (322), qui
correspond auGRPDLQH GfLQW H prbotéined &sQociBey Hilrx ittdfubudaPs (323).

/ LV R I RIUEBdIlineest moinsstable que leautres isotypes-tubulineavecune tendance accrue de
dépolymérisationlin vitro, il a été montré quées microtubules composés uniqguement de llé-
tubuline présententin plus grand dynamismetont untaux d'échangeles diméres déubulineavec les
extrémitésdes microtubules pluélevé(324) & THV W S R BdhfposiRon €D isotypes des Md'sin
effet sur leur dynamique et leur stabilisation par les taxabes. concentrations plus élevées de
paclitaxel sont nécessaires pour stabili®s inicrotubules formés ddll -tubuline ou IV-tubuline
(325)

Dans le cancer du seiil a été rapporté qu© fH[S U HV V L BtQ3-1Ghdlin® Bst assoaéa une
mauvaise réponse au dteeel. En effet, seulement 15%es tumeurs quix@riment un taux élevé
GY$51P G Htubdlne et 3-tubuline répondent au dotaxel alors que50% des tumeurs qui

expriment fortement wnseule des deuisotypesrépondentet que 75% des tumeurs qui expriment
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faiblement les deux isotypeépondent a larogue(326) 'DQV OH FDQFHiUa &@dHmanff&YDLUH
vitro une corrélationH QWU H O fTH[S U EtV3tuiIiQe €tHa @©dktance au paclitakgk7) Par

contre, dans une étude vivo réaliséeV X U [PQRIJUHIIHV GH ébzqes Bl part® He OTRYD
biopsies de patients avant et aprés traitement par paclitaxebrrélation entre la résistance et
OfH[SUHVVLBQ3tGHINe RID SDV pW(E285H band &Y gaHcers pulmaires non a

petites cellules (NSCLCuQ KDXW QLYHDX G ftubiie & $t& ¢dré€dé &/&k une moindre

réponse ou une survie plus courte chez les patients présentsfCLC avancé traité par taxanes et
vinorelbine(329) 'DQV XQH DXWUH pWXGH GH SKDVH ,,, Ub®I&RePLVpH F
SDFOLWD[HO j GIDXWUHV FRPELQDLVRQV XQH VXUYLH VDQV S
SDWLHQWY SUpVHQWDQW X-@bllih® &uWikead [dgdJtihvedrs Roghp& adiveinent a

ceux qui montraient une expression faiiB30) Une étude rétrospective confirme ces résultats en
montrant un meilleur taux de réponse chez des patients traités par cigpdatitexel associé a une

faible expression de la -tubuline(331) 8QH DVVRFLDWLRQ HQWUuuwhulDg #l[&SUHVVLF
résistance au dotaxel a également été rapportée dans une série de cancer du p#&B8Ras
ITHQVHPEOH GH FHV UpVXOa&XiDedsion ddd J J-tubutineTdxrnd certhikds 8/ped de

cancers peut étre un facteur de résistampetaxanesLa -tubuine pourrait étre utiliséeomme un

marqueur de résistance aux taxame$L Q GTRULHQWHU OH FKRL[ GH OD FKLPLRW
taxanes.

En revanchedans le cancer de la prostat® iH[LVWH SHX GH GRQQpHV FRQFHUQDQV
GH WXEXOLQH /TLVRW\SH I\Otdbuiire E883)HE 88 HRG BIQW COIHBSUHVVLR
tubulinea été corrélée avec le mauvais pronostic et la résistance aux traitements. Une étude réalisée sur
28 biopsies de CaP localement avancé a montré fie[ISU HV V L R Qub@ihk dybhente apres

traitement par dot¢axel dans les cancers de la prostatallEment avancég334) De plus, cette

protéine joue un réldans la différenciation neuroendocrides CaP, tte derniére ests®ciée aveda
chimiorésistancg335). Bien que la 3-tubuline soit corrélé avec le score de Gleason et le mauvais
pronostt dans &s C#, aucune association entre Btubuline et la résistance aux taxanes dans les CaP

Q1D dévenptrée(335) Au contraire,Ranganathan et al montrent que la surexpression dé-la
WXEXOLQH GDQV GHV FHOOXOHV GH FDQFHU GH OD SURVWDWH
des cellules au paclitax@36). En outre SOXVLHXUV pWXGHV VXJJqU BHQbMing XH OYH
QTHVW SDV VHXOHPHQW DVVRFL prhisjj G300 XMMLVHXWAD Q A Y UHX [G WMDQ
(337)X338)331). Pour finir, les données actuelles obtenues dans lecGat®nant la corrkation entre

la résistance aux taxanes etlaexpression des isotypes de tububoat contradictoires et méritent une

validation sur une grande série.
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V.2.3 LES PROTEINES ASSOCIEESAUX MICROTUBULES (MAPS)

Il est important de distinguer les véritabla®téines associées aux microtubule\Ps) des smples
SDUWHQDLUHY GHV PLFURWXEXOHYVY /HV SURWpPLQHVY TXH OfRQ
microtubules en interagissant avec les dimeres de tubuline et les microtubules. Ainsi, elles influencent la
sensibilité des cellules aux drogues inhibés des microtubules comme les taxahesfamille des

MAP contient les MAP1AMAP1B, MAP2, MAP4 etMAPT/WD X ,0 VD JL3MabiEsktriG&s RWpLQ
du réseau de microtubulé339)340) Chaque protéine peut étre exprimée sous la formmudeeurs
isoformes.La protéineMAPT/tau existe sous 6 isoformes différents obtenus par épissage alternatif ou

par des maodifications pestaductionnelles.

LA PROTEINEMAPT/TAU

La protéine MAPT/tau lie les microtubulesSD U O 7L Q Wik bhd®Rifs GépBtéshets R1 a R4,
présents dans leur régi@iterminale.ll y a 3 isoformes 3R et 3 isoformes 4R protéineMAPT/tau

est essentiellement exprimée dans le cerveau. Elle est connue pour ses effets activateurs de la
polymérisation et sibilisateurs des microtubules qui dégentdu nombre dezones répétées. Les
isoformes 4R ont une puissance de stabilisation des microtubules supérieure aux isoforirees 3R.
protéineMAPT/tau se lie longitudinalement sur la surface intérieure et extérieure des microtubules,
entre deux dimerede tubuline adjacents sur les protofilameRigure 17. Elle peutse lig également

au site spécifique du paclitaxeLa liaison de MAPTtau aux microtubulesest différente seloma
présence ouO Y D E \del gaElitkhxel (Q O 1D Edé Hharhakel MAPT/tau se lie fortementaux
microtubuleset se dissocie lentemenD OR UV T X 1 HI® laSdtbgué g SEe modérémentiux
microtubules et se dissodi@pidementQuand la concentration 8#APT/tauest faible a moment de la
polymérisation, lastabilisation desnicrotubulegparle paclitaxel est meilleure.

Dans le cancer gastriqgue, une étude wurpetit nombre de biopsigeontre que les 6 patients qui
expriment faiblemenMAPT/tau ont unemeilleureréponse au paclitaxeCependant? des14 pdients

avec unniveau élevé de MAPT/taont eu la méme réponsénique (341) Dans le cancer du sein, il a

été montré pammunohistochimie TXTXQH IDLE OH NPT bkt \ASs0dRE a Giké meilleure
réponse au paclitaxeHW TX{XQH IR UWJAPH/[&IEdHAs50CiBeG@n Gancer résiduel et une
résistance au plitaxel. Cependant, ahs cette méme e la moitié des patientavec un faible taux

G TH[S UHWAPR/QuU &Hésistant au paclitaxel(342). André et alRQW PR QMW fdipleT X § X
expressiorde O 1 $5 1 PM&PH /tau permet de prédire leéponseau paclitaxel dans le cancee sein

ER+ (343). Ces résultats montrent querksistanceest multifactorielle et ne pegias étre prédite par

O TH[ S Usdulevle RIQPT/talDe SOXV OfTpWXGH GOWAPD/fabldss tcbbl soMbléxéd faitH

des multiplessoformesde la protéine qui contient elmémeplusieurs sites de phospltation (342).
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Actuellement aucune étude dans lecdiid GH OD S URV W iéldtidp BRirePRBVBU B \GVHL R Q (¢
MAPT /tauet la réponse aux taxanes

Figure 17: Stabilisation des microtubules
par la protéine MAPT/tau.

MAP4

MAP4 qui eVW H[SULPpH GTXQH IDoRQ XELTXLWDLUH GDQV WRXWHYV
augmentation du sauvetafimir page65). Sa fonction dans la régulatiales microtubules au cours de

la mitoseest contrdlée par phospiytation. Une fois phosphorylée la protéine MARY¥active se

détache des Mg, permettant la poursuite la mitoseCes données suggerent UJELQDFWLYDWLR G
MAP4 augmente la dynamique des $a@tpeutinfluence la réponse aux taxanes. Dans des lignées de
FDQFHU GH OTRYDLUH UWIAIRTXWODERPdProtEnsMB 1 Fe3te AttBdhdeoaux MTs

(344) Les étudesin vitro montrent ge la surexpression de MAPdugmente la polymérisation des
microtubulesaugmente la résistance au paclitetadst associée a upeotéine p53 mues(345) (346).

Aucune donnéeQ THVW D FW X H O Guit MARZ &t dedaxebdR i3 lekc@nkker de la prostate

LA STATHMINE (OP18

La statmineHVW H[SULPpH GTXQH IDoRQ XHBIul&sX EW Ddstabiis& IBsQNT W R X W F
SHQGDQW O YL QW Hlo @tkoDelleHnterVienOdandla ibtRatioh fluseau mitotique, se lie au

MTs et augmente la catastropf UDQVLWLRQ GI1XQH SKDVH GH FURLVVDQFH |
extrémités des microtubules. Ainsi uneaétpilation de laStathmire perturbe le fuseamitotique et

induit la résistance aux taxanes. Plusieurs presékinases comme la Cdkl etféamille PAKs (p21

associated kinasespnt capables de phosphorylieiStathminepour empéchesa liaison aux tubires.

/ £xpression de l&tathmire sous la formenon phosphorylée perturbe le checkpoint du fuseau

mitotique et induit un arrét du cycle en mitpse qui peut déclencher une résistance au paclitazel. L
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Stathmine est @wexprimée dans plusieurs typeés cacer, y compris le CaP. Elle peut étre une cible
thérapeutique importan{847) La surexpression dé stathmineété trouvéelars le cancer du seigt

la leucémig elle diminue la polymérisation et induit la résistance au pacli@48) De plus,il a été

P R Q W une extiadtion de son expressigrar ARN interférancerétablit la sensibilité au paclitaxel

(349).

Dans le CaP, utaw élevé deStathminedans @slignées decellules cancéreuses a été corrélé avec leur
FDSDFLWp SUROLIpUDWLYH HW O HX UStehkin€ R&té\ roposéd Gdone /TH[S!
marqueurde pronostic dans I€aP (350). In vitro, la transfection de la lignée LNCaiec unvecteur

adenoviral contenant un ribozyme artathmire réduitla proliférationet la clonogénicité des cellules

suite & un traitement par le tax@51)

V.2.4 LA RESISTANCE DE TYPE MULTIDROGUES (MDR)

Le mécanisme de résistangar activation desSRPSHV GIHIIOXHGBGWVLBEBUXKY GDQV
de différens agents chimiothérapeutique€e mécanisme esDLp j OTH[SUHVVLRQ GHV SU
famille ABC (ATP binding cassette). La protéine la plus étudiée de cette famille esgpa P
(Permeality Glycoproteir) codée par le gendBCB1/Mdr-1 localisé sur le chromosome l7a P-gpl

est une glycoprotéineansmembranaire de 170 kD formant ungpompequi favarise OfH[WUXVLRQ G
xénobiotiques entrainant une diminution de la concentration desangatitcsj O L QW jaltéldiXU GH
Quand une drogue se lie a lagpp OTK\GUROGROHPFRHOHYV GY$73 HQWUDLQH XQ F
conformationde la pompeet provoque ledlargageGH OD GURJXH GDQV OTHR&GDFH H[W
peut se lier a une grda variété de molécules hydrophobes comme le paclitaxel et le dog¢8&EXedt

intervient dans le phénoméne msistance croigdn vitro. La surexpressioactopique de laBp dans

des cellules sensibles aux drogues les rend résistantes. Uneédtiistiesur 60 lignées cellulairesu

NCI montre que les cellules qui expriment nwla Mdr-1 sont les plus sensibles au paclitaxel.

Il a été montrddans OH FDQFHU GX SRXPRQ 16#/ @1 H{\WUGN VRJRRR¥EITGIHU B D
corrélée avec la résistance au paclitaldele étude de Trock etalUDSSRUWH TXH ®9pI[SUHVV
observée dandl %des FDQFHUV GX VHLQ HVW DVVRFLpH j XQ ULVTXH GT
élevé par rappd W D X[ WXPHXUYV |IQdréidiccUCerBgRaresiSancgtas fortsi I fH[SUHVVLRQ
de la P-gp estdétectéeapreés chimiothérapi€353) Au contraire dans uneautre étudeportantsur le

cancer duseinDXFXQH UHODWLRQ HQ¥pleHaréphHhbpRlU phvlitakeR@u GudaxaiD 3

QYD pWp PLV HIrMdopilYaléte Maptrdans des lignées de cancer du sein (MCF7/Adr) et du
poumon (P@6/PTX) surexprimant la #p, quela résistance au paclitaxel et au docetaxel était
réversible.

Dans le cancer de la prostate, latdoexpression de la protéine ABCB1/MDRL1 se corréle avec une
tumeur de haut grade et un mauvais prono&b4) $X FR QW U DdslUravaut fiublds par
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Makarovskyet al. ont montré que la résistance au decel dans des lignéé¥C3 et DU 145QTfHVW SDV
liee & la Pgp membranairé355).

LYHQVHPEOH GHV G Rudg2rht UndiD@dicaiob majedry de fgidans la résistance aux

taxanes. Cettgrotéine pourrait constituer une cible thérapeutique intéressdraepossibilité de
UpYHUVLRQ GH FHWWH UpVLVWDQFH HQ EORTXDQW @ltéVLWH C
démontréein vitro. MalheureusementOHY GLIIpUHQWY DJHQ Wi gudteL@dntvepV | F
GIDYD QWD JH#&h disique erl effeklMHN. OV DPpOLRUHQW OD ELRGLVSRQLELO
FITHVW DX SUL[] GTXQH WR[LFLWp PDMRUpPH V@E38)OHYV WLVVXV VDL(

V.2.5 LES PROTEINES IMPLIQ 8((6 '$16 /1$323726(

La mort cellulaire induite par les agents cytotoxiques est le plus souvent de type apo@atgiieien
dans les cellulesumorales quelans les cellules normalé357) La sensibilitéa la chimiothérapipeut
étre liée a la capacité des cellules atraetn jeu lesnécanismespoptotiques en réponse aux lésions
provoquées. En ce sens, les altérations du programme d'apoptose peuverspéireabées déa

chimiorésistance.

/ITDSRSWRVH SHXW rWUH LQLWLgdit parixt réGeldtig de Rnbort & laDsOrfalcd U Q D W |
cellulaire (voie extrinséque), soit par voie roliondriale (voie intrinseque). Danes deux voies,
OTLQGXFWLRY K HF RGN IRE W §dasesvihifiabasd/ qur artiverdnt a leur touesl

caspases effectric€Bigure 18)

Figure 18: SHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GHV GHX[ YRLHVY PDMH
'f{DSUqV +HQJDUWQHU HW DO
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LA VOIE EXTRINSEQUE ( /1$323726( 28 REEEPTEURS DITS «<A@MAINE DE
MORT»:

La voie extrinseque d®© 1 D S ReStWiiRéé dar I|dixation d'un ligand extracellulaire de la famille du

TNF (FasL, TNF, TRAIL) a son récepteur a la surface cellulgéleque Fas, TNFR ou TRAIR). La

fixation du ligand spécifique conduit au regroupement des récepteursuefdae cellulaire et permet
OYDPSOLILFDWLRQ GX (394) JIg DrécepiesrR GhavigeWde Todformation au niveau
intracellulaie, expose les domaines de mbiD et DED (Death Effector Domain) pour formen

complexe oligomérique de mort appelé DIEZeath Inducing Signaling CompleX)e DISC recrutera

et activera legaspases initiatricés via la molécule adaptata¢-ADD, (FasAssociated Death Domain

protein) avec laquelle elles interagissei# les domaines DED, entrainant ainsi leur sadtivation

(359) (360) La caspas® peut alors cliver directement la caspastHW FRQGXLUH j OTDSRSWR
apoptotique pade des régulateurs négatifs comme la protéine FLIP (FIk€Enhibitory protein)

qui est un homologue de la casp8sdépourvu de site catalytigue mais qui contient deux DEDs.
Lorsque FLIP(s) est surexprimée (par exemple dans les cellules cancéreliseadit comme un

inhibiteur de la caspase 8 par compétition sur le site de recrutement de la caspase 8 au niveau du DISC
grace a son domaine DEB61). La downrégulation de FLIP par ARN interférergstaure la sensiblité

j OYDSRSWRVH PpGLpH SDU OD FKLPLRWKpUD&4BRGB&AR)Y OD OLJIQp
LA VOIE INTRINSEQUE ( /1$323726(

LTpOpPHQW FHQWUDO GH OD YésLId nmiteghéhdtiaIa/pgimeabiliSationofib SR SW R
OTDFWLYDW L R3p3)ettaVibérativisdesfathurs apoptogesess lecontrdledes protéines de

la famille Bcl-2 (364) En effet, les protéines Bl contrélent la formation de pores au niveau de la
membrane mitochondriale externe (OMM) en libdrales facteurs prapoptotiguescomme le

cytochrome ¢, SMAC (Second Mitochonddarived Activator of Caspases)/DIABLO (Direct Inhibitor

of Apoptosis (IAP)Binding protein with Low pl), AlIF (Apoptosis Inducing Factor), EndoG
(Endonuclease G) et OMI/HTRA@igh-TemperaturdRequirement protein A2865) Le cytochrome

c, se fixe sur APAFL (Apoptotic Proteaséctivating Factorl) pour OfDFWLYHU HW IRUPH XC
appelé apoptosoméd.e complexeainsi formé déclenche une cascade d'activation cdepasesjui
commencear |fictivation de la caspase 9, puissccaspases 3 e(366). Mémesi elle estrecrutée par
OIDSRSWRVRPH OD FDVSDVH SHXW HQFRUH rWU @ghhHb@dKefEpH SDL
Apoptosis Proteinlscomme la survivin et le XIAPX chromosomsdinked Inhibitor of Apoptosis

Protein) (367) Le complexe SMAC/DIABLO exerce un contrédie la libération de lacaspase des

protéines IAPs, et assureXQH DFWLYDWLRQ FRPBYWH GH OfDSRSWRVRPH
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LES PROTEINES DE LRAMILLE BCL-2

Bcl-2 est le chef de file d'une famille de protéines dont certaines soraopiotiquesgcl-2, Bcl-xL,

Mcl-1 ou Al), tandis que d'autres sontjapmptotiquesicl-[6 % D[ % DN RX céh@eration

relative des protéines papoptotiques versus cellesdprotéines antapoptotiques détermine le destin

des cellules entre survie et apoptdses interactions entre ces protéines jouent manifestement un role
central dans le contréle du processus apoptotlcperotéineBcl-2 localisée au niveau de la memiea

externe de la mitochondrie, semble contrdler la libération de cytochrome ¢ dans le cytosol et I'activation
des caspases effectriced.a protéine Bcl2 est considérée FRPPH OH JDUGLHQ GH OfL
microtubules Sa phosphorylation spécifiqueu nivea de la sérin&70 est considée comme un point

de contrdle de la mitosd a été montré quelsurexpression de B2linduitunerésistance & plupart

des agents cytotoxiques, constituant un des mécanismes les plus efficaces de résistance multiple aux
drogues. LesiroguesD QW LPLWRWLTXHV L QG X L&/gaQpiosintiryletibrEn\etief, BW LR Q G
paclitaxelprovoque la phosphorylation @zl-2 au riveau de la serine S7887 et la thréonine T6&e

qui induit un arrét mitotique

En clinique dans & cancer du sein les tumeurs présantame augment@n de la phosphorylation de

Bcl2 sont plus sensibles au paclitaxel et au docetaxel par rapportraenrs qui ont un faible taux de
phosphoylation deBcl-2. La surexpression d'autres protéines-aptiptotiques de la famillBcl-2

comme la protéine Mel, est également corréléauae résistance a la chimiothéra(86é8). Les cancers

de la prostate hormom@sistantsurexpriment souverBcl-2 méme si la tumeysrimaire QH OTH{SULPDL
SDV DYDQW-r&iftarrdHRIGOQ & al at montré dans les lignées cellulaires de CaP que les
cellules qui exprimentBel VRQW SOXV VHQVLEOHY DX WD[RO TXH FHOOHV T
parle taxol des cellulegléficientesenBcl- QTLQGXLW S [389) MM ik SivdrRlisice sur

des tumeurs dpatients RPCila pWp PRQWUp TXH - lhfglerivevieRedreGéhohse

et une meilleug survie pour les patientsyant recuwin traitement base déaxaneq370) Cette équipe
suggéraqueBcl-2 pourrait étraun biomarqueur de ssibilité aux taxanes dans leREC.

Inversement, les protéines papoptotiques telles que Bak augmentent la sensibilité de certaines lignées
céllulairesa I'apoptose induite par I'étoposide, €8 et le taxol. Des mutations de Baatre protéine
pro-apoptotiqgue de cette famille, onfcemmentété identifiées dans 20 % des lignées de cellules
leucémiques et de carcinomes coliques. Ces mutations, en entrainant une perte de denletion

protéine pourraient étre un facteur de chimiasésnce(371). Cependantlans le cancer de la prostate

les mutations de Bak et Bax sont rg(Z2&0)

LES PROTEINES INHIBI5,& (6 '( /1$32372BY
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/IHV SURWPLQHV LQKLELW U Urhitbor GFFApGtadsza BreBiledhstitde Mne $dnille
de protéines antapoptotiques (hILP2,-tAP1, clAP2, ML-IAP, NAIP, Survivin et Apollon). Toutes
OHV SURWpPpLQHY GH FHWWH IDPLOOH SRVVgGHQW XQH RX SOXVL
appelé BIR Baculovirus IAP Rpea}. Les IAPs protégent $ecellules contre une activation anormale
des caspases en se fixant directement sur ¢Blles & fHVW XQ V\VWgPH GH SURWHFWL
dommages et la mort inappropriée de la cel{@l&). La Survivine (BIRC5) est une petite protéine de
N'D 'DQV OHV FHOOXOHV QRUPDOHV OfH[Sph&atsGH la@ra@ H OD 6
en phaseS, puis culmine en phase G2/M en relation directe avec sa fonction de régulateur mitotique
(Figure 19. Dans les cellules tumorales, la Survivine est exprimée admiéemne aberrante
indépendamment du cycle cellulaire, leur procurant un avantage de crei¢saiuse et survig)373)
/H GRPDLQH %,5 GH OD 6XUYLYLQH OXL SHUPHW GH IRUPHU GH\
partanaires moléculaires impliqués el rPHV GDQV OH FRQWU{OH GH ODSRSWR
O 9D FW Lapoptotque QaVXIAP, en protégedmtcomplexe survivine/XIAP de sa dégradation par le
protéasome(374) La Survivine neutralise également Smac, un inhibiteur de XIAP libéré par la
PLWRFKRQGULH DX R&XUlIY égatenerfel Srirrrdladrd/Ies celluketumoraleguela
Survivine force OD WUDQVLWLRQ * 6 dtkQs @d RraisseQbloiueGOITDBRSWRVH
mitochondriale par la stafshtion de protéines ardipoptotiques commBcl-2, inhibela libérationde
Smac etAlF, et celledes caspases 3, 7 e{3¥6) Il a été montré dans des modéles cellulaires de CaP
gue la surexpression de krvivine augmente la résistance au tax®8¥7) Chezles patients,
OYH[SUHVVLR Qa Sub/hibelesl Qontdd a3atésistance au taxol ddes carcinomes ovariens
(378) Elle est également assoc#kane résistance aux traitements hormonaux dans les cancers du sein
et de la prostat€379)380). /TLQKLELWL®RWINGS par @& iBhibiteurs mitotiques comme
OTR[DOLSODWLQH Daxi¥ Rakb@Qed/ tan© 1B cahped BUQAEBB1) Une étude récentde
PRQWUH TXH OTLQKLELWLRQ G HotddansehsYriomm& Hy2830308 XQ RO
augmente THITHW G H¥n YaRifWi€) HeV docetaxdh vitro et in vivo. Cette molécule est
actuellement en essai clinigue de phase Il en combinaison avec le docetaxel dans le cancer de la prostate
(382)
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Figure19: 5{OH GH OD VXUYLYLQH GDQV OH EORFDJ

En amont de la itochondrie, la Survivine forme un complexe avec une kinase (Auror
et stabilise BeR par phosphorylation. Au niveau de la mitochondrie, elle empéct
OLEpUDWLRQ GH 6PDF HW $,) LP S-@épgnkiante & Ddgpendet
respectivemet. En aval de la mitochondrie, la Survivine inhibe les caspases 3, 7 et 9
'fDSUqV 5RPDJQROL HW DO

LES VOIES DE SIGNAIG$7,21 ,1'8,6%1POPTHSE

Les taxanepeuvent activeplusieurs voies de signalisatipour indure fDSRSWRVH

- La voie INK/SAPK: Pendanta phase GIM du cycle cellulairgle paclitaxel active la protéinkinase

JNK (383) qui phosphoryle et iraive laprotéine antapoptotiqueBcl- SRXU LQGXLBA4OIDSRSW
- La voie Raf/MEK/ERK: Les taxanes activent égalememttie de survieRaf/MEK/ERK qui contréle

plusieurs protéinesRSOLTXpHY GDQV OYDSRSWRVH /I{DFWLYDWLERBQ GH FH
O 1 L Q D Fded prdddiddspi@poptotique (Bim, Bad et Bax) et antapoptotiquesEcl2 et Bcl-xl) les

empé&hant ainsiG T L QiMavet/IBuds partenaires dans le procespaptaique (385)

- La voie PI3K/Akt: la signalisation PI3K/Aktest une voie preproliférative et antirapoptotique

impliguée dans la croissance cellulaieesurvie et le cycle cellulair386)387) Cette voie est activée

parla phosphatidylinositeB kinase (PI3Kgapres phosphorylation dRIP2 membranaireonduisant da
formationdu PIP3. Le lipide membranaire PIP3 permet le recrutement a la membrane plasmique de
nombreuses enzymes a domaine PH (Pleckstrin Homology)lalaérinethréonine kinase AktUne

fois que la kinas@KT est activée (phosphorylation par pdKéle phosphoryle &on tour les protéines

Bim, Bad et la caspase bhibant ainsi lews effets preapoptotiqueg385). L § D F Wik Yakiiage Akt

est souvent dérégtg dans e cances et joue probablement un rble dans la résistance a la
chimiothérapie(387). Dansdifférentes lignées cellulaireseccancer defRYDLUH XQH DXJPHQW

[TDFWLYDW L R QentbleétreHié¥ WdrégiRdnte au paclita(@d8) /TfLPSOLFDWLRQ GI$NW
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réponse aux taxanes est confortée par le fatQUELQKLELW LR Q G H ifOvivo ¥étiLvitroB, N $.7
sensibilise lesFHOOXOHV W X P R Uid@itel par je PeftidaReR(300) RMdHdes protéines qui

contrdle cette voie e$d protéine®TEN. Elle est connue pour controler négativement la voie PI3RVAK

via son action sur le PIP@90) La surexpressiode PTENinhibe la prolifération cellulaire et induit
OYDSRSWRYVH e6 IyEss lulaipdBLP Déns les CaP, on observe de fagcon assez fréquente
une perte de PTENB92) La surexpression des kinases de la voie PI3kK/AKT assaciéne sous
expression de PTEN pourtd@itre impliqués dans la résistance aux inhibiteurs destuimrles(390).

LE NFKB

Le facteur de transcriptioflF-KB, constitué de deux soumités p50 et p65, est impliqué dans la
prolifération, la différenciatiorcellulaire et |1gpoptose. lfictivation de NFKB est contr@épar un
inhibiteur IKB qui retientNFKB dans le cytoplasme. Quand la kinase IKK phosphoryle IKB, NFKB
peut alors étre transloqué dans le noyau ou il active la transcription de plusieursilglégesduisant

| #xpression de plusieurs protéines -apoptotiqus telles quela Bcl2, Bel-xI et ¢FLIP (393), et la
prolifération cellulaireln vitro, il a été montré dans plusieurs types de cellules cancéreuses que NFKB
est surexprimé suite a une chimiothérapie pour rédfipoptose induite par le traitemg394). Il a
également été montré quéhhibition de NFKB sensibilise les cellules paclitaxel dans le cancer de

| Hvaire (395). De fagcon contradictoire, dhutres étdes suggerent un role papoptotiquedu NFKB

dans Ifpoptose induépar le paclitaxe{396).
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CHAPITRE VI : LA MITOSE ET LA RESISTANCE AUX TAXAN ES

En réponse aux taxaname cellule ormale V 1 D U U r W H (M) QacEvemild? Yadints de contrdldu

cycle cellulaire (checkpoint) eentre en catastrophe mitotigue. Cependant, malgré les anomalies
acquisedes celluledumoralesrésistantes aux taxanes réussissguuasuivrela mitose et échapper

DX[ SRLQWYVY GH FRQWU{OH GX F\FOH F HO:@K @diulditdhduitppriésD S S H P H
taxanes peute faire &es différentes phases de la mitoHeest doncnécesaire de connaitre les acteurs

du cycle cellulaire et le processus mitotiquar pouvoir comprendre les mécanismes de la résistance

aux taxanes.

VI.1 LA PHASE M, DEROULEM ENT ET ACTEURS

VI.1.1 LE MPF (M -PHASE PROMOTING FACT OR)

Le MPF est un hétérodimére protéiqu& GN &\FOLQH % entr€@GeX LpWd3&€) MBI
/1D FWLY D abudriiié Gatalyfiduale la Cdklnécessite son assoddat a une cyclingui sert de
sousunité régulatricgcycline B) La fonction et les substrats tie Cdkl dépendentle la cycline a
laguelle elle eshssoate. De cette facon, la Cdkl peoontrole des phaseslifférentes ducycle en
fonction des cyclinesDYHF OHVTXHOOHY citih® Bl edt FinthtiBde Lpkbgressivement a
partir de la phase S, 6lH VIDFFXPXOH GDWQY¥D W RFH aLoD&ibheRIXI& CdK1.
Parmi les trois types de cycline B (B1, B2 et BBsentes chez les matifienes, cf Hpvikgipalanent la
cycline B1 qui est impliqguée dans la transition G2/M.

Une fois formé, lecomplexe MPF est régulé par différentes phosphorylations. Il subit une
phosphorylation activatrice d& sousunité catalytiquesur lathréonine 161dela Cdkl par lakinase
CAK (Cdk Activating Kinase Cdk7/Cycline H) lui permettant de se lier a ses subst(888)399)
&HSHQGDQW OfYDFWLYDWLRQ SDU OD &%$. QTHVWWaa&lstMytXIILVD QW
maintiennent le MPF nouvellementrfoé inactif suite a la phosphorylation inhibitricde Cdklau
niveau des deux résidusthréonine 14 ettyrosine 15.Les phosphorylations inhibitrices de Cdkl
VIHIITHFW Xdtl QrifésiDeXqueXi&MPF se forpendant les phases S et.G2sdeux kinase§Veel
etMytlont SOXV GTDIILQLWp SRXU ahitéCCRik1 Felu¢t@®RUNStdoDdeCBMpéxe
MPF inactif (Cdk1/Cyclhe Blphosphorylé en Thr 16T hr 14 et Tyr 15) est constituéé partir de la
phase Scorrespondant apré 0 3) G R &livatiofva déclenchela transitionG2/M.
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VI.1.2 LES TRANSITIONS G2/M ET PROPHASE/METAPHASE :

Quatreétapes sont nécessairesesponsal® HV GH O D F WIPKF W faire@erB et |5ddljule en
mitose:
1. /YLQDFWL XiDagek RIghitBddsMWeel et Mytl par les kinases PKB/AKT et p90RSK.
2. Parallélementdéphosphorylation e résidus thréonine 14 et tyrosine 15lal€dkl par la
protéine phosphatagedc25C (Q VIR SSBHY DFWFWLYLWp LQKLELWAULFH G&t
phosphatas€dc25CGpFOHQFKH O 1 HQRWUHLpIT estacvEadRaMdis par PLK1 et
SDU XQH E R-Adti@tibn@y MPFAORY402) 'H SOXV OH 03) hhectwes® SDEOH
kinase inhibitrice Véel par phosphorylation.
3. Phosphorylation deal cycline B par diverses kinasétapeindispeQVDEOH j OTLQWHUDF\
Cd25C et Cdit,et GRQF | OTDFWLYDWLRQ GX 03)
4. Migration du MPF phosphorylédans le noyawu il peut interagir avec la plupart de ses
substrats.
I MDFWLYLWp GX 03) GpFOHQFKH GH SURIRQGY UHPDQLHPHQWYV Fl
les protéines cibles du MPF, certaines se trouvent dans le cogane ledamines ou les condensines
Les condensines sont impliquées dans la condensation des chromosomes. La phosphorylation des
ODPLQHV QXFOpDLUHV SDU OH 03) SURYRTXH OD UXSAXUH GH (
'IDXWUHV VXEVWUDWY GX 03) VRQW F\WRSODVPLTXHV FRPPH O
SHUPHWWHQW OYDVVHPEODJH GX IXV hEBXmRioWRIEsL TXH HW GIDXW
(Q GpEXW GH PLWRVH OH 03) SDUWLF L@haphaSeTmdmsting Coipldx)Q G X F
qui intervient luiméme danda dégradation €s protéines par le protéasofweir en détail ci-apres
(404) 3RXU PDLQWH Q LMPRUNBduavitite duffisariRe® CEGAGC active est essentle. Au
début de la mitose et jusguia transition ritaphase/anaphada protéineLZTS1 se lie a laCd25C
pour empécher sa protéoly&5). En @Mfjsence de LZTS1a Cd@5C est dégradédar le protéasome
GqV OH GpEXW G B 1CBI3 Fsb@ et RIQC@ES ne suffit plus pour activer les MPF
SDU GpSKRVSKRU\ODWLRQ GHV &GN &HWWH FKXWH GIDFWL
métaphase/anaphasematurée.Ce mécanismalentifié par Vecchione et alne2007(406) QT HVW SDV
encore totalement élucidé D XM R X L& 1.RDSL est n facteur important poumssurerle bon
déroulement de la mitosd régule notament O 1D FW UavyCdWlpvi&s @ D F W 1ICdd28Cpll €sH
important leQRWHU TXH /=76 QYLQWHUYLHQW SD&ermhita3® etOjtie 5pFOHQF
LOQDFWLYDWLReEM@MHVYW SDV OpWDO
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VI.1.3 /1% 3 & ANAPHASE PROMOTING COMPLEX »

/1% 3 8u cyclosome, est un conipH[H G D X P Run®és(408)\gRix¥résente une activitde
typeubiquitine ILJDVH ORUVTX T LlaCCA¢ZPRONYAFLH DYHF

La progressiodynamique de lanitose VIHIITHFW XH JUKF H upidDibne@épéhtbn@Br\WweL R Q
protéasomede nombreuses protéingelles qudes cyclinesau fur et amesure de la progressiatu
processusnitotique Le complexe AP(participe ace mécanisme dynamique de par son activité E3
ligase Une fois polyubiquitinées, les protéines mitotiques sont peotysées par le protéasome 26S.
/91$3& HMV&heOaxktivé en début de mitose suitekdlQH SKRVSKRU\ODWLRQ SDU OH 03
O 1 i4tE Wblquitine OLJD V H Gfhit iOt&r8eh& sucessivementds deux sousnités activatrices
Cdc20 et Cdhl. La protéine Cdc20 intervient a partir de la métaphase, puis est dagradéet a
mesure de la progression mitotiqule estremplacégparla suitepar la protéine Cdhl qui active a son
tour le complexdPC M X V T Xrf[de @ phase G1411)

VI.1.4 LA TRANSITION METAPH ASE/ANAPHASE

Apres la réplicationJes chromatidefiomologuegestent associées grace a des complexes protéiques
appelésde cohésined.es cohésines sont constituées de quatre-waitss: deux grandes seusités
appartenant & famille des SMCStructuralMaintenance o€hromosomes),SMC1et SMC3 etdeux
protéinesScclet Scc3.

Le complexeAPC/Cdc20 a pour rdle principdb f{DVVXUHU OD VpSDUDWLRQ GHV FKUF
transition métaphase/anaphaden métaphase, la cohésine est phosghe par la kinasePlkl (Polo-

like Kinasel) au niveau de la sousité Sccletdevient alors sensible a la dégradation protéolytique.

(Q GpEXW G flcqhastk bsy dtruite pane protéase de la famille des caspakeséparase,
permettant laséparation des chromatidé€Ses dernieresont tirées vers les pbéles du fusenitotique

par les microtubules, au niveau des kinétochotes. sécuring un des substrats du complexe
APC/Cdc20 estassociée a la séparase et la maintient inactive. En fin &éaphase, le complexe
APC/Cdc20 ubiquitinyle spécifiguement la sécurine provoquant sa dégradation. La séparase se libére et
VIDFWLYH S Ddlpn3phoRatdpodibDdétlencher lprotéolysedescohésines

ITLQKLELWLRQ GX 03) HVtranQtehn M&abavdmnBaphdses & Yaur la sortia de
PLWRVH /H FRPSOH[H 03) &GN &\FcOritriQut &sa piapreDrnhMitioly puidgie O 1$ 3 &
la cycline B contient @ VLWH GH GpJUD GaDdésteiRi@n S® 16 cyzifn® B&provoque une
FKXWH GYDFWLYLWp GX 03) &HWWH LQKLELWLRQ SHUPHW pJDOF
GH OTDQDSKDVH % OH GpFOHQFKHPHQW GH OD F\WRNLQgVH HW
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VI.1.5 LA TRANSITION ANAPHA SE/TELOPHASE

La transition anaphase/télugse dépend du « mitotic exit network », un groupe de protéines qui permet
OYDFWLYDWLRQ GH OD SKR V8as®dgbosphokyld Bt actiggHD\EVAdicBrir® V S
balangla phosphorylati@ HW O L Q DIE ¢binpMexdMPRR(QdKE Bydline B, Cdhl peut alors se

OLHU j O1%$3& - SDU ued tbnmpleke® APOQOAIE KaEtifs lde forment et ubiquitinylent la
protéine Cdc20. Ces complexes actifs induisent également la destruction sélective de certains substrats
permettant ainsi le passage M i pORSKDVH HW O §D F KlgeYcamplexg\VAPGEdhO st LW RV T
DFWLI MXVTX j OD ILQ GH OD SKDVH * TXDQG OH &GK HVW GH
/1$3& HVW DORUV LQDFWLYp HW OH UHVWHUdd pgchalrDapdlé d&/ R X W H

division lors de la mitose

VI.2 LES POINTS DE CONTROLE DU CYCLE CELLULAI RE

La prolifération des cellules eucaryotes est strictement contiééeerte de ce contrdle peut conduire a

la mort cellulaire ou a une multiplicatiaellulare DQDUFKLTXH FDUDFWpULVWLTXH GH
les systemes de régulationn retrouve lescheckpoints ou mécanismes de surveillance du cycle
FHOOXODLUH TXL FRQWU{OHQW OYDFFRPSOLVVHPHQW SUpDODE
transiions entre ledifférentesphases du cycleellulaire En cas de mauvais déroulement du cycle
cellulaire, 1 DFWLY hé¢kRRLQMW HQWUDVQH OYLQKLELWLRQ GH OD SUR
UpSDUDWLRQ 6L OD UpSD lhmteR 3 d@ fndry éellutaibe\esHdddteRdhaxsiaH

cellule eucaryote © H[LVWH WIS RRLIOM YRdCKkHEM de la phase Gli, checlpoint de la

transition G2M et le check point X IXVHDX PLWRWLTXH DSSHOpheglp&inf6SLQGO
Chez OTKRPPH OHV GpIDXWV GHV FKHFN SIBsL qoty/critigie® tnsFRQV L G
O 1D 88,0 Y R @ M4 Yédidmaqedes tumeurgd12)

VI.2.1 LE POINT DE CONTROLE DE LA PHASE G1

La décision d'entrefou non dans le cycle cellulaire est prise gmase G1. Leoint de restrictiorde la

phase GIFRQWU{OH Ofat pryBiblaguit déWa celNile G VXUYHLO OmenOJieQ YLURQC
stimuli de croissance ne sont pas appropriet @V XIILVDQWY OD SURJUHVVLRQ GX F\
des conditions cellulairemdéquates sinon la cellule déclenche soSURJUDPPH GR&OXSRSWR\
exemple, dans leas duP pFD QL YV PbitioG fldcpiact OHV PR OpF X O hihduief @&  pVLR Q
contacts cellulesellules réduisent la prolifération cellulageprovoqueO TDUUrW G H¥WadeBlO O XOHV

et le retour a I'état de quiescence (GO).
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VI.2.2 LE POINT DE CONTROLE DE LA TRANSITION G2/ M

Au niveau de ce clokgpoint, deux types de processus assurent la surveillance de la transfbnu@?2
premierprocessusapideimpliquant la phosphorylatiode Cdc25et un second mécanisme plest

impliquant la protéine p53.

Dans le pocessus rapidde pointde surveillance G2Z/IMFRQW U {OH CchipfereLkiadgpe G X
CDK1-CyclineB, SDU O L QW H phespBatdadds Cidc2GB1af Cdc2®e mécanisme se met en

place €@ UpSRQVH DX[ GRPPLeskindses BhiQ £86Chk2 phosphorylent Cdc25Clasu

s&ine 216 FH TXL SHUPHW Ogdcb®éi la pfotdineR1€B-3H &\ $éhuestration de

Cdc25C dans le cytoplasméa localisation cytoplasmique d€dc25C empéche OTDFWLYDWLRQ
complexenucléaireMPF (CdKL-Cycline B) et bloque le cycle dielaire en G2(413)414). Les kinases
ATM/ATR peuvent également phosphoryler la kinddek1 par le biais des kinases Qhlet 2, et
HPSrFKHU Dvat@V de QIFIBEML5)416) A la wuite de OpVLRQV Gdlkita§ebWeel

activée, hyperphosphoryle la Cdisur son résidwtosine en positiod5 pour la rendre inactiyd17).

La réponse rapide peégalementétre due a une séquestration des complexes/Galihe B dans le
cytoplasme de cellules portant des lBRQV GH Of$'1l &HOD D GRXRS ARK@WUp T
phosphorylation desubstrats nucléaires impliqués dans la transitioflMG2a phosphatas€d®25B

MRXH pJDOHPHQW XQ U{OH GDQV FH SRLQW GH FRQWU{OH SDU
UpSRQVH DX[ GRPPDJHV G th KnfisAlror® f\ Bdt IWHibé¢4¥8)p etGeHCdc25B au

niveau des centrosomas peut plu€tre activg419)

La protéine p5ommunément qualifié dele gardien du génome", joue un réle dans les ph@dest
G2 du cycle cellulairggui sont &s phases de contrdle de l'intégrité de TADND SURWPLQH S QT H)
nécessaire pouD TpWDSH GH E QO3RMmaikldjaueK DI Hans le maintida cet arréen
EORTXDQW Q@§rpexeMAA (ypine B/Cdk1)Y420) La protéine p53 agiaussiVXXU GIDXWUH
protéines kinases pour freiner la progressionfdluFOH HW IDYRULVHU OfTDSRE®W RVH Gt
active b protéine p21@il/Wafl qui ellemémeinhibe directement la kinase CdK21) Elle induit
| §ictivation de laproténe Gadd45qui bloque égalementOTDFWLY LW p G K420 elléNde@ DVH &G
aussi réprimerdirectement OYH[SUHVVLRQ GHV JgQHV &GN HW GH OD F\F(

contiennent un siteégulateur de l@53 (420).

VI.2.3 LE POINT DE CONTROLE DU FUSEAU MITOTIQUE « SPINDLE ASSEMBLY
CHECKPOINT »

Les cellules possédent un mécanisme de surveillance spécifique de la transition Métaphase/Anaphase.
En effet, au niveaudu « spindle assembly checkpoint e complexe de surveillance vérifie
OIDWWDFKHPHQW FRUUHFW GHV FKURPRVRPHV PpWDSKDVLTXHV
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DILQ t&fge¥ L&vénementGTIDQHXSOMRQNGLBIH FDV Re OTDOLsb@esPadi QW GFH
OfDVVHPEODJH GX QXR8WXSHIMVERMLL FRHK loid BeNaHétdphase, Ré&goRtRIS O
FRQWU{OH SHUPHW j OD FHOOXOH GH UHWDUGHU OTHQWUPpH H
remplies. Il fait intervenir plusieurs protéinessponsables de la production de signauibitéurs vis a

YLV GY %26 n&t&@nentles protéinesMadl et Mad2, Bubl, Bub3 et BubR1, la kinase Mpsl et
CENRE.

Lorsque les chromosomes sont bien condensés en prophase et prométaphase, un complexe
multiprotéique formé de protéines etrices du « spindle checkpoint » (BulBub3, BubR1, Mpsl

ODG HW O0DG VIDVVRFLH DX[ NLQpWRFKRUHY OLEUHVY 4XDQG |
fuseau mitotiquele complexe protéique se dissocie. Un kinétochore mal attaché au fuseau mitotique
HQYRLH XQ VLJQDO S Rofildu ledmBlekekdRC/CacRO FW LY D

/D NLQDVH 0SV SDUWLFLSH j OfDVVH RiotgDel HleGnterdgk BMENIS RL Q W
kinase Bubl, et forme un complexe ave€BNPE, uneprotéine de la famille des kinésines. Les deux

kinases Mpsl et BuRl régulent par phosphorylatiote protéine CENP( TXL VYDVVRFLH L
FKURPRVRPHYVY ORUVTXH OfHQYHORSSH QXFOpDLUH VH URPSW ¢
protéine Madl qui va recruter et activer la protéine Mad2. Les protéines Mad2 et Buhifpqraréida
GPpWHFWLRQ GH OfRFFXSDWLRQ GHV NLQpWRFKRUHY DORUV TXF

a la tension exercée par le fuseau de microtslsuleles kinétochores.

Dans le cas ou les kinétochores ne sont pas liés aux microtuhulesaehuen prométaphase et
métaphase, DG OLH OHV NLQpWRFKRUHV OLEUHV YLD OD SURWDPLQF
forme active tétramerique de Mad222) Cette forme tétramériquee lie a la Cdc20 du complexe
$3& &GF HW OYLQKLEH HPSrFKDQW OD GHVWUXFWLRQ GH OD
chromatidesV ° X422). /Y LQWHUDFWLRQ ODG FGF VHPE @ppartédhbhHaupJXOpt

familles Bub, PIk1, Aurora, giarla protéine survivia

Une fois tous les chromosomes @mtement accrochés de facon bipolaire aux microtubules
kinétochoriens et alignés sur la plague équatoriale, la forme actlee@P G FHVVH G{rWUH SUR
complexe de surveillance se retire des kinétochorés Mad?2 libérela & G F SHUPHMNWAD QW OTI
complexe APC/Cdc20 et le passage en anaphasklCC (Mitotic Checkpoint Complexgstun autre
IDFWHXU L QKL ELWHsduis&Gafithpi& lad@ire MadZomposé de BubR1, Bubl, Mad2 et
Cdc20(423)
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VI.3 LES PROTEINES DE LA PROGRESSION MITOTIQU E ET DES CHECKPOINTS
IMPLIQUEES DANS LA R ESISTANCE AUX TAXANE S

Les chapitres précédents ont illustré les relations complexexigteént entre les différents acteurs des
points de contrble du cycle cellulaire. Il est cependant nécessaire de connaitre ces mécanismes pour
WHQWHU GILGHQWLILHU OHVY DFWHXUV GH OD UpVLVWDQFH DX[ V

VI.3.1 LES PROTEINES DE SAC«SPINDLE ASSEMBLY CHE CKPOINT »

Le « spindle assembly checkpoint MRXH XQ U{OH WUqV LPSRUWDQW GDQV O
génétique et dans la cancérogénése. La délétion homozygote des protéines du checkpoint mitotique
FRPPH ODG %XES5 HW %XE D XJP te@Medé@bhpandamt lumo@u)\Mps ) pQpW LT
Invitro OYDOWpPUDWLRQ GH FHVY SURWPpPLQHY LQKLEH OH 6$& HW D
mitotiques comme le paclitaxel, la vincristitdW OH QRFR GD]RQ dne &éftbrpatioff {IR P P H
SAC aboutit aune instabilité génétique et a uareuploidie. Elle a ététrouvée dans différents types
de cancertels que lesein,le poumonou encore le célan

'‘DQV OHV FDQFHUV FRORUHFWDX[ LO D pWp PRQWUp TXH OfLQ
asso@Es a la résistance aux taxanes. La ssywession partielle ou complete dadil oudeMad2 dans
des lignées cellulaires de cancer du célon provogue une résistance au nocodazole (déstabilisateur des
MTs). Dans le cas des stabilisateurs des MTs, comm®IE@ LW D[ H O -ekfrésSoN dOBR R X V
pas deMadl qui conduita une résistandd26)
Ces résultats suggerent qiems € casdéstabilisateur des MTs, les deux protéinesiMetMad 2 sont
LQGLVSHQVDEOHYV SR X UtatsfaehhauF & patlitafst iR viRt\Vid Cdkl joue
également un réle important dans la mort cellulaire induite par le pacliizees. la lignée du cancer du
sein MCF7, la suppression des protéineadM HW % 8%5 UpGXLW OfJDFWLYLWp GH
résigance au paclitaxgy27) Dans le CaP OD GLPLQXWLRQ GH OYH[SUHVVLRQ GH
augmentation de score de gleag@28) $ OJKHXUH DFWbH@Odd réesudatQiubligs

concer@nt le rdle des protéines du SAC et la résistance aux taxanes dans le CaP.

VI.3.2 SURVIVIN E, AURORA KINASES AET B

Ces trois protéines jouent un réle dans la dynamique des MTs et damedsidn du fuseau mitotique
la survivire est surexprimée dans une grande variété de caf@#29% Elle estlocaliséea 20%dansle

noyau contre 80%lans le cytoplasme associe MTs(430) Sa phosphgtation est contrdlée par la
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CdKkl et la kinase Aurora B.a Qurvivin et la Aurora B sont indispensables pour déclencher le SAC

suite & un traitement par le paclitaxéB1)432) Dans ledignées cellulaire NIH3T3 (fibroblaste de

souris) et U20S (ostéosarcoméy, sousexpression de lauSivine par ARN interférententraine un
détachement prématuré des protéines BURB1 et MA&2kinétochores provogat une inhibition de

la réponse au paclitax@31)

/IT$XURUD $ HVW X QH X LEIDN\HHD X RGRHDVO E M QNV BxXRréRiBrHi¢ cedkitapd D X W (
est associéa un dysfonctionnement du SAC etuae résistance aux paclitaxel et docetaxghe
VXUH[SUHVVLRQ G1$XURUD pé&niURsomedeHa @ildsePdesvdeliids abéfrantes.

Elle phosphoryle également [&3(433) Dans ls cances du sein ER négatif XQ WDX[ pOHYp GT$!
Aurora A est associé a une faible réponse au docetaxel (33%), contre 83% de réponse dans les cancers a
IDLEOH W D X |&MifoBalAR434)

VI.3.3 LA PROTEINE P53

&RPPH QRXV OYDYRQV YX SUpFpGHPPHQW OD S MRXH XQ U{OH
GDQV O esEH 3 uvprotéihe p53 est mutée dans 50% des cancers en géiiésal) et, en
particulierdans 18830% des cancers de la prost@g86)437). Le role dela p53 dans la résistance aux
WD[DQHYV Det ide LpWsieOr§ Rtddds. Cerminavaux PRQW U HQW $&XiHdu@efpasie SW R
paditaxel est indépendante de 183(438)Y439) 'I{DXWUHV TODPSRUWHBRMWI XWLRQ GH C
la p53 augmente la sensibilité au paclit€&eHQ LQGXLVDQW GW DY DEBRBHMB Y HLWRVE
Quant a son implication dans la répenaux taxanes, des travaux contradictoires ont été publiés.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliguer comment des mutatians58epeuvent
DXJPHQWHU OD VHQVLELOLWp DX[ WD[DQHV ,0 D pWp PRQWUp T.
gui accroit la polymérisation des NLE et, par conséquelat sensibilité au paclitax¢B45). De plus,

une mutation de lag8 pernet aux cellules de franchilus rapidement leshedkpoints des phases G1 et

S, ateignant plus rapidement laitose ou les taxanes agisséM2) 'ITDXWWKE8HY PRQWUHQW
mutation dda p53 induit uneésistance aux taxanda,p53 mutée ne pouvant plus suractiver latgine
pro-apoptotigue Bax. Suivant cette hypothése, ppp G XLW OYDSRSWRVH LQGXteW SDU (
la résistanc€443) Il a également été montré que les mutations @83 perturbent le bodéroulement

du SAC induisant uniésistance aux taxanés$44)

Les mémes contradictions sont trouvées en recherche clinid@ V OH FDQFHU aGkE OTRYD
montré gue le paclitaxel eptus efficace dans les tumeyps3 muté par rapport a cellesxprimantla

forme sauvag@aon mutég445) & HV UpVXOWDWYVY RQ pWipdesEQ Varidiias, ldsvy SDU G
le cancer du sein ou il a été rapporté que les tumexpdmant la forme sauvagée la p53sont

insensibles au paclitax@46)
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Finalement OfHQVHPEOH GHV UpVXOPMDHdns & Xddistahee abkQaxanésHsofr D
contradictoires et restent ambiglis! D XW VH UDSSHO H Wandextiat® dé¢[rhutatibHs BeQ H J U
p53, paivant avoir des conséquences différentes.
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Figure 20: Représentation shémaW LTXH GH OfLPSOL]|
au cours dela mitose.

Durant le cyclecellulaire normat

En phase G2

/H &+. FRQWU{OH OTLQWpPJULWpP GH OD
Les kinases Cdc25 activent le complexe (Cdk1l/CyclineB) perme
OfHQWUpH HQ PLWRVH

En prophase
/D &GF & DVVXUH OYDFWLYDWLRQ GX 043
LZTS1 empéche la dégradation prématurée de Cdc25C

En Métaphase
/H 6$& FRQWU{OH OYDOLJQHPHQW GHV H
LZTS1 se sépare de Cdc25C

APC est activé par Cdc20, il dégrade Cdc25C

Le complexe (Cdk1/CyclineB) est inactilétransition Méta/Ana

En Anaphase APC se lie a Cdkl




RESULTAT 3: RECHERCHE ET IDENTIF ICATION DES PROTEINE S
IMPLIQUEES DANS LA R ESISTANCE AU DOCETAXEL DANS LE

CANCER DE LA PROSTATE

Actuellement, seulement5% des cancers de la prostate sont QidgV W L eéppéé a@ Ttade
métastatiqueOn sait queparmi les cancers de la prostate localisés a haut risque de rechute, plus de la
moitié va rechuter avec notamment des localisations métastatiepsis 2004, quand le cancer de la

prostate devient hormonorésistant, le traitement de référence est une chimiothérapie par décetaxel.

effet, son efficacité a été démontrée pour la premiére fois dans les deux essais cliniques TAX 327 et
SWOG 9916, aveaun gain de survie. Le docetaxel est devenM&RIX U GTKXL XQ WUDLWHPHQ\
des cancers de la prostate métastatiques hornésigiantsCependant, malgré le bénéfice de survie

procuré par cette molé@, celleci présente une certairiexicité et pesque la moitié des patients
wubDLWpV SDU OH GRFHWD[HO GpYHORSSH XQH UpVLVWDQFH j
secondaire$FWXHOOHPHQW LO HVW LPSRVVLEOH GYLGHQWLILHU DYI
vont présenter unrésistancelwadocetaxel., O DSSDUDvVW GRQF LPSRUWDQW GYLGHQ
répondre a la chimiothérapie, en recherchant les événements moléculaires associés avec le
GpYHORSSHPHQW GT1XQH UpVLVWDQFH DX GRFHWD[HO

Nous avonsévoqué dans les chiages V et VI que plusieursnécanismes ont été proposés pour

expliquer la résistance aux taxanespendantles résultats contradictoires ont parfois été obtenus et
DXFXQHV GHV SLVWHV pWXGLpHV Q1 DenHnig&ReU3HN X3p BERBERFAOU VX U
prédictif de la réponseA forciori, dans le cancer de la prostate ou le docetaxel a été introduit plus
WDUGLYHPHQW LO QYHI[LVWiHleDXrEposeRl Raedad¥fTX® X®&p SARKpHGLO KR P
GDQV OH FDGUH GYHVVDLY WKpPpUDSHXWLTXHV

Notre prget consiste a identifier les protéines impliguées dans le mécanisme de résistance au
docetaxel dans le CaP et a identifier des biomarqueurs de réponse au traitement. Nous avons choisi
GIDERUGHU FHWWH TXHVWLRQ HQ SDUMWbcetaXel @uis €hRebtga@ HeYy FHOO
valider les biomarqueurs candidats dans les biopsies hum&iaas. | H Vdlifique de phase lI
GETUG12qui FRPSDUH XQ WUDLWHPHQW FRPELQp GIKRUPRQRWKpUD
hormonothérapie seule chez les poQ WV DWWHLQWYV GIXQ FDQFHU GHsOD SUR\

échantillons obtenudevraen nous permettre la validation finale de ces biomarqueurs prédicteurs.
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RESULTATS PREALABLES

Etablissement de modeles cellulairede CaP résistants alDocetaxel

ODOJUp OL P sdrigrédntr&I& Hesi&tdhce aux taxanes,getsde modeles de résistance sont
disponibles /fpWDEOLVVHPHQW GH PRGQqO He&latiehhénO Krig Det. diffidle. Up VLV W
Cependant, quelquésjuipes onbbtenudes lignées?C3 DU145et LNCaPrésistantes apaclitaxel et
DX GRFHWD [dé¢©dddes \d& XOh\M de docetaxed premiére étape de ce projet a permis
O 1 R E WiEldkes legstants awcketaxeinvitro 3RXU FHOD QRXV DYRQV RLV HQ °X
de clones résistants sous pression pharmacologique dans plusieurs nmelligédes et obtenu a ce
jour troislignées résistanseau docetaxelLNCaPR, PC3R et IGRCaP1R.

x La lignée IGRCaP1 résistante a des fortes doses de2525, 50, 100200et 1000M de
docetaxel.

x La lignée LNCaP résistante aux dodes).5, 2.5, 5, 1M de docetaxel

x La lignée PC3 résistante aux dodes05, 2.5, 5, 18M de docetaxel

Parmi ces trois lignées, nous avons observé que seule la ligné& BB HVW FDSDEOH GYDFT.
résistance a des fortes doses de docetaxel de fagon irréversible. Les clones résistants issus des deux
autres lignées redeviennent sensibles au docetaaaldis sont cultivés pendant plusieurs passages

en absence de la drogug.RXV DYRQV pJDOHPHQW WHQWpP GTREWHQLU GHYV
partir des deux lignées-€aP et MDAPCa2b, mais nos efforts se sont soldés par un échec.

Nous nous sommexssurés que le modeéles IGRIP1 était effectivement résistant a la droguedpar

mesures du cycle cellulaist destess de survie (Voir article 3, SupFigl)

Recherche des protéines impliquées dans la résistance au docetaxel

1. Vérification des marquea décritsdans la littérature

Dans un pemier temps, nous avons analys Western Blot et/ou paRT-PCR dans nos modéles

cellulaires résistants au docetgx@ fH[SUHVVLRQ GHY PDUTXHXUV GpMj GpFULW
biomarqueurs potentiels désistance a la chimiothérapie: MDR1, Tubulirg& Clusterine, STAT1,

Surviving, Tau et Bcl2./fH[SUHVVLRQ GHER fdtQd peidesd th facteude mauvais

pronostic lequel pourrait intervenir dans la résistance a également été andygdre 21) A
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OTH[FHSWLRQ GH 0'5 OfTH[SUHVVLRQ GH FHV SURWpPLQHV QH V|

ente les lignées sensibles et ldones résistants correspondants.

Figure 21 : Expression deggénes potentiellemenimpliqués dans la résistance aux taxanes
/[fTH[SUHVVLRQ GHV JgqQHV HV\WA)RWR-B8CR glastiativaB)H¥aWsHESQ EORW

lignées cellulaire$GR-CaP1S et R12.

/ID -WXEXOLQH [Oe ptidrs@tfitRE Mdemés concernant la résistance aux taxanes. Dans les
cellules IGR&D 3 FHWWH SURWpPLQH HVW IRUWHPHQW H[SULPpH 1R
GTH[SUHVVLRQ HQWUH OHV FHOOXOHYV VHQVL&S® teNuldd parlepV LV WD
GRFHWD[HO QYDIIHFWH SDV QR Q2SNex¥ sMVé&s@omhp&sUdd \aMittdRaure ) LI X U T
SUpVHQWHQW OD V X-ubl]isdcHmELUR @écahlsnelie résistance aux taxanes, cette
VXUH[SUHVVLRQ QY H &plgleY le¥ Kddds\hidl@culditesSde la résistance dans notre

lignée IGR&D 3 ,O HVW QpDQPRLQV SRVVLEOH TXH ODbuRRGLILFDW
corresponde a un phénoméne précoce mais mineur. La méme expérience réalisée dans la lignée

LNCaP &ensible et résistante) a montré des résultats similaires.
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Figure 22: & RPSDUDL VR BWVQ R BtukutliheO D
entre les lignées IGRCaP1-S et R100avec et san®tx

Identification de nouveaux candidats paranalysegénomique (Micro-Array) :

Les clones IGRCaP1 résistants a ddeses croissantes deattaxel5, 12, 25, 50, 100 et 200nM) ont

été utilisés pour réaliser une étude génomique globale par microarray (Puces Agile@ett<gtude
FRPSDUH OH gdditnl des g&edl fi&Wifférents clones résistants a la lignée s&wtiae.
analyseQRXV D SHUPLV GYLGHQWLILHU XQH VLIQDWXUH GTH[SUHVV
est modifiée significativement dans ledlales résistantes a la drog(feold change >2 pour toutes les

doses et p<18).

La lignée IGRCaP1 résistante a été obtenue plus rapidement que les deux autres lignées, elle semble
avoir un mécanisme de résistance différent (irréversible et a des forte dmeske travail de thése

Mifchoisi de me focalisgur la signhature microarray de cette ligndeus avons analysé les résultats
obtenusDYHF OH ORJL figéhGity @EDW@D@PAYTEKL SHUPHW @diéseb@deLILHU G
J q Q Hintérét Pans cette signature, nous retrouvdBHYVY PRGLILFDWLRQV GYTH[SUHVVLF
au niveau du chromosome 8p (voir article 3) souvent geddns les cancersainsi quedes genes

impligués dans différeafprocessus cellulaires

/IHV UpVXOWDWY GH OTDQDO\VH JpQRRjanfliative & QeVwesisrp bdDsrL GpV S
un sousgroupe de35 génes. Nous avons utiliséxrésultats de génomique pour identifier des genes et

des voies de signalisation associés a un phénotype résistant ou sensiidliectionné les génes

candidatdes gus pertinentsT{ableaull).
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Molécule de Voie Voie de Cycle Apoptose  Autre

transport ZQW F L détoxification cellulaire

ABCB1 WNT5A AHR CDKN1C GALNT14 RPIP9
TAP1 SFRP1 NQO1 LZTS1 BIRC3 TFPI2
SLC1A3 SHISA3 GST1 CCPG1 TNF PURG
SLC16A12 JAG1 CYP1Al ADAMTS1
SLC39A8 FzZD8 SOX9
SLC22A2 CXCR4
SLC12A3

SLC3A1

SLC16A10

Tableaull: Liste des génes sélectionnde la signature du transcriptome

Les génessélectionés correspondent a des criteres de surexpression ou sousexpression. Parmi cette
liste, certains génes sont décrits dans la littérature comme étant impliquéda désistance aux

drogues ou associés a un mauvais pronostif D X W U Hdddtfiéd dand/ ges voies de régulation

selon notre analyse réalisée avec le logicigenuity. 3R XU FHUWDLQV GH FHV JgQHV FD(
encore aucune donnée bibliographique ni aucun outil moléculaire (notamment aucun anticorps
spécifique).

Parmi lesgénes retrouvés dans notre signature, nous ne retrouvons pas de modification du géne codant
SR X U -wline dans la signature, mais nous retrouvons une forte surexpression du gene ABCB1
(Fold-change = 15,8) comme déja décrit dans la littérattieeger fait partie des 10 genes les plus
surexprimés de notre signature et se trouve trés fortement surexprimé dans les cellules résistantes au
docetaxelNous avons confirmées résultats sur des échantillandépendants etalidé a la fois par

RT-PCR et paiWestern blot. Nous avons également observé une surexpression de ces genes dans les
SUpSDUDWLRQV G1$51 UpD @+ UNCGHV ef PEDR Wedistadtess dndtakdH oS X O
GRQQpHV VIDFHFRUWHVQERQQPHY GH OD OLW ¥epld) Buv@itgdsio pFUL YL
GI$%&% GDQV OD UpVLVWDQFH DX[ WD[DQHV ,0 D pWp PRQWUpPp
gui sont résistants aux drogues surexpriment le géne ABCBL1 et sont de mauvais ¢p(8bdsti
&HSHQGDQW LO D pWp GpFULW TXH OYH[SUHVVLRQ GH $%&% H
observé majoritairemenn vitro /IXWLOLVDWLRQ GILQKIGHLW'H X W 15KV RDPpFR O
tres décevante en clinique.
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Dans un premietemps, nous avons vérifié qu@ D UpVLVWDQFH QYfpWDLW SDV HI[F!
VXUH[SUHVVLRQ GHV SRPSHV GTHIIOX[] /D YDOL&RDNAVAdURE IRQFWL
des inhibieurs spécifiques (la cyclosporine A) nesensibilisepas totalementa lignée IGRCaR

R100 au docetaxelNous avons observé en pefice de siARN que la lignée 18RaP1R100depleté

en ABCBL1 conserve une IC50=50nM versus 0.34nM pour la lignéeGQ@&mRL sensible. (Voir article 3

Sup.data)

Parmi les genes présents dans nos signatures génonmougs)ous sommes en particulier intéressés

a un gene impliqué dans le cycle celitda le géne LZTS1Iéucine zipper putative tumor suppressgr 1

La protéine LZTS1596aa, 67 kDa) été identifiée en B0 comme suppresseur de tumekite

appartient a une famille de protés constituée de trois membrdsztél, Lzts2 et Lzts3)qui

contiennent des domainégucinezippe Nous nous sommes focalisés sur cette protéine que nous
trouvons sougxprimée dans nos modeéles de cellules{GiP1 résistantes au docetaxel.

Plusieurs resons ont motivé le choix de LZTS1

1. Le gene LZTS1 est situé au niveau du petit bras du chrom®¢@p21.322). Les anomalies

du chromosome 8p sont fréquentes dans les cancers et notamment dans le cancer de la prostate. Cette
région contient plusieurs genes suppresseurs de tu@éidy et est frequemment perdue dans des
cancers du sein, du poumon, de la prostate ou de la vessie. Ces pertes sont associées a un risque plus
élevé de rechut@l48) et jouent aussi un réle dans la résistance aux taxanes dans le cancer du sein en
néoadjuvant449) 1RXV DYRQV pPLV OYK\SRWKgqVH TXH FHWWH UpJLRQ
étre impliguée dans la résistance dansas du cancer de la prostate

2. FEZ1LZTS1 est une protéine exprimée dans les tissus normaux et trés sausaxmimée

dans les tumeurg450) comme cela a été obsérpar immunohistochimie dans plusieurs types de
cances. Des résultats obhus sur 88 tumeurs gastriqu@bl) montrent une sodexpression de

LZTS1 dans 44,3% des tumeurs qui est corrélée a un stade disséminé. Dans le cas du mélanome uvéal
(452) ou ducancerdu sein(453) LO D pWp PRQWUp TXH OD GLPLQXWLRQ GH
corrélée a pouvoir métastatique. Cette diminutiddTH[S UHV V L R Q sénibleCébe EguR&\atl Q H

la méthylation du promoteur du gene LZTS1 dans le cancer du sein. Les tumeurs qui métastasent
rapidement sousxpriment LZTS1. Enfin, différentes études suggérent que LZTS1 est souvent peu ou

pas exprimé@lans les tumeurs par rapport au tissu sain (44% des cancers gastriques et 68% des cancers
bronchiques). Plusieurs autrégidesassocient la perte de LZTS1ua grade élevé et un facteur de
mauvais pronostic. Enffet, sur 103 cancers du poumon observeune tendance a une meilleure

survie si LZTS1 est fortement exprin#54) Peu de donnéesont disponibles dans le cancer de la
prostate, cependan® fpWXGH GH +DZNLQV VXJJgqUH TXH OD SHUWH GH /="

élevé de cancer de la prost&85s)
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3. LZTS1 est un suppresseur de tumeur impliqué dans la régulation du cycle cellulaire.
/ITMLQYDOLGDWLRQ GX JgQH /=76 SURYRTXH FKH] OPOGIRXULYV GHYV
réexpression de LZTS1 dans les cellules cancéreuses (cancer de la prostate, cancer du sein) aboutit &
une diminution de la tumorigénicité et de la proliférati@L Q \Valun& Actumulation de ceellules

au stade G2/M du cycle cellulai(406). Vecchioneet al, montrent que les cellules LZT-EIsemblent

avoir une mitose phirapide que les cellules sauvages. Cette rapidité semble avoir lieu au niveau de la
prophase et semble étre due a la faible activitéatoplexeMPF (Cyclin B1/Cdk1)(406) Comme

QRXV OTDY R QYapite G B Spktie @ridmaturée de la mitose due a la faible activité du MPF

est souvent accompagnée dbromosomes retardatairesu incorrectementdivisés eta des
aneuploidiesDars cdte mémeétude il a étémontré que LZTS1 agit sur la C@5C responsable de
OfDFWLYDWLRQ GH LOT31 &tabilisq @ GDA23@/ pendant la prophase et empéche sa
GpJUDGDWLRQ SUpPDWXUpH SDU OH S UIRWdnbnéd? Riel laDitévaxittD QW O
PRQWUHQW TXH /=76 HVW HVVHQWLHOOHPHQW XQ JDUDQW GH C
mitose.

En conclusionLZTS1 joue un rbéle fondamental dans la régulation mitotique et son absence peut
induire des glissemén mitotiques et des échappements aux clpeihts mitotiques. |k été suggéré

par vecchione et abjue la sougxpression de LZTS1 pourrait intervenir dans le mécanisme de la
résistance au docetaxel. En effet, le docetaxel bloque le fuseau mitotigterestaapremétaphase.

/I MDEVHQFH GH /=76 SRXUUDLHQW SHUPHWWUH j OD FHOOXOH G
chromosomique450) /{DUWLFOH GpFULW OfLPSOLRMgVdeR&istande aa76 G D (

docetaxel dans notre modele cellulaire de cancer de la prostate.
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ABSTRACT

Docetaxel is used as a standard treatment in patients with metastatic castration-resistant prostate
cancer. However, a large subset of patients develops resistance by mechanisms that remain largely
unknown. It is thus important to define the relevant pathways implicated in docetaxel-resistance and
validate predictive biomarkers that will allow approaches of personalized treatment. In this aim, we
established resistant IGR-CaP1 prostate cancer cell lines to different doses of docetaxel (IGR-CaP1-R
cell lines) and investigated gene expression profiles by microarray analyses. We generated a
signature of 112 genes potentially implicated in docetaxel-resistance whose expression is highly
PRGLILHG )ROG FKDQJH - $PRQJ WKHVH JH Qptéssion wdspobsereD QW PRGLI
among cell cycle components in the resistant cells. Hence, we focused on the role of the cell cycle
regulator LZTS1 located on chromosome 8p which was under-expressed in all our docetaxel-resistant
models. LZTS1 extinction was confirmed at the RNA and protein levels. DNA methylation analysis
revealed a stretch of 20 highly methylated CpGs in the region encompassing the exon 1 of LZTS1
promoter in the docetaxel-resistant cells suggesting the existence of an epigenetic regulation of
LZTS1 expression in the resistant cells. By using siRNA strategy, we found evidence that LZTS1 plays
an important role in the acquisition of the resistant phenotype. In addition, immunohistochemical
staining showed that LZTS1 protein was absent or down-regulated in 33% (9/27) of diagnostic
biopsies obtained in patients with metastatic castration-resistant prostate cancer. This heterogeneous
labeling suggests that LZTS1 might constitute a predictive biomarker of response to docetaxel
chemotherapy. Furthermore, as Cdc25C is a LZTS1 partner in the mitosis regulation, we observed
that targeting of Cdc25C with the pharmacological Cdc25C inhibitor NSC 663284 specifically killed the
docetaxel-resistant cells. These results strongly suggest that Cdc25C plays a role in docetaxel
resistance and that Cdc25C might be a therapeutic target to overcome docetaxel resistance.
Altogether our findings identify an important role of LZTS1 in developing docetaxel resistance in

prostate cancer through its role in regulating phosphatase Cdc25C.

178



INTRODUCTION

Prostate cancer is one of the most prevalent malignancies affecting men worldwide. Actually, it is the
most frequent cancer in the United-States and Western countries and is a major cause of cancer
death and morbidity. In the past few years, clinical studies have highlighted the value of chemotherapy
in metastatic prostate cancer. Docetaxel-based chemotherapy benefit in castration-resistant prostate
cancer was demonstrated for the first time in 2004 with an increase of overall survival in two phase Il
clinical trials, TAX 327 and SWOG 99-16 (1,2). Today, docetaxel is the only standard in first line
therapy for these patients. However, there is no evidence of docetaxel efficiency in treatment of
localized prostate cancer with high risk of relapse and, as such, several clinical trials are ongoing to
assess this indication. Docetaxel, a member of taxane family, is an anticancer drug binding to the -
subunit of tubulin in microtubules. It promotes polymerization and inhibits depolymerization of
microtubules, disrupting their dynamic, and resulting in the arrest of tumor cells growing at G,-M phase
and so triggering cell apoptosis (3). However, in spite of the survival benefit provided by this molecule,
about half of patients develop drug resistance. Intrinsic or acquired drug resistance remains the main
obstacle for patient care. A pivotal strategy for the development of new drugs to overcome drug
resistance mechanisms relies on the elucidation of resistance mechanisms and on identifying
biological markers of response to docetaxel allowing to select patients who will benefit from taxane-
based chemotherapy.

Considerable efforts have been made to explore the fundamental bases of docetaxel-resistance and
to develop predictive biomarkers. Several studies highlighted the complex combination of gene
expression pattern changes enabling resistance to docetaxel (4-6). To date, while multiple aspects of
resistance have been explored, few have been successfully manipulated in the clinical setting. The
most widely studied biomarkers to predict taxane-response include overexpression of class Ill -
tubulin (TUBB3), microtubule-associated protein tau (MAPT), efflux pumps (ABCB1/Mdrl) and breast
cancer 1 early onset (BRCAL). However, data from most of the large studies are controversial and
none of these biomarkers are relevant in clinical routine.

In this study, we attempted to identify and validate a new potential biomarker which can predict the
response to docetaxel-therapy. For this aim, we developed a series of docetaxel-resistant derivatives
of the androgen-independent prostate cancer cell line IGR-CaP1 (7) and performed a broad gene
expression profiling using cDNA microarray analysis. Gene expression profiling of these docetaxel-
resistant cells revealed sets of docetaxel inducible and constitutively expressed genes associated with
major cancer pathways, such as cell cycle, cell growth, survival and proliferation, metabolism, and
maintenance of cytoskeleton. These cellular processes often contributed to drug resistance and our
study identified a set of candidate genes managing this phenotype. This gene expression profiling
demonstrated the complex mechanisms mediating resistance to docetaxel. We at first focused our
study on the cell cycle regulator Lztsl. The LZTS1 gene, mapping to human chromosome 8p22,

encodes a 596 amino acid protein previously described as a tumor suppressor (8). Chromosomal
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deletions encompassing LZTS1 are frequently observed in a variety of human cancers including
breast (9), lung (10), gastric (11), prostate (12), melanoma (13) and bladder (14) cancers. In breast
cancer, methylation has been identified as a possible mechanism for its loss of function in tumors (9).
Earlier studies clearly showed that Lzts1 has a physiological role in cell cycle regulation. During the M
phase, Lztsl contributes to the maintenance of high levels of Cdkl activity to prevent chromosomes
missegregation by regulating the activity of Cdc25C (15). As a result, Lzts1 specifically regulates the
transition through mitosis. In mice, absence of Lztsl results in accelerated mitotic progression,
improper chromosome segregation and, eventually, in increased incidence of both spontaneous and
carcinogen-induced cancer formation (15). By using the siRNA knock-down strategy, we
demonstrated the relevance of Lztsl in cell cycle control of docetaxel-resistant cells and provided
encouragements for the development of Cdc25C-targeting strategies to overcome docetaxel

resistance.
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Materials and Methods

Cell culture and selection of docetaxel -resistant clones

The human prostate cell line IGRCaP-1 was maintained in RPMI1640 medium complemented with
10% FBS and antibiotics. Docetaxel-resistant clones were selected by culturing cells in docetaxel in a
dose-escalation manner. Initial culture was 0.5nM docetaxel. Cellular clones surviving in the presence
of 0.5nM docetaxel were maintained in culture during 4 passages, and then the concentration of
docetaxel was increased to 2.5nM and subsequently to 12nM, 25nM, 50nM, 100nM and 200nM. The
same selection methodology was followed with sequential increases in docetaxel concentration. Once
cells were freely dividing in each dose of docetaxel mediums, these were considered as resistant.
Labelled IGR-CaP1-R clones were obtained surviving in medium containing respectively 2.5nM, 5nM,
12nM, 25nM, 50nM, 100nM and 200nM Docetaxel. All the cell cultures were maintained at 70%
confluency and medium was changed every 48 h. The docetaxel (TAXOTERE®) was kindly provided

by Sanofi-Aventis (France) as injection concentrate and was diluted in PBS buffer before use.

Cell Cycle analysis

Effects of treatments on the stages of the cell cycle were determined using the PI staining technique.
Briefly, parental and Docetaxel-resistant IGR-CaP1 cells were grown in flasks at a density of 4x10°
cells. After allowing for overnight attachment, cells were treated or not with appropriate concentration
of docetaxel. Cells were incubated for 48 hr then collected by trypsinization, making sure to include
the floating cells. After washing in PBS, cells were fixed and permeabilized using cold ethanol at 70%.
Cells were treated with 20ug DNAse-free RNAse for 30 min and stained with 100ug propidium iodide
(PI) for 30 min. Then, the percentage of cells in G1, S, G2, M, and subG1 phases were analyzed with
FACS Calibur cytometer (Becton Dickinson).

Total RNA Preparation and Reverse Transcription

Total RNA from parental and docetaxel-resistant IGR-CaP1 cells was isolated using TriReagent
(Sigma-$OGULFK DQG SXULILHG ZLWK 51HDV\ OLFUR .LW 4LDJHQ DFFRU
Quality of RNA preparation, based on the RNA Integrity Number (RIN), was assessed using the

Agilent RNA 6000 Nano Kit as developed on the Agilent 2100 Bioanalyzer device (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA). All specimens included in this study displayed a RIN of 10. RNA

samples were frozen in nuclease-free water (Qiagen).

Oligo Microarray Technology

Parental and resistant-cell line total RNAs were directly compared using Agilent oligonucleotide dual-
color technology, running dye-swap and duplicate experiments. Total RNA from the parental IGR-
CaP1 cell line without treatment was used as the RNA reference. Total RNA from IGR-CaP1 cells

resistant to treatment with 5nM, 12nM, 25nM 50nM, 100nM, and 200nM of docetaxel respectively,
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Low input Linear Amplification Kit. Hybridization was performed on the Agilent 4x44K Human 1A
(G4112F) long (60-bp) oligonucleotide microarrays (Agilent Technologies) by using reagents and
protocols provided by the manufacturer. Feature extraction software provided by Agilent (Version
A.9.5.3.1) was used to quantify the intensity of fluorescent images and to normalize results using the
linear and lowess normalization method. Primary analysis was performed by using Resolver software
(version 7.1) (Rosetta Laboratories, Milan) to identify genes differentially expressed between parental
and resistant cell lines with an absolute fold change > 2 and p-value < 10™°. Using this procedure for
each of the 6 combined experiments, a list of 244 probes (207 genes) was extracted and was
considered as a signature of genes potentially implicated in resistance to docetaxel. These genes
were sorted out by the mean of the fold change observed respectively for the 6 doses of resistance
towards Docetaxel. The list of the mostly modified genes (fold change > 5 and P value < 10'10) is

shown in supplementary Table I.

Real-time quantitative RT -PCR

Real-time quantitative RT-PCR was performed using the ABI Prism 7900 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). The same procedure was applied from the total RNA used in the microarray
analysis and for independent RNA samples. PCR primers and probe for the selected target genes
were designed by Applied Biosystems and used according to the manufacturer's recommendations.
The amount of sample RNA was normalized by the amplification of an endogenous control (18S). The
relative quantification of the transcripts was derived by using the ddCT method (Applied Biosystems
User Bulletin 2, ABI PRISM 7700 Sequence Detection System).

IGenomic DNA extraction and bisulphite modification

Genomic DNA was isolated from cells using the QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Germany). Genomic
DNA samples were bisulfite-modified using CpGenome DNA Modification Kit (Chemicon, temecula,
CA, USA) according to the manufacturer's instructions. One microgram of genomic DNA was treated
with bisulfite, which converts unmethylated cytosines to uracils, whereas methylated cytosines are
resistant to modification. The bisulphite modification of DNA CpGenome Universal Methylated DNA
(Chemicon) and human genomic DNA (Clontech, Palo Alto, CA, USA) were used as positive and
negative controls, respectively.

Bisulfite Sequencing Analysis.

To analyse the CpG methylation status of LZTS1 promoter, primers were designed that do not
discriminate between methylated and unmethylated alleles overlapping 2 regions 1-1573 (1573bp)
and 49023-49994 (971 bp) covering the exon 1 and 2 respectively of the LZTS1 gene (sequences
available under request). PCR reaction was carried out in a 50 P mixture containing 0.2 mM each
dNTP, 1.5 mM or 3 mM MgCI2, 400 nM of each primer, 80 ng of bisulfite-treated DNA and 1 U GoTaq
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Hot Start Polymerase (Promega). The PCR cycling profile consisted of an initial denaturating step at
95°C for 2 min, followed by 4 cycles of 94°C for 30 sec, 62°C for 30 sec and 72°C for 30 sec; 38
cycles of 94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec and 72°C for 30 sec; and a final extension at 72°C for 7
min. PCR products were run in 1 % agarose gel with appropriate size markers. PCR products were
purified using Sephadex G-50 (Amersham Biosciences, Cleveland, OH, USA) and then directly
sequenced using the BigDye Term v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Sequencing reactions were purified enzymatically using ExoSAP-IT (Affimetrix, Santa Clara,
CA, USA) and were run on an ABI 3730 automated sequencer (Applied Biosystems). The collected
data were analysed using SeqScape analysis software (Applied Biosystems). The methylation status
of CpG islands was determined by direct sequencing of both strands and by estimation of the relative
peak height of the PCR products

Transfection with sSiRNA and  Western blot analysis

Parental or resistant IGR-CaP1 cells at ~50% confluence were cultured in six-well plates and
transiently transfected with siRNA. For RNA interference assays, specific synthetic RNA
oligonucleotides targeting the chosen genes and negative control were purchased from InVitrogen.
Transfections were carried out using lipofectamine RNAi Max (Invitrogen). Forty hours or 72h after
transfection, the cells were used for drug treatment or cell survival assay as mentioned in the legend
of the figures. Whole cell extracts were prepared in RIPA buffer with protease inhibitors (Roche).
Western Blot assays were performed on 40ug of whole cellular lysates. Blots were probed with anti-
LZTS1 (C-20), anti-CHK1 (G-4) and anti-Cdc25c (C-20) antibodies from Santa-Cruz Biotechnology,
anti-phospho S216 Cdc25c¢ antibody from Cell signalling, anti-phospho S317 CHK1 antibody from
Abcam, anti-GAPDH antibody from Millipore or anti- -actin antibody from Sigma. Immunoblot

analyses were developed using the enhanced chemoluminescence-based detection kit (Pierce).

Cell viability assays

Cells were seeded into 96-well plates prior to a 24 h treatment with increasing docetaxel
concentrations. The sensitivity of the cells was determined using the WST1 reagent (Roche) according

WR PDQXIDFWXUHUfV LQVWUXFW LR Qtés wasicorapared WihLti@at riéasiwréed W KH WUHD
untreated cells to calculate the surviving fraction. The proportion p; of survival cells at dose i was first

estimated from absorbencies as follow:

where D; is the absorbance at dose i, Ty is the absorbance at t = 0, and Ctrl is the

absorbance in the untreated control cells.
The dose-response curve and IC50 were then estimated with a 5-parameters logistic regression, as

previously described (16).
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Clonogenic assays

Cell survival was evaluated using a standard colony forming assay. One thousand 15,000 cells/well
were plated onto 10 cm plates 48 h after transfection and prior to a 24h chemotherapeutic treatment.
Eight to 10 days later, the plates were stained (Cristal violet, Sigma-Aldrich) and the colonies were

counted. The response of siNT transfected cells was used as a control.

Immunofluorescence microscopy

For centrosome analysis, cells were plated on a glass-slide in 6-well plates and grown for 2 days. After
3 washes for 5 min in PHEM buffer (45mM Pipes, 45mM Hepes, 5mM MgCl2, 10mM EGTA, pH 6.9),
cells were fixed in methanol at -20°C for 3 min. After 3 more washes in PHEM buffer, cells were
washed once in PBS and blocked in anti-goat serum (1:100). To immunostain the centrosomes and
p53, the slides were incubated for one hour with the monoclonal anti- -tubulin (1:1000) (GTU-88,
Sigma) antibody. After washing with PBS, cells were further incubated with an anti-mouse Alexa 488-
conjugated (Molecular Probes) secondary antibodies (1/400) for 30 min at room temperature. Nuclei
were stained with Dapi vectashield mounting reagent (Vector Laboratories). For the determination of
the polynucleation, cells were fixed in 4% formaldehyde, washed and then nuclei were stained with
Dapi Vectashield mounting reagent (Vector Laboratories). Images were acquired on Zeiss Axioplan 2

microscope.

Clinical characteristics of biopsy s  amples

The study included 27 patients. All patients received first line docetaxel-based chemotherapy for
castration resistant prostate cancer between 2001 and 2010. Clinical and biological data were
collected retrospectively at the diagnosis. PSA level was collected before docetaxel and at 3 months
of treatment.

3 D W L eh@rs¢térstics at diagnosis

Age (mean) 64 [51-74]
PSA ng/ml (mean) 81 [4.37-3840]
Clinical stage

NO and MO

N1 or M1 17/27 (63%)

Gleason score
" 12/16 (44.4%)
>7 15/16 (55.6%)
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Immunohistochemistry

Formalin fixed paraffin-embedded specimens were obtained and immunostaining was performed on
the initial prostatic biopsies. LZTS1 immunostaining was performed on 4pm sections from paraffin-
embedded tissue. Sections were deparaffinised and rehydrated in citrate-buffer pH 6, for 30 min at
98°C cleared and antigens were retrieved by microwave irradiations. Endogenous peroxidase activity
was blocked with hydrogen peroxidase (peroxydase blocking solution, DAKO) and then washed in
phosphate-buffer solution. The primary anti-LZTS1 rabbit polyclonal antibody (Sigma prestige
antibody) was incubated (1:500) for 1 h at room temperature. The sections were then incubated with
secondary antibody Envision (DAKO) for 45 min and the signal was developed by using DAB

chromogen (DAKO) as substrate for 10 min.

Lzts1 scoring

Slides were evaluated by an independent anatomo-pathologist blinded to the docetaxel response.
Lzts1 staining was scored as negative, weak, moderate and strong according to proportion of stained
tumor cells (Negative <2%, weak 2-50%, moderate 51-95% and strong > 95%). Staining intensity in
vessel served as an internal positive control. For the statistical analysis, moderate and strong staining

for Lzts1 was considered as positive expression.
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RESULTS

Establishment of docetaxel -resistant cell lines

To generate a framework for studies of docetaxel activity against prostate cancer cells, we have
developed a series of docetaxel-resistant derivatives of the previously described IGR-CaP1 cell line
(7).The docetaxel-resistant cell line was designated as IGR-CaP1-R. The drug-resistant cells were
produced by periodically exposing proliferating IGR-CaP1 cultures to a pharmaceutical pressure with
increasing dose of doxetaxel. We obtained six IGR-CaP1-R cell lines which were resistant to
increasing doses of drug (5nM; 12nM; 25nM, 50nM; 100nM; 200nM respectively). The sensitivity for
docetaxel of the parental IGR-CaP1 and drug-resistant cells were compared by WST-1 cell
proliferation assay with increasing dose of docetaxel. The IC50 value for the resistant cells increased
from 24nM for IGR-CaP1-R5 cells, to 100nM for IGR-CaP1-R50 to 148nM for IGR-CaP1-R100
compared to 0.34nM in parental IGR-CaP1 cells, thus showing a ~400 fold higher level of docetaxel
resistance in the IGR-CaP1-R100 derivative compared to parental cells (FiglA). In IGR-CaP1 cells,
docetaxel induced delayed cell death via mitotic catastrophe evident by profound multinucleation,
polycentrosome and formation of giant cells (FiglC). Drug-resistant cells emerged from the profoundly
multinucleated cells. The process of asymmetric cell division when viable mononucleated descendants
arised from multinucleated progenitors has previously been described in various cancers and serves
as a mechanism for tumor cell survival and a promoter of tumor progression. Importantly, in all the
IGR-CaP1-R subclones, docetaxel-resistance was maintained in the presence of drug without
inducing multinucleation and cell death. The resistance of cells was confirmed by cell cycle analysis
showing that, contrarily to the parental cell line, the resistant IGR-CaP1-R100 cells are not blocked in
the G2/M phases of the cell cycle (FiglB), and do not present multinucleated and polycentrosome
phenotype (Figl1C.)

The docetaxel-resistant IGR-CaP1-R100 cells grew more slowly than the parental cells
(Supplementary Fig.1A). The growth rate of IGR-CaP1-R100 was ~2 fold higher than that of the
parental cells (45h versus 23h in the parental cells). There was no significant morphological difference
between the parental and the IGR-CaP1-R100 cells (Supplementary Fig.1B). Cell survival assay
showed that after a treatment with 12nM docetaxel, all IGR-CaP1 cells died in 2 week. In contrast, the
IGR-CaP1-R100 cells showed a reduced ability to make colonies but the all the resulting clones were

able to survive to a treatment with 12nM docetaxel (Supplementary Fig.1C).

Inhibition of LZTS1 gene expression in docetaxel  -resistant IGR -CaP1-R cells

A microarray analysis was performed to compare the expression profiles of genes in the six docetaxel-
resistant IGR-CaP1 cell lines (IGR-CaP1-R5, -R12, -R25, -R50, -R100 and R200 respectively) to that
of the parental IGR-CaP1 cell line. This analysis led to the identification of a list of 244 probes
associated with a phenotype resistant to all concentrations of Docetaxel (dye-swap analysis, 2D

clustering with p<10™°, genes with a fold change > 2). In this signature, 112 genes were highly
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genes highly under-expressed in the resistant cell lines (Supplementary Tables | and II).

To verify variations in gene expression detected in the microarrays, we selected a panel of 35 genes
with varying expression profiles for real-time quantitative RT-PCR validation. The level of gene
expression determined by RT-PCR confirmed the microarray data, either on the same samples used
for the microarray (training set) or on independent samples (validation set). Spearman test showed a
high correlation between the two analyses (rho=0.938, n=21) (Supplementary Fig.2). Based on the
literature and Ingenuity® Pathways analysis, we identified biologically closely related gene clusters that
included regulation of cell death/apoptosis, cell cycle, cell growth/proliferation, extracellular
matrix/adhesion, cytoskeleton, microtubules, response to stress/chemical stimulus, receptors, signal
transduction and transcription, transporters and metabolic processes and a group of other genes
without known associations. This gene expression signature highlighted the complex mechanism
mediating resistance to docetaxel.

According to previous analyses, chromosome 8p loss, chromosome 8q gain and TMPRSS2-ERG
gene fusion are the major genetic alterations in prostate cancer. A recent study showed by analysing
the copy-number alterations that the cluster including deletions on chromosome 8p was associated
with a high probability of biochemical recurrence of primary tumors than the cluster including
chromosomes 7 gains (17). Indeed, a study on breast cancer tumors showed that patterns of genomic
alterations detected by aCGH differ between responders and non-responders to taxane-based
chemotherapy, suggesting that aberrations in chromosome 8 may contribute to the resistance to
taxane-based neoadjuvant chemotherapy in breast cancer (18). We hypothesized that alterations on
chromosomes 7 and 8 may contribute to response to specific treatments and searched in our model,
whether modifications of the expression of genes located in these aberrations might be responsible for
resistance mechanism. When analysing the chromosome location of genes identified in our gene
expression signature, we found that the majority of genes located in chromosome 7 were amplified
(Table | and Supplementary Table 1). As expected, the ABCB1 gene encoding the Mdrl/P-gpl efflux
pomp was highly expressed in our docetaxel-resistant cells (mean Fold Change = 15.8). In contrast,
numerous genes were under-expressed in the resistant cells in the chromosome 8p, namely in the
region 8p21-22 (Table | and Supplementary Table II). As LZTS1 previously described as a tumor
suppressor gene, was shown to be implicated in cell cycle and was found under-expressed in bad
prognosis breast cancers, we next investigated the functional role of LZTS1 in the mechanism of
docetaxel resistance.

Considering the high expression level of the ABCB1 gene encoding the Mdrl/P-gpl efflux pomp on
microarray analysis, the RT-PCR assay realized on independent samples confirmed these data
(Supplementary Fig. 3A and 3B). Overexpression of ABCB1 was also confirmed at the protein level
(Supplementary Fig. 3C). As overexpression of the Mdrl/P-gpl efflux pomp is one of the most
described mechanisms of resistance, we first assessed the role of the ABCB1/Mdrl protein on the
resistant phenotype by the use of siRNA. We showed that ABCB1-depleted resistant IGR-CaP1-R100
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cells exhibited only a modest sensitivity towards docetaxel compared to the R100 resistant cells
(ICs0=54nM in the absence of ABCB1 compared to IC5,=79nM in the presence of ABCB1). Thus,
these results suggested that the activation of efflux pomp were not sufficient to establish the docetaxel

resistant phenotype of the IGR-CaP1-R100 cells.

Our prior microarray-based analysis comparing resistant IGR-CaP1-R and parental IGR-CaP1 cell
lines showed that LZTS1 was one of the genes differentially expressed on the chromosome 8p.
LZTS1 is down-regulated in resistant cell lines proportionally to the resistance level (Fig 2A.) with a
mean fold change of -6.0. We validated the accuracy of the microarray expression levels of LZTS1 for
IGR-CaP-R cell lines using quantitative RT-PCR, as we observed a highly significant reduction in
LZTS1 mRNA expression in all the resistant IGR-CaP1-R cells (80% of reduction) (Fig 2B). We
showed that decrease in mMRNA expression was correlated to a complete loss of LZTS1 protein level
in the resistant cells (Fig 2C). We verified that LZTS1 down-regulation was conserved even in the
presence of docetaxel at 100nM for 48h (Fig 2D). Thus, LZTS1 protein extinction seemed to
correspond to a stable resistance phenotype established in the resistant IGR-CaP1-R100 cells. LZTS1
protein expression was maintained at the same level in the parental IGR-CaP-1 cells even in the
presence or absence of drug treatment.

Previous studies reported that LZTS1 is frequently down-regulated in several solid tumors (9-11,14).
Hypermethylation of a CpG island in the LZTS1 promoter appeared to be frequently methylated in
both cell lines and tumors. It has been proposed that promoter methylation could be responsible for
the reduced expression of LZTS1 in breast cancer cells (9). To test this hypothesis, promoter
methylation of LZTS1 gene was analyzed after a bisulfite-treatment of genomic DNA extract from
parental and resistant IGR-CaP1 cells. We first evaluated the methylation of CpGs located on a region
encompassing the second exon, surrounding the transcription start site (region 2), as previously
described by Chen et al., 2008. Surprisingly, we found 32 methylation CpGs in this region, which
were highly methylated in both the parental and the resistant R100 cell lines (Figure 2E and
Supplementary Table Ill). Asanon-FRGLQJ H[RQ KDV EHHQ GHVFULEHG LQ
we next analyzed the methylation of CpGs located on the region 1 encompassing the first exon and
found a high difference in methylation level on 20 CpGs in resistant cells compared to the parental one
(Figure 2E and Supplementary Table Ill). Methylation of CpG islands in exon 1 was clearly increased
in IGR-CaP1-R100 cancer cell lines, thus suggesting that extinction of LZTS1 protein in the docetaxel-

resistant cells might result of an epigenetic methylation of the LZTS1 promoter.

Lzts1 down -regulation enhances the drug r  esistance of IGR -CaP1 cells to docetaxel

The functional role of Lzts1 in docetaxel-resistance was assessed in the parental IGR-CaP1 cell line,
using siRNA specifically targeting LZTS1. As shown in Fig. 3A, Lzts1 expression was totally abrogated
in IGR-CaP1 cells 48 hours after siLZTS1 transfection. The specificity of silencing was attested by

using a GAPDH-targeting siRNA as a positive control. To assess the effect of LZTS1 depletion on the
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proliferation and cellular growth properties of IGR-CaP1 cells, WST-1 and colony-forming assays were
performed comparing siLZTS1-transfected cells to cells transfected with a non-targeted siRNA (SiNT).
The growth curves showed that siLZTS1-transfected cells had a significant increase in proliferation
ability than siNT-transfected cells (Fig. 3B). When treated with 1.1nM docetaxel, siLZTS1-transfected
cells exhibited a significantly enhanced resistance to docetaxel as compared with siNT-transfected
cells. According to this experiment, the level of resistance to docetaxel was higher in siLZTS1-
transfected IGR-CaP1 cells than in the NT-transfected IGR-CaP1 cells. In addition, the number of
colonies was lower in siLZTS1-transfected cells than in siNT-transfected cells in colony-forming assay.
However, after a treatment with 12nM docetaxel, we still observed some colonies in siLZTS1-depleted
cells (n=3.7 + 1.5) (Fig 3C). Thus, this experiment provided evidence that LZTS1-knockdown
significantly decrease colony formation ability but suggested that once established in culture, the cells
were more resistant to drug. The dose-response curves with increasing doses of docetaxel showed a
significant upward shift in ICg, values in siLZTS1-transfected IGR-CaP1 cells (ICs=1.1nM) compared
to siNT-transfected cells (IC5,=0.53nM) (Fig 3D). Furthermore, LZTS1-depleted cells failed to properly
arrest in prometaphase and LZTS1-depleted cells displayed a lower fraction of abnormal mitotic
figures compared to siNT-transfected cells (Fig. 3E). Flow-cytometry analyses showed that in LZTS1-
depleted cells, low dose of docetaxel (12nM) induced less apoptosis and higher dose of docetaxel
(200nM) led to a reduction in the G2/M blockage and an increase of the G1 cell fraction. Together,
these results suggested that silencing of LZTS1 in parental IGR-CaP1 cells led to a measurable gain

of docetaxel resistance in these cells.

Heterogeneity in L ztsl protein expression in human tumors from docetaxel -treated patients
with metastatic prostate cancer

Immunohistochemical studies of primary tumors indicated that Lzts1 protein expression in cancer cells
is absent or markedly reduced in many different cancers compared with non-cancerous tissue.
Preliminary clinical data showed an overall ~60% of different primary tumors with loss or reduction of
Lztsl protein expression in cancer cells (19). We investigated the usefulness of Lztsl as a potential
predictive biomarker for response to docetaxel by examining Lztsl expression in the initial prostatic
biopsies of metastatic prostate cancer patients treated with docetaxel chemotherapy. Representative
paraffin sections showing high cytoplasmic expression (C, E) and negative expression (D, F) of Lztsl
in epithelial tumor cells were shown in Fig 4. Immunostaining for Lzts1 showed that only 9/27 patients
(33.3%) had a negative expression of Lzts1 (negative or weak staining). Although the small size of the
tumor set did not permit to correlate the expression of Lztsl with the docetaxel response, our results
showing that Lztsl was expressed in a majority of prostate tumors (66.7%) were in contrast with
previous reports. Heterogeneity of Lztsl immunostainings suggested that Lztsl expression might be
monitored in prostate tumors as prognostic or predictive biomarker. A larger series of patients should
be tested to know if Lztsl expression may help to select patient who respond to docetaxel-based

chemotherapy.
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Implication of the cell cycle partners of L zts1 in the docetaxel -resistance mechanism

Lztsl is involved in the regulation of cell growth. This protein contributes to the maintenance of high
levels of Cdkl activity during M phase, preventing chromosomes missegregation. Lztsl binds the
Cdk1 phosphatase Cdc25C and stabilizes it by protecting it from proteasomal degradation (15). Partial
or complete loss of Lzts1 downregulates Cdc25C and inhibits Cdk1 activity during mitosis, leading to
premature transition from metaphase to anaphase. Chkl is another important cell cycle regulator
which inhibits Cdc25C through serine-216 phosphorylation causing G2/M arrest in response to a
genotoxic stress (20,21).

As Lzts1 might interact with these two cell cycle components, we determined the level of Cdc25C and
Chk1 in Lztsl-depleted IGR-CaP1 cells. As shown in Fig.5A, the extinction of Lzts1 protein expression
in the IGR-CaP1 cells triggered a simultaneous decrease in Cdc25C and Chkl protein expression
respectively. Neither the phosphorylated-Ser(216) form of Cdc25C nor the phosphorylated form of
Chk1 were affected by Lzts1 depletion. Accordingly to that observed with siLzts1, the absence of Chkl
activation by docetaxel was also observed in resistant IGR-CaP1-R100 cells, contrarily to that
observed in the parental IGR-CaP1 cells (Fig.5A, right). This result suggests that Cdc25C and Chk1
might be implicated with Lzts1 in the mechanism of docetaxel resistance.

To verify whether Cdc25C deregulation was implicated in docetaxel-resistance, we used the Cdc25C
inhibitor NSC 663284 (22,23). IGR-CaP1 cells were treated with NSC 663284 for 1 hour, then washed
and exposed to docetaxel for 48 hours. In absence of docetaxel, no effect of NSC was observed on
cell morphology. In contrast, we observed that the fraction of abnormal mitotic nuclei induced by
docetaxel was strongly decreased in the presence of NSC compared to mock control (Fig5B).
Interestingly, flow cytometry analysis showed that the resistant IGR-CaP1-R100 cells were much more
sensitive to NSC, showing a massive cell death in NSC-treated IGR-CaP1-R100 cells (89%)
compared to 3% in NSC-treated parental cells (Fig. 5C). The strong cytotoxic effect of NSC inhibitor
on docetaxel-resistant cells was confirmed by the NSC dose-response curves which showed a ~8 fold
higher response in the IGR-CaP1-R100 cells compared to the parental IGR-CaPlcells. The ICs
values for NSC were determined as 1C5,=1.39uM in resistant cells and I1C5,=10.84uM in normal cells
(FigsD). These results provided strong evidences that Cdc25C plays a role in docetaxel resistance

and suggested that Cdc25C might be a therapeutic target to overcome docetaxel resistance.
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DISCUSSION

Docetaxel is the only cytotoxic agent that consistently improves survival of metastatic castration-
resistant prostate cancer (CRPC). Until recently, the search for predictive biomarkers to select patient
who are responding to the drug has been disappointing. A greater understanding of resistance
pathways is needed to both predict resistance early in the course of treatment and to ultimately
PDQLSXODWH WKLY UHVLVWDQFH DQG LPSURYH RXWFRPH ,Q WKH HUD
treatment advances have occurred through a better understanding of cytotoxic resistance and the

heterogeneity among patients with the same disease.

In order to elucidate the mechanisms of docetaxel-resistance, we established several docetaxel-
resistant clones from the IGR-CaP1 cell line. This cell line derived from primary epithelial prostate
cancer has been previously characterized (7). The drug-resistant clones are resistant to increasing
docetaxel concentrations and consist in an accurate tool to decipher docetaxel resistance-
mechanisms and to identify new therapeutic targets. In this study, a comparison of transcript profiles
between docetaxel-resistant IGR-CaP1-R and parental cell line revealed a robust modification in the
transcription level of 112 genes that are potentially implicated in docetaxel-resistance. Notably, we
found a high up-regulation of ABCB1/MDR1 gene encoding the P-glycoprotein (P-gp) in all resistant
clones. Many studies in solid cancers have previously reported the activation of multidrug resistance
through the overexpression of the P-gp in taxane resistance (5,24-26). However, this efflux pomp
appears to be variably related to chemotherapy resistance in prostate cancer cell lines, as it was not
overexpress in chemoresistant PC-3 cells whereas overexpression of P-gp was reported in resistant
DU145 cells, where P-gp inhibition restored chemo-sensitivity (27,28). Aberrant Mdrl expression has
been reported in many cancer types, including prostate cancers, and contributes significantly to
treatment failure (4). A recent study of 140 primary prostate tumour samples of different stages/grades
before drug therapy has shown high levels of Mdrl expression to be correlated with tumour grade,
clinical stage, residual tumour and relapse, suggesting that Mdrl expression may be involved in
prostate cancer progression and metastasis (29). But to date, although many efforts to overcome
Mdrl/P-gp have been made using several reversal agents in clinical trials, results were disappointing
(30). As we confirmed the high over-expression of MDR1/P-gp at the protein level in the resistant IGR-
CaP1-R cells, we investigated the effect of the selective extinction of this efflux pomp and shown that
the P-gp down-regulation in the docetaxel-resistant cells does not completely restore the docetaxel
sensitivity. This result suggests that even if the efflux pumps are implicated in the early response of
cells in order to overcome the drug-treatment, other stable mechanisms are activated to procure a
long term resistance. Thus we focused our efforts on the search for a novel pathway of docetaxel-
induced resistance in prostate cancer, in order to identify potential resistance biomarkers and new

therapeutic targets.
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Modifications in the expression of genes located on the short arm of chromosome 8 are common in a
wide range of epithelial malignancies including prostate cancer. In our signature, we found 6 genes
highly modified located within this region. In many cancers, deletion of chromosome 8p12-22 and DNA
hypermethylation of this region are associated with a more aggressive tumor phenotype, tumor
progression and more rapid appearance of metastases. Among these 6 genes, LZTS1 was strongly
linked to cell cycle regulation. The cytotoxicity of taxane-based chemotherapy has previously been
shown to occur in part through perturbation of cell cycle and mitotic checkpoint (5). The primary
molecular function of docetaxel is to bind and disrupt microtubules depolymerization. As a part of the
cell stress-response mechanism, the disruption of microtubule dynamics is sensed by microtubule
interacting proteins, which in turns activate the spindle assembly checkpoint inducing cell death. In our
study, we identify Lzts1 as a potential modifier of docetaxel-resistance. We report that LZTS1 gene is
under-expressed in resistant IGR-CaP1-R cell lines and that its depletion results in a resistance
phenotype. Furthermore, we identified a stretch of methylated sites in the Lzts1l promoter in the region
covering the first exon which could correspond to the epigenetic mechanism of LZTS1 gene extinction.
By using siRNA strategy, we showed that depletion of Lztsl protein in IGR-CaP1 cell line increases
ICso value towards docetaxel, reduces the mitotic catastrophe rate (i.e. polynucleated cell humber)
induced by docetaxel and allows the survival of several clones after docetaxel treatment. This
provides compelling evidence that reduction in Lztsl expression is likely to influence docetaxel-
resistance. Lztsl protein has been shown to associate with microtubule components and to interact
with the mitotic kinase Cdk1l at late S-G2/M stage of the cell cycle (15). Anti-sense against Lzts1 has
been shown to reduce active cdkl levels indicating that Lzts1 may be involved in stabilizing the Cdk1 +
cyclinB1 complex in late S-G2/M. In this case, inactivation of Lztsl could lead to early exit from M
phase and reduced control of proliferation (31). Therefore, we suggest that, in absence of Lztsl,
abnormal cells induced by docetaxel treatment are able to escape the checkpoint, are less arrested in
mitosis and do not show features of mitotic catastrophe (Fig. 3E-F). As Lztsl seems to be an
important actor in the molecular mechanism of docetaxel resistance, the expression of Lzts1 in human
prostate tumors was investigated. Our preliminary immunohistochemical study based on a small
cohort does not show a correlation between Lztsl expression and docetaxel-response but the
heterogeneity in Lztsl staining in prostate tumors suggests that it might be a biomarker. A larger
number of patients should be included in such a study to obtain clear evidence about whether Lzts1 is

able to predict docetaxel-resistance.

Lzts1 has been shown to function, at least in part, as a mitotic regulator. Here, we reported for the first
time that Lzts1 depletion can confer docetaxel-resistance by regulation of two cell cycle actors Chk1l
and Cdc25C. The depletion of LZTS1 reduces the expression of Chkl and Cdc25C. The exact
molecular mechanism of how Lzts1, Chkl and Cdc25C interact with each other is not fully understood
and needs to be further investigated. Consistently with our results, it was recently reported that Chk1

is required to sustain mitotic arrest during treatment with taxol, and that Chk1-deficient cells exhibit
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increased resistance to taxol (32). Cdc25C belongs to a family of three conserved dual specificity
phosphatases that regulate cyclin-dependent kinases. While the role of Cdc25A and Cdc25B in cancer
is well established, Cdc25C is overexpressed in only few cancers and has mostly been shown to play
a role in prostate cancer (33,34). Furthermore, it was shown that MEFs lacking Lztsl display
enhanced mitotic degradation of Cdc25C, impaired Cdk1 activation, accelerated mitotic progression
and chromosomal instability (15). In this study, we showed that the inhibition of Cdc25c by a
pharmacological inhibitor had a strong cytotoxic effect on docetaxel-resistant cells which was not
observed in docetaxel-sensitive counterparts, strongly suggesting that Cdc25C might be a therapeutic
target to overcome docetaxel resistance.

Finally, in this study, we show that Lztsl could be a docetaxel-resistance biomarker and Cdc25C
could be an efficient target to treat tumors with docetaxel-resistance. The_efficiency of therapeutic

strategies combining docetaxel and Cdc25C inhibitory agents needs to be further investigated.
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Figure 1: Establishment of docetaxel -resistant cell lines

A: Parental and resistant IGR-CaP1 cell lines were exposed to increasing concentration of docetaxel
for 48h and cell survival was determined as described in Material and Methods. The dose-response
curves showed the difference in relative resistance to docetaxel in drug-resistance IGR-CaP1-5 v
(ICs0=24nM), IGR-CaP1-5 X s&100nM) and IGR-CaP1-5 FHOOV sE148n)\g
compared to parental IGR-&D3 FHO O V,=0:34nM3. B: Representative cell cycle distributions of
parental IGR-CaP1 and drug-resistant IGR-CaP1-R100 cells in the absence (untreated) or presence
of 100nM of Docetaxel for 48h. X-axis: propidium iodide nucleic acid stain (DNA content); Y-axis: cell
number per channel (counts). The percentage of cells in the different stages of the cycle is indicated.
C:. 7TKH LPPXQRIOXRUHMBUHM fgkeenl) Rsblowed the centrosomes (dot). Nuclei were
counterstained with Dapi (blue). In the presence of docetaxel, the parental IGR-CaP1 cells showed
mutinucleation and multiple centrosome. In contrast, drug-resistant IGR-CaP1-R100 cells exhibited a
normal nucleus and a pair of centrosomes.
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Table 1: List of genes belonging to the 112 genes signature located of chromosome 7 and 8p
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Figure 2: Inhibition of LZTS1 gene expressionin  docetaxel -resistant IGR -CaP1-R cells

A: Determination of LZTS1 gene expression in the microarray analysis. A dose-dependent inhibition of
LZTS1 gene expression is observed with a 5P-logistic regression. B: Real-time quantitative RT-PCR
confirmed microarray data and showed a high decrease of LZTS1 gene expression in the resistant cell
lines. C: Whole cell extracts of parental and of the drug-resistant cells were subjected to
immunoblotting with antibodies whLFK VSHFL¢{FDOO\ UHFRJQL]JH /=76 RU DFWLQ PR
control). D: Immunoblot was realized as in C, after a 48h treatment of cells with 100nM of docetaxel
(Dtx) or without treatment (NT). E: Representative scheme of the larger form of the LZTS1 gene
(LZTS1-001, total length 58999 nucleotides, transcript ID: ENST00000381569). The two regions of
interest were indicated. The region 1 encompasses the sequence encoding exon 1 (601-824), the
region 2 encompasses the sequence encoding the exon 2 (49284-49727). The comparison of the
mean methylation identified at 20 CpGs in region 1 and at 32 CpGs in region 2 was showed in
parental IGR-CaP1 cells (S) and in docetaxel-resistant IGR-CaP1-R100 (R100) cells.
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Figure 3: LZTS1 down-regulation enhances the drug resistance of IGR  -CaP1 cells to docetaxel

A: Effective suppression of LZTS1 expression in parental IGR-CaP1 cells after transfection with small
interfering RNA targeting LZTS1 (siLZTS1) for 48h. Cells transfected with either a non-targeted siRNA
(siCtrl) or a siRNA targeting GAPDH (siGAPDH) were used as control. Western blot analysis with
VSHFLILF DQWLERGLHY ZDV SHUIRUPHG WR GHWH F\Aactv KnkonBdcleRWHLQ OH®
as a loading control). These data are representative of three separate experiments. B: Growth curves
comparing the LZTS1-depleted cells (siLZTS1, black line) with the parental IGR-CaP1 cells (SiNT,
grey line). Docetaxel at 1.2nM was added 24h after siRNA transfection (hatched lines). C: Depletion of
LZTS1 protein with siLZTS1 significantly reduced the number of IGR-CaP1l cell colonies. A few
number of colonies survived after docetaxel treatment. D: The dose-response curves showed a
significant difference in relative resistance to docetaxel in LZTS1-depleted IGR-CaP1 cells (siLZTS1,
black line) (ICs0=1.1nM, range [0.78-1.5]) compared to parental IGR-CaP1 cells (siNT, grey line)
(IC50=0.53nM, range [0.45-0.61]). These data are representative of data obtained with different
siLZTS1. E: Determination of the number of polynucleated cells in LZTS1-depleted IGR-CaP1 cells
(siLZTS1, black color) or not (siNT, grey color), in absence (untreated) or in the presence of 1.2 and
12nM docetaxel. F: Representative cell cycle distributions of LZTS1-depleted IGR-CaPl cells
(siLZTS1, grey color) or not (siNT, black color), in absence (untreated) or in the presence of 12nM and
100nM of docetaxel. X-axis: propidium iodide nucleic acid stain (DNA content); Y-axis: cell number per
channel (counts). The percentage of cells in the different stages of the cycle was indicated.
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Figure 4: Heterogeneity in LZTS1 protein expression in human tumors from docetaxel -treated
patients with metastatic prostate cancer

A and B: HES staining of biopsy sections confirmed the presence of prostate adenocarcinoma in
diagnosis biopsies from patients bearing metastatic prostate cancer treated with docetaxel therapy.
Immunohistochemical staining showed high expression (C and E) or absence of expression (D and F)
of LZTS1. The staining of LZTS1 in normal exocrine pancreas showed a positive uniform intracellular
staining and was used as positive control (G-H). A-D, G: Magnification 20x, E-F: 100x, H: x60.
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Figure 5: Implication of the cell cycle partners of LZTS1 in the docetaxel -resistance mechanism
A: Whole cell extracts of the LZTS1-depleted IGR-CaP1 cells (siLZTS1) or parental cells (siNT) and
IGR-CaP1-R100 ZHUH VXEMHFWHG WR LPPXQREORWWLQJ ZLWK DQWLERGLH
cycle partners Cdc25c and CHK1 and their respective phosphorylated forms. Actin was monitored as
a loading control. B: The immunofluorescence for nuclei (Dapi, blue) showed the polynucleation in the
presence of 12nM Docetaxel, in IGR-CaP1 cells treated for 1 hour with 10uM Cdc25c inhibitor NSC
663284 or mock cells (Ctrl). The % of polynucleated cells was determined in three experiments (mean
+ SD, n>150 cells). C: Representative cell cycle distributions of IGR-CaP1 and IGR-CaP1-R100 cells
in absence (Ctrl, black) or in the presence of 10uM NSC inhibitor. X-axis DNA content; Y-axis: cell
counts. D: The dose-response curves showed a very significant difference in relative resistance to
NSC inhibitor in resistant IGR-CaP1-R100 cells (red line) (ICs0=1.39uM, range [0.45-4.3]) compared to
parental IGR-CaP1 cells (blue line) (IC5,=10.84uM, range [9.6-12]).
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Supplementary Figure 1: Cell-growth characteristics of docetaxel -resistant cells

A: The growth rate of IGR-&D 3 | DQG RI @Qé¢siBtaVIBRFHOAP1-5 FHOOV " ZDV
determined as described in Materials and Methods. The doubling-time was determined as 23h for the

parental IGR-CaP1 cells and 45h for the resistant IGR-CaP1-R100 cells B: Photomicrograph showing
morphologic comparison between IGR-CaP1 and IGR-CaP1-R100 cells. Magnification 100x. C: The

cell survival assay was performed after 2 weeks of culture in presence or in absence of 12nM of
Docetaxel. The number of colonies was determined.
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Seq ID Name Sequence Description Accession # FC Mean
1232941 TFPI2 tis sue factor pathway inhibitor 2 NM_006528 48,2
1205171 RUNDC3B RUN domain containing 3B NM_138290;NM_001134405;NM_001134406 34,7
1202663 FAM110C ens|Protein FAM110C ENST00000327669] - 19,4
1210304 PURG purine - rich element binding protein G NM_013357 17,8
1196776 BIRC3 baculoviral IAP repeat - containing 3 NM_001165;NM_182962 16,6
1209185 ABCB1 ATP- binding cassette, sub - family B NM_000927 15,8
1207904 CXCL2 chemokine (C - X- C motif) ligand 2 NM_002089 15,2
1229388 TNF tumor necrosis factor NM_000594 12,6
1220649 MCTP1 multiple C2 domains, transmembrane 1 NM_024717;NM_001002796 10,8
1219086 C2orf55 chro mosome 2 open reading frame 55 NM_207362 10,3
1233751 CDH16 cadherin 16, KSP - cadherin NM_004062 10,2
1217707 OAS3 2' -5' - oligoadenylate synthetase 3 NM_006187 9,5
1207907 FAM111A family with sequence similarity 111 NM_022074;NM_001142520;NM_001142519;NM_001142521 9,4
1209710 AKR1C1 aldo - keto reductase family 1 NM_001353;NM_001354;NM_205845 8,7
1205224 GNG11 guanine nucleotide binding protein, gamma 11 NM_004126 8,7
1198215 GAS1 growth arrest - specific 1 NM_002048 8,7
1225148 UBXN10 UBX domain protein 10 NM_152376 8,6
1229184 ITGB8 integrin, beta 8 NM_002214 8,3
1200118 A_24 P691826 Unknown - 8,2
1219599 AHR aryl hydrocarbon receptor NM_001621 75
1220124 IGFBP3 insulin - like growth factor binding protein 3 NM_001013398;NM_000598 7,4
1221692 AQP1 aquaporin 1 NM_198098 7,2
1215481 FHOD3 formin homology 2 domain containing 3 NM_025135 71
1229825 PLEKHH2 pleckstrin homology dom - containing family H m2 NM_172069 71
1205239 MID1 midline 1 (Opitz/BBB syndrome) NM_033290;NM_000381;NM_001098624 7,0
1211518 ADAMTS1  ADAM metallopeptidase with thro mbospondint 1 motifNM_006988 6,9
1211111 SFRP1 secr eted frizzled - related protein 1 NM_003012 6,8
1232721 KRT7 keratin 7 NM_005556 6,5
1206092 DUSP23 dual specificity phosphatase 23 NM_017823 6,5
1226162 IL15 interleukin 15 NM_172174;NM_000585 6,1
1209657 CACNG6 calcium channel, voltag e- dep, gamma subunit 6 NM_145814;NM_145815;NM_031897 6,1
1196794 C90rf150 chromosome 9 open reading frame 150 NM_203403 6,1
1199725 VCX variable charge, X - linked NM_013452 6,0
1207370 Clorf88 chr omosome 1 open reading frame 88 NM_181643 6,0
1216607 ADAM22 ADAM metallopeptidase domain 22 - 5,9
1219117 SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor NM_003064 58
1230421 TMEFF1 tomoregulin -1 NM_003692 5,6
1199190 GPC3 glypican 3 NM_004484;NM_001164617;NM_001164618;NM_001164619 5,6
1224502 MANEAL mannosidase, endo - alpha - like NM_001031740;NM_001113482;NM_152496 5,6
1205177 PHLDA1 pleckstrin homology - like domain, family A, m1 NM_007350 5,6
1199006 FBXL16 F- box and leucine - rich repeat protein 16 NM_153350 5,6
1203558 A_32_P77252 Unknown - 55
1210822 RFTN1 raftlin, lipid raft linker 1 NM_015150 51
1199656 CDKN1C cyclin - dependent kinase inhibitor 1C NM_000076;NM_001122630;NM_001122631 51
1232761 RHOU ras homolog gene family, member U NM_021205 50
1204622 VCAN versican NM_004385;NM_001164097;NM_001164098;NM_001126336 50

Supplementary Table I:  Signhature of 46 genes highly up -regulated in docetaxel -resistant cells
The list corresponds to the genes which gene expression was highly up-regulated in docetaxel-
resistant cell lines (Fold-Change > 5, P-value < 10™).
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Seq ID Name Sequence Description Acces sion # FC Mean

1203986 C1QL1 complement component 1, g subcomponent - like 1 NM_006688 -51
1214006 AUTS2 autism susceptibility candidate 2 NM_015570;NM_001127231 -51
1223791 FAM179A family with sequence similarity 179, member A NM_199280 -52
1210684 DUSP13 dual spec fficity phosphatase 13 NM_001007271;NM_001007273;NM_001007272;NM_016364 -52
1209204 LNX1 ligand of numb - protein X 1 NM_032622;NM_001126328 -54
1223263 TTN titin NM_133378;NM_133437;NM_133432;NM_003319 -55
1235427 EPAS1 endothelial PAS domain protein 1 NM_001430 -55
1200929 C12orf59 chromosome 12 open reading frame 59 NM_153022 -56
1219276 FGFBP1 fibroblast growth factor binding protein 1 NM_005130 -56
1207208 AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein 1 2 NM_144497;NM_005100 -5,6
1197977 CCDC141 gb|Homo sapiens cDNA FLJ39502 fis - -56
1226559 MOXD1 monooxygenase, DBH - like 1 NM_015529 -6,0
1214168 A_23_P72747 Unknown - -6,0
1232725 DHRS3 dehydrogenase/reductase member 3 NM_004753 -6,1
1198572 SUNC1 Sadl and UNC84 domain containing 1 NM_001030019;NM_152782 -6,2
1214509 SLC3A1 solute carrier family 3, member 1 NM_000341 -6,2
1228836  SYTL3 synaptotagmin - like 3 NM_001009991 -6,2
1204228 LZTS1 leucine zipper, putative tumor suppressor 1 NM_021020 -6,4
1206922 MGST1 microsomal glutathione S - transferase 1 NM_145791;NM_145764;NM_145792;NM_020300 -6,4
1208428 MSX2 msh homeobox 2 NM_002449 -6,4
1225255 LOC100293208ref|PREDICTED: hyp  othetical protein XM_002346086;XM_002342826;XM_002346985 -6,6
1205053 LIN7A lin -7 homolog A NM_004664 -6,6
1209275 LINGO2 leucine rich repeat and Ig domain containing 2 NM_152570 -6,6
1222753 MEIS2 Meis homeobox 2 NM_170677;NM_170674;N M_170675;NM_170676 -6,8
1226527 MYB v- myb myeloblastosis viral oncogene homolog NM_005375;NM_001161656;NM_001161658;NM_001161660 -7,3
1234677 PNOC prepronociceptin NM_006228 -73
1212807 FZD8 frizzled homolog 8 NM_031866 -74
1195766 CPM carbox ypeptidase M NM_001874;NM_198320;NM_001005502 -7,7
1223948 EBF3 early B - cell factor 3 NM_001005463 -7,8
1216372 PROS1 protein S NM_000313 -78
1217390 SALL1 sal - like 1 NM_002968;NM_001127892 -81
1206175 PLACS8 placenta - specific 8 NM_016619;NM_001130716 -8,3
1223291 DCLK1 doublecortin - like kinase 1 NM_004734 -8,4
1234271 ZAR1 zygote arrest 1 NM_175619 -8.8
1220770 OLR1 oxidized low density lipoprotein NM_002543 -9,2
1202453 GAL gala nin prepropeptide NM_015973 -9,2
1206912 LHFP lipoma HMGIC fusion partner NM_005780 -10,7
1215728 A_32_P181131 Unknown - -10,8
1220846 TM4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 NM_014220 -11,2
1198048 GJC1 gap junction prot ein, gamma 1 NM_005497;NM_001080383 -11,4
1235542 SOX9 SRY ( sex determining region Y) - box 9 NM_000346 -11,5
1225404 SLC12A3 solute carrier family 12, member 3 NM_000339;NM_001126107;NM_001126108 -11,6
1224501 AK3L1 adenylate kinase 3 - like 1 NM_001005353;NM_203464;NM_013410 -11,8
1197643 SHISA9 shisa homolog 9 (Xenopus laevis) NM_001145205 -13,2
1227142 CD44 CD44 molecule (Indian blood group ) NM_000610;NM_001001389;NM_001001390;NM_001001391 - 13,4
1235563 THSD7A thrombospondin, type |, domain containing 7A NM_015204 -13,7
1219154 CGNL1 cingulin - like 1 NM_032866 -14,0
1200386 GALNT14 UDR N- acetyl -alpha -D- GalNAc- T14 NM_024572 -14,7
1228142 SLC16A10  solute carrier family 16, member 10 NM_018593 -14,8
1211279 SMPDLA sphingomyelin phosphodiesterase, acid - like 3A NM_006714 -155
1220128 SLC10A4 solute carrier family 10, member 4 NM_152679 -17,1
1198712 SLC39A8 solute carrier family 39 , member 8 NM_022154;NM_001135146;NM_001135148 -17,8
1218589 PLAT plas minogen activator, tissue NM_000930;NM_033011 -18,4
1208524 ENST00000440678 ens|Relaxin receptor 1 - -18,7
1218470 SLC1A3 solute carrier family 1, member 3 NM_004172;NM_001166695 -20,2
1225909 SMAD9 ens|Mothers against decapentaplegic homolog 9 - -21,6
1224378 CXCR4 chemokine (C - X- C motif) receptor 4 NM_001008540;NM_003467 - 26,6
1216450 PDE1A phosphodiesterase 1A, calmodulin - dependent NM_001003683 - 26,6
1210346 KANK4 KN moti fand ankyrin repeat domains 4 NM_181712 -26,8
1211735  PLCXD3 Pl - PLC X domain - containing protein 3 NM_001005473 -27,6
1202341 LPAR3 lysophosphatidic acid receptor 3 NM_012152 -27,6
1215939 SLC16A12  solute carrier family 16, member 12 NM_213606 -27,6
1223600 TMEM47 transmembrane protein 47 NM_031442 -31,7
1199588 ITGA2 integrin, alpha 2 NM_002203 -39,9
1198058 FAM198B family with sequence similarity 198, member B NM_016613;NM_001031700;NM_001128424 -41,2
1198589 SHISA3 shisa homolog 3 (Xenopus laevis) NM_001080505 -321,2
Supplementary Table Il: Signature of 66 genes highly down -regulated in docetaxel -resistant
cells

The list corresponds to the genes which gene expression was highly down-regulated in docetaxel-
resistant cell lines (Fold-Change > 5, P-value < 10™%).
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Supplementary Figure 2: Validation of microarray data by real -time RT -QPCR

A group of 35 genes found in the docetaxel-resistance signature of 116 genes have been studied by

guantitative RT-PCR. Result comparison between microarray and RT-PCR data by a spearman test

showed a very good correlation in the same samples used for microarray and RT-3&5 WUDLQLQJ VHW |
UKR DQG LQ D VHW RI LQGHSHQGHQW VDPSOHV YDOLGDWLRQ VHYV
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Supplementary Figure 3: Implicat ion of ABCB1 expression in docetaxel -resistant IGR -CaP1-R
cells

A: Determination of ABCB1/Mdrl gene expression in the microarray analysis. B: Real-time
guantitative RT-PCR confirmed microarray data and showed a high increase of ABCB1 gene
expression in the resistant cell lines. C: Whole cells extract of parental and of the drug-resistant IGR-
CaP1-R cells were subjected to immunoblotting withanWLERGLHY WKDW VSHFL¢{FDOO\ UHFR
actin (monitored as a loading control). D: Effective suppression of ABCB1 expression in resistant IGR-
CaP1-R100 cells after transfection with siABCBL1 for 72h. Cells transfected with a non-targeted siRNA
(siNT) was used as control. Western blot analysis with specific antibodies was performed to detect the
protein levels of ABCB1. These data are representative of three separate experiments. E: The dose-
response curves showed the relative resistance to docetaxel in ABCB1-depleted IGR-CaP1-R100
cells (siABCB1, black line) (ICs,=54nM, range [47-62]) compared to IGR-CaP1-R100 cells (siCtrl, grey
line) (IC5,=79nM, range [55-100]).
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Supplementary Table Ill: Methylation profile in LZTS1 gene in docetaxel -resistant cells

The positions of the methylated cytosine nucleotides on the LZTS1 gene sequence are indicated.
Twenty methylated CpG were found in the region 1 and 32 methylated CpG were found in region 2.
The % of methylation has been estimated for each site.
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RESULTATS COMPLEMENT AIRES

Implication de LZTS1 dans la régulation de CHK1:

/ID GLPLQXWLRQ GH OfH[SUHW ICRIM [GH WV L R@ DG IHH FEW8ffe&3, DL I X U H
RQ REVHUYH TXY{HQ DEVAEQFHOGHH SYHOVV VR Q= GH &<ellelddtene p TXLYDC
avec le siNT.'H SOXV OTH[WLQFWLRQ G HMugndntd lsSrésiRtahpd dHaMight® V H P E C
IGR-CaP1 comme onpeuHd YRLU DX QLY HDBCK0.GH\gurs 24 B illustr&/tré&3 €lairerant

gue la perte simultanée de LZTS1 et CHK1 démknurbe doseéponseale fapn importante vers la

droite, et rend donc la lignée plus résistante a la drogue.

Figure 23: Implication de CHK1 dans le mécanisme de résistancaidtx
A- Expression de CHKIdans les cellules dépletéesld&l'S1; B- courbes
de réponse au Dtx aprés extinction simultanéezdes1 et CHK1.

Validation sur des biopsies humaines

Du fait des résultats publiés cette année dans le cancer de la prostate3swublaine, nous avons

choisi de testeren immunohistochimieO TH[S U HV V B-Rikulirtg n Ql0s de celle deZTS1,

comme debiomarqueus potenties pour prédire la réponse au docetaxel.

Nous avons trouvé dansotre série de biopsies prostatiques d87 (33,3%) sont négatives pour

LZTS1, 14/27 (51,8%) sur expriment I&8-tubuline. /T LQWHUSUpWDWLRQ HVW FHSHQ
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certaines biopsies comgptenu de la faible quantité de matériel tumaddhl.test de corrélation éé
HITHFWXp SRXU FKDFXQ GH FHV PDUTXHXUV DIlbQépGEe 4D OXHU (
docetaxel (Tableau }2

Aucun de ces biomarqueurs ne permet de discriminer déraasignificative les patients sensibles

des patients résistant$. RV UpVXOWDWYV QH FRQILUPHQW GRQF SDV OHV GR
O D-tubuline. ' 1 D X W Ules &sDitdt8gue nous avons obtesur LZTS1 ne nous permetitepas de

corrder la sousexpression de LZTS&vec lephénotype ésistant.Mais ces résultats préliminaires

doivent étre interprétés avec prudence compte tenu du petit échantillon de gaidigts

Tableau12: Test de corrélation entre leglifférents biomarqueurs et la réponse au docetaxel.

Figure 24: Immunomarquage des deux biomarqueurs potentiels LZTS1 et -tubuline dans les
tumeurs de prostate

/ITH[SUHVVLRQ F\W Rbh@ime\dénk TeXissuGérebral normaat utilisée comme contréle positif
$ $GCGpQRFDUFLQRPH SURVWDW LWXHE X3 QL D& WH WRIGHNIFERBIQIWS RXOU O [
Le marquage cytoplasmique de LZTS1 aweaiv du pancréas exocrine norrest utilisé comme controle
positif (D). Cancer de la prostate exprimant fortement LZTS1 (E) et négatif (F)
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Nous avonségalementUHFKHUFKp O 1 Llgesde €88 n@&kdire@ &R shVahalyse univariée.
sousexpression de LZS1 ou la surexpression de-tubuline ne sont pas associées de maniére
VLIQLILFDWLYH j XQH PRLQV ERQQH VXUYLH JOREDOH /D VXUYL
pas modifiégdle est de 25,4 mois pour les négatifs contre 25,8 mois pour $égfgpo

Figure 25: &RXUEHV GH VXUYLH JOREDOH HQ=1RQ RM¥lwBRiheGH OfH[SUHVVL
/=76 $ -tubuline (B). Les courbes rouges représentent les biopsies négatives et les courbes
bleues les biopsies positives
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DISCUSSION

La connaissance des mécanismes de résistance aux cytotoxiques est indispensable pour améliorer la
prise en charge des patients et développer des outils prédictifs permettant de sélectionner les patients
répondeurs et orienter les patients-népondeurs ws une autre thérapie plus efficabans le cas du

FDQFHU GH OD SURVWDWH LO QYH[LVWH DFWXHOOHPHQW DXFXC
Dans la derniére partie de travail dda thése, nous avons mis au point a partir de la lignée IGR

CaP1 une série de clones résistants au docetagelclones constituent un outil unique puisque nous

avons obtenu une résistance dose dépendante avec des clones résistants jusqu'a la dose de 1uM de
docetaxelRappelons quesk lignées résistantes déaitdans la littérature survivent seulement a une

dose de 10nM de docetaxBlous avons également identifié par microarray, a partir des clones IGR

CaP1 résistants, une liste de genes impliqués dans la résistance au dquetawels avons validées

par RFPCR. 5pFHPPHQW OfTDQDO\WH JpQRPLTXH ne® RNEBROd PE®U PLFU
résistants au RFHWD|[HO HW Q0 QRXV D SHUPLV GYLGHQ'
GYH[SUHVYVL EQconb@dnT ¥sHésultats obtenus dans les trois lignées, nous identifions une
signature de 57 gendSette signaturedQ 1D pW p R EAsehhQentt Sofralysesst en cours

Parmi les génes retrouvés dans la signature portant sur la lignéeCHPR réistante nous nous

sommes focalisés sWZTS1. Nos donnéesbtenuesn vitro suggérent que LZTS1 pourrait jouer un

réle important dans la résistarme docetaxellans le cancer de la prostate

Les cellules IGRCaP1 et R100 possédent une morphologie Ehid#) avec des noyaux ronds et
homogénesCependant, suite a un traitement par docetaxel, et contrairement aux cellules R100, les
cellules IGRCaP1 deviennent polynuclées avant de mou(iQ HIIHW OfDSSDULWLRQ C
anormauxcorrespond an effet dda drogue etOH UHIOHW GTXQH HQWUpH HQ FDWDYV
blocage en pranétaphase secondaire au traitemeat. catastrophe mitotique est une mort cellulaire

HQ UpSRQVH j XQH PLWRVH DEHUUDQWH DYHF VpJUpJDWLRQ F
VWUDWDPJILH GTpOLPLQDWLRQ G-Hoht B2/ BsY lh¥ élaig Riudalz @iHdycle/ H FKH
cellulaire pouvandiriger la cellule vers la catastrophe mitotique. La surexpression de Cdkl pourrait
DERXWLU j FH W\SH GH PRUW FHOOXODLUH /D SHUWH GHV YRLH
également étre incriminée dans ce mécanidbans ce travailnous avons wntré que la sous

expression de LZTS1 dans les celldessiblesliminue la polynucléation induite par le docetaxel par

rapport aux cellulegqui expriment LZTS1 & HFL VXJJgUH TXH /=76 HVW OfXQH
moléculaires qui empéche les cellules rdBiIQWHY GIfHQWUHU HQ FDWDVWURSKH PL\

docetaxel.
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Nous montrons également, en calculant IES0 ainsi que par des tests de clonogénicjé
OfH[WLQFWLRQ GH /=76 FR-Q4aRUIH cBpAditéFdd @é3isted 1V docefakel.
revanchenous avons observé q@TH[SUHVVLRQ HFWRSLTXH GH /=76 QTHVW SI
une sensibilité des cellules IGRaP1R100 (résultats norprésentés Ces données suggéerent que le
phénoméne de résistance est un mécanisme complaxeliefue probablemenO 1D O W@ UDXW. B )V
voies de signalisation.

Dans la lignée IGRCaP] le traitement pate docetaxelinduit une auPHQWDWLRQ GH OfYH[SUF
Chkl, un des acteurs principaux de checkpoint mitotique. Cependant, dans la ligstéatesbn ne

voit pas de modification de Clhkce qui nous laisse émettre deux hypothe#esst possible que la

lignée R100 & acquis des modifications moléculaires quiibent le checkpoint, ce qui permaatix

cellules anormales et polynuclées inddY SDU OH GRFHWD[HO GYpFKDSSHU j Ol
GpYHORSSHU GYDXWUHYV PpFDQLVPHV VXSSOpPENEHeDIbrgdey SHUPH
OfpWDEOLVVHPHQW GH OD OLJQpH UpVLYVWiQistksiiass@gesxeh DYRQV
présence de la drogue, que les cellules devenaient polynuclées suite au traitement et restent bloquées
pendant longtemps. A partir de ces cellules polynuclées, nous avons vu apparaitre des cellules
mononuclées résistantesf D XWUH SRVVLEL@LaVIgné&eHGRTARYRIDX Ha d@dgue

Q 7L Q G X Lavonal@Xuscéepfibles de déclenchercheckpoint.

/ID SUHPLgQUH K\SRWKgVH VHPEOH SOXV SHUWLQHQWH (Q HIIHW
FRPSOpPHQWDLUHYV OfYLQKLELWLRQ GH OfYH[SU ¢RI RQONEH /=76
OTH[SUHVVLRQ GH &+. &HV UpV XA WEdnasdulgl) dtrsscondaidle ® D UpV

un glissement mitotique suivie par un échappement au checkpoint G2/M.

LZTS1 semble étre une @éine majeure dans le controtiy cycle cellulaire et le chepkint

mitotique Nous proposons donc le modele suivant

Pendant la prophasen absence de LZTS1, la protéine CAdCZst dégradgpar le protéasomee qui
UpGXLW OIDFWLY(CWin BICdER R& OnddiH une transitio métaphase/anaphase
prématuréeprobablementin échapement au SAC et un glissemmitotigue./ f{DEVHQFH GH /=76
semble également induita diminution dH O fH[S U HV \LLeRgar @& KHuiglhbl inhibitiondu

checlpoint G2/M permettanaux cellulesayant acquis des anomaligs continuer a proliférer {§ure

26).
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Figure 26: Modéle du réle de LZTS1 dans la résistance au Docetal.

LZTS1 et CHK1 ont tous ledeux comme cible la cycline C26C. Dans ce travail, hous montrons
pJDOHPHQW IDIWHRQTIGHWLBE\FOLQHYV & GNSCé& q@rlldedonel Qd€25E LW H X U
phosphatasmhibitor» LQGXLW XQH PRUWDOLWpP PDVVLYH GDQV OD OLJQpl
cette mortalité dans la lignée sensib@HSHQGDQW GHV H[SpULHQFHV GTH[WLQ
siRNA sont nécessaires patmnfirmer ces résultats. La C2l8C pourrait étre une cible thérapeutique
dans les cancers résistants aux taxanes.

$FWXHOOHPHQW OfpWXGH IRQFWLRQQHOOH VH SRXUVXLW DXW
comprendre les interactions de ce géne suppredgetumeur avec les protéines du cyoddulaire,

notamment CHK1 et @:25C La connaissance des altérations de la voie devrait permettre de mieux
comprendre le rbéle de LZTS1 dans la résistance au docetaxel et dans le checkpoint mitotique mais
aussi de tr« YHU GIDXWUHYV FLEOHV WKpUDSHXWIES péstivatSdbiétlisFR QW R
dans la lignée IGRCaP1 sont également a confirmer sur les autres lignées de cancer de la prostate.
Méme si les résultats obtenus vitro VRQW HQFR XU D JH D QHlisiochi@ifjyeVsxd@H LPPXQ
tumeurs deSDWLHQWYV QYD SDV SHUPLV GH YDOLGHU /=76 FRPPH XQ

pronostiquell faut cependant analyser ces données avec précaution emmptdu faible nombre de
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paiHQWY LQFOXV GDQV FHWWH pWXGH SOfa[LPURNITERQr |@HHVW Qp
VpULH GH SDWLHQWYV S O X \dahskRSBpulstidh @Mbele ddsCpAtidhtdiédt S Dad W

pour cette éude préfinaire les deux soupopulatins de patients ne sont pas comparalieseffet,

les patients résistants constituent un ggrasipe de mauvais pronostic au diagnostic avec un score de
*OHDVRQ pOHYp HW XQH PDODGLH GYHPEOpPpH PpWDVWDWLTXH
LZTS1dans les tumeurs peut étre trés différente entre les patients. LZTS1 est retrouveé fortement sous
exprimé dans 33,3% des biopsies analysiasforte expression de LZTS1 chez plus de 60% des

patients dans notre étude est contradictoire avec les donnéedittrature qui montrent une sous
expression dans environ 70% des tumeurs quel que soit le type histolgiigleEncore undois,

notre série de patients est trop petit®mrtirouvepeu de donnéesont disponibleslans la littérature

sur le CaP pouwouvoir FRQFOXUH GTXQH IDoRQ GplLQLWLYH

Par contre, méme sktte étudeest une analyse préliminajrelle nous permet de congle quant a la
IDLVDELOLWp G Hhi€diquyus.GHHY LPPRKEMVWLHY GHYV SDWLHQWYV LQFOXV (
GETUG12 sont en cours de colleete laboratoire207 patients ont été inclus dans le bras docetaxel et
OfDQEQDO\WH GEIFRORDWHXH. GG YUDLW SHUPHWWUH GYDYDQFHU GEL
prise en charge adaptée a chaque patient et au profil moléculaire de chaque tumeur. Méme si les
UpVXOWDWY FOLQLTXHV GH OfHVVdn[2011me8rhontr8rt pAseligaii v ] O T1$6
termes de survie sans progression a 4 ans dans le bras docetaxel
(http://abstract.asco.org/AbstView 102 _77102.htrill semble que certains patients bénéficient de
OIDGMRQFWLRQ GH OD FKLPLRWKpUDSLH $ILQ GisinesvédleQLU FRF
UpVLVWDQFH LO HVW SUREDEOH TXYXQ VHXO ELRPDUTXHXU QH
TXTXQH FRPELQDLVRQ GH ELRPDUTXHXUV VHUDLW SOXV SHUIRUF
des échantillons et la faible quantité datémiel tumoral sur certaines biopsi&&anmoins, nous
poursuivrons nos efforts pour identifier une combinaison de marqueurs qui nous permette de
sélectionner les patients pouvant bénéfic) GITXQ WUDLWHPHQW SDU FKLPLRWKpUD
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