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Résumé

En France, le cancer de la prostate est le premier cancer par son incidence ainsi que la troisiéme
cause de mortalité pour cette pathologie. La progression de la maladie est dépendante des
androgénes. Ainsi I’un des traitements majeurs du cancer de la prostate est la déprivation
androgénique : le blocage de la production ou de 1’action des androgénes conduit a inhiber la
croissance tumorale. La plupart des patients répondent a cette thérapie, cependant 1I’évolution
de la pathologie vers un stade d’insensibilité a la castration est inévitable, ce qui est associé¢ a
un mauvais pronostic. Au cours de la progression du cancer de la prostate, la voie de
signalisation des androgénes demeure active grace au récepteur des androgenes. Ce récepteur
est une cible idéale afin de traiter et de bloquer la progression tumorale. Une telle inhibition du
récepteur des androgénes peut étre faite par I'utilisation d’un anti-androgeénes de seconde
génération : 1’Enzalutamide. Cette molécule perturbe I’interaction entre le récepteur des
androgeénes et son ligand, elle peut bloquer la translocation nucléaire du récepteur activé mais
elle empéche aussi son interaction avec I’ADN. Bien que ['utilisation de 1’Enzalutamide ait
contribué¢ a améliorer la survie des patients, son utilisation conduit a 1’émergence d’une
résistance a ’Enzalutamide, ce qui constitue un défi thérapeutique considérable.

L’objectif principal de mes travaux de thése est d’identifier de nouvelles protéines afin
d’améliorer les effets thérapeutiques de I’Enzalutamide ou de surmonter la résistance a ce
médicament. Ainsi dans notre étude, nous avons supposé¢ que le traitement a 1’Enzalutamide
induit 1’activation de voies de signalisation spécifiques, pouvant étre impliquées soit dans le
mécanisme d’action du médicament ou dans la résistance a ce dernier. Cette hypothése nous a
conduit a I’identification des protéines MAPKSs p38, qui sont activées lors d’un traitement avec
I’Enzalutamide. Nos résultats démontrent que la combinaison d’Enzalutamide et d’inhibiteur
de la MAPK p38 a un effet antitumoral significatif aussi bien in vitro qu’in vivo. Le mécanisme
d’action de cet effet cytotoxique et synergique reste a I’étude. Ces données permettraient
d’approfondir la compréhension des mécanismes de résistance lors d’un traitement a
I’Enzalutamide et contribuer a la potentialisation de 1’effet thérapeutique de cet anti-

androgenes.



Abstract

In France, prostate cancer is the most frequently diagnosed male cancer and its progression is
tightly associated with the androgen signals. Thus, one of the major treatments for prostate
cancer is androgen deprivation: blocking the production or action of androgens leads to an
inhibition of tumor growth. Most patients respond to this therapy, however to some point they
reach a castration-resistant stage which is associated with a poor prognosis. Since the
progression till this late cancer stage is still driven by the androgen signaling pathway, the
second-line therapy is focused on targeting the active androgen receptor. Such inhibition can
be done by using a second-generation anti-androgens: Enzalutamide. This molecule disrupts
the interaction between the androgen receptor and its ligand, it can block the nuclear
translocation of the receptor and it also prevents the receptor interaction with DNA. Although
Enzalutamide treatment has helped to improve patient survival, its use has led to the emergence
of Enzalutamide resistance, which is a considerable therapeutic challenge.

The main objective of my thesis is to identify new proteins in order to improve the therapeutic
effects of Enzalutamide or to overcome resistance to this drug. Thus, in our study, we assumed
that Enzalutamide treatment induces the activation of specific signaling pathways, which may
be involved either in the mechanism of action of the drug or in resistance to it. This hypothesis
led us to identify the MAPKs p38 proteins, which are activated during treatment with
Enzalutamide. Our results show that the combination of Enzalutamide and p38 inhibitor has a
significant antitumor effect both in vitro and in vivo. The mechanism of action of this cytotoxic
and synergistic effect remains under study. These data would allow a better understanding of
the Enzalutamide resistance mechanisms and contribute to the enhancement of the therapeutic

effect of this anti-androgen.
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Liste des abréviations

17p-HSD : 17B-hydroxysteroid dehydrogenase
3p-HSD : 3B-hydroxysteroid dehydrogenase-A5-4-isomerase
AD : Androstenedione.

AF-1 : Fonction de transactivation 1

AF-2 : Fonction de transactivation 2

AKRIC3 : Aldo-Keto Reductase family 1 member C3
AKT : Protein kinase B

ATF2 : cyclic AMP-dependent Transcription Factor-2
ARE : Elément de réponse aux androgénes

ASK1 : Apoptosis Signal regulating Kinase 1

ASOs : Oligonucléotides antisens

BIRCS3 : Baculoviral IAP Repeat Containing 3

BMK : Big Map Kinase

CCNA2 : Cyclin A2

CDC25B : Cell Division Cycle 25B

CTC : Cellules Tumorales Circulantes

CaP : Cancer de la Prostate

CD : Cluster of Differentiation

CdK : Cyclin-dependent Kinase

COX-2 : Cyclooxygenase-2

CPNE : Cancer de la Prostate NeuroEndocrinien

CPRC : Cancer de la prostate métastatique résistant a la castration

CYP17A1 : Cytochrome P450 family 17 subfamily A polypeptide 1

DBD : Domaine de liaison a I’ADN

DCC : Dextran Coated Charcoal

DHEA : Déhydroépiandrostérone

DHEA-S : Sulfate de déhydroépiandrostérone
DHT : Dihydrotestostérone

DLK1 : Dual-Leucine zipper-bearing Kinase 1
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DRO : Dérivé Réactif de I’Oxygéne

DUSP : Dual-Specificity Phosphatases

ECL : Enhanced ChimiLuminescent
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EDN?2 : Endothelin 2

EdU : 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine

EGF : Epidermal Growth Factor

ERE : Eléments de Réponse aux (Estrogénes
ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2
ETS2 : ETS Proto-Oncogene 2

FKBPS5 : FKBP Prolyl Isomerase 5

FKBPS51 : FK506-binding protein 51

FT : Facteur de Transcription

GnRh : Gonadotrophines hypophysaires

HATS : Histones AcétylTransférase

HEST1 : Hes Family BHLH Transcription Factor 1
HDAC:s : Histones Désacétylases

hnRNPs : heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins
HR : Hazard Ratio

HSP : Heat-Shock Protein

HuR : Human antigen R

IC : Intervalle de Confiance

IKK?2 : Inhibitor of nuclear factor Kappa-B Kinase subunit 3

IL : Interleukine

IP : Iodure de Propidium

ISUP : International Society of Urological Pathology
JNK : c-Jun N-terminal kinase

KLK?2 : Kallikrein Related Peptidase 2

KLK3 : Kallikrein Related Peptidase 3

LBD : Domaine de fixation du ligand

LH : Hormone lutéinisante

LH-RH : Luteinizing-Hormone-Releasing Hormone
LNCaP : Lymph Node Cancer Prostate

LPS : Lipopolysaccharide

MAPKSs : Mitogen-Activated Protein Kinases
MDH1 : Malate Dehydrogenase 1

MDM2: Murine Double Minute 2

miARN : micro-ARN$

MK: MAP kinase-activated protein kinase

MKK: MAPK Kinase Kinase

MKKK : MAPK Kinase Kinase Kinase
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MKP : MAPK Phosphatases

NKX3-1 : NK3 Homoeobox 1

MLKS3 : Mixed Lineage Kinase 3

MMP-2 : Matrix Metalloproteinase type 2

MRGI1S5 : MORF-related gene 15

mTOR : mechanistic Target Of Rapamycin

NCOAS3 : Nuclear receptor coactivator 3

NLS : Signal de Localisation Nucléaire

NR3C : Nuclear Receptor subfamily group C

NTD : Domaine amino-terminal

OGDH : Oxoglutarate Dehydrogenase

ORM1 : Orosomucoid 1

PAKG6 : p21-activated kinase 6

PDX : Patient-Derived Xenograft

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PKA : Protein Kinase A

PP2A : Protein phosphatase 2

PP2C : Serine/threonine protein phosphatase 2C

PSA : Antigéne Prostatique Spécifique

PSMA : Prostate Specific Membrane Antigen

PSIP1 : PC4 and SRSF1 interacting protein 1

PTB : Polypyrimidine Tract-Binding protein

PTEN : Phosphatase and Tensin homolog

RA : Récepteur des Androgénes

RA-e : Récepteur des Androgénes entier (non tronqué)
RA-V7 : Variant 7 d’épissage du Récepteur des Androgenes
RASSF3 : Ras Association Domain Family Member 3
Rb1 : Protéine du rétinoblastome

RG : Récepteur des Glucocorticoides

RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium
ROR-y : Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor y
SAPK : Stress-Activated Protein Kinase

SG : Score de Gleason

SGK1 : Serum/Glucocorticoid Regulated Kinase 1
SIRT1 : Sirtuine 1

SPOP : Speckle-type POZ Protein

SRDSAT1 : Steroid 5 Alpha-Reductase 1
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SRSF1 : Serine And Arginine Rich Splicing Factor 1

STAT-3 : Signal Transducer and Activator of Transcription-3

STS : Steryl-Sulfatase

SULT2AL : bile salt sulfotransferase

SUMO : Small Ubiquitin-like Modifier

TABI1 : Transforming growth factor-Activated protein kinase 1-Binding protein 1
TAO1/2 : Thousand-And-One amino acid 7>

TCA : Acide trichloroacétique

TCR-CD3 : T-cell receptor-Cluster of Differentiation 3

TEM : Transition Epithélio-Mesenchymateuse

TMPRSS?2 : Transmembrane Serine Protease 2

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

TNM : Tumeur primitive — Ganglions lymphatiques — Métastases
TRAMP : Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate

TTP : Tristetraproline

UBE2C : Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 C

V-RA : Variants d’épissage du Récepteur des Androgenes

Wipl : Wild-type p53-induced phosphatase 1

ZAP70 : Zeta Chain Of T Cell Receptor Associated Protein Kinase 70
ZEBI1 : Zinc finger E-box-binding homeobox 1
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Introduction

L. Cancer de la prostate
A. Structure et fonction de la prostate

La prostate est une glande exocrine faisant partie de I’appareil uro-génital masculin. Elle est
située sous la vessie, au-dessus du périnée, en arriere de la symphyse pubienne, en avant du
rectum et autour du canal de I’urétre. La prostate est structurée en différentes zones anatomiques

(Figure 1) :

- Zone transitionnelle : partie centrale de la glande, entourant la portion de
’urétre traversant la prostate

- Zone centrale : entourant les canaux éjaculateurs, efférences des vésicules
séminales, traversant la prostate jusqu’a I’uretre,

- Zone périphérique : proche du rectum et constituant la majeure partie de la
glande. Cette région est la plus touchée lors de développement de cancers

- Stroma fibromusculaire antérieur : située en avant de 1’urétre, elle est
composée de fibres musculaires et de tissu conjonctif fibreux formant

I’apex de la prostate.

Sphincter lisse du col
vésical

Vessie

Zone transitionnelle
{ Adénome
prostatique

Urétre prostatique

Vésicule / ) \
séminale 3

Sphincter
strié de l'urétre

—~€——— Prostate
d périphérigue
Canal éjaculateur

Figure 1 : Structures de la prostate
La prostate contribue a la synthése de la composante la plus abondante du sperme, le liquide
prostatique, qui assure la survie des spermatozoides le long de leur progression dans les voies
génitales femelles, et qui contient une protéine caractéristique, I’antigéne prostatique spécifique

(PSA : Prostate Specific Antigen), une protéase permettant la liquéfaction du sperme.
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B. Epidémiologie du cancer de la prostate

En France, le cancer de prostate (CaP) demeure la tumeur solide la plus souvent diagnostiquée
chez les hommes avec 50 430 nouveaux cas en 2015. De plus, cette maladie est la troisiéme

cause de mortalité due a un cancer avec 8 512 décés estimés au cours de cette méme année?.

Plusieurs facteurs de risque sont associés au CaP :

e [’age: le CaP est trés rare a 1’age de 50 ans et touche principalement les hommes aux
alentours de 70 ans ;

e [’origine ethnique : des hommes ayant des origines africaines ou antillaises ont un risque
accru de développer la maladie®* ;

e les antécédents familiaux : le risque de développer un CaP est multiplié chez les
hommes ayant au moins deux parents proches atteints de la maladie, et ce risque est
d’autant plus élevé si le diagnostic des membres de la famille a été réalisé avant leur 65
ans ;

o Certaines altérations génétiques ont ét¢ identifiées, comme des facteurs de susceptibilité
dans le CaP. C’est le cas, par exemple, des mutations des genes suppresseurs de tumeurs
BRCA1/BRCA2%? ou du facteur de transcription (FT) HOXBI13° associées a des

tumeurs plus agressives.

D’autres ¢léments sont évoqués comme de potentiels facteurs de risque mais leur réelle
implication reste a démontrer dans 1’étiologie de la maladie. Ainsi, des facteurs
environnementaux tels que les expositions fréquentes et prolongées a des xénobiotiques
(pesticides, cadmium...) considérés comme des perturbateurs endocriniens sont a 1’étude dans

le développement du CaP!°,

C. Caractéristiques cliniques et prise en charge du cancer de la prostate

L’évolution de la maladie est souvent lente, s’étalant sur plusieurs années, et est fréquemment

asymptomatique lorsqu’elle est localisée.
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1. Classification et stadification du cancer de la prostate

Le CaP est diagnostiqué, le plus souvent, a I’examen anatomopathologique de biopsies
prostatiques, obtenues suite a I’apparition des symptomes spécifique ou a la détection d’une

augmentation du PSA en cours de dépistage.

L’examen anatomopathologique permet aussi de déterminer le score de Gleason (SG), qui est
un des parametres principaux pour 1’estimation du pronostic du CaP. Initialement proposé en
1966, le SG est basé¢ sur le systéme de grade de Gleason, une échelle représentant le degré de
différenciation des cellules tumorales par des valeurs allant de 1 4 5'! : le grade 1 étant assigné
aux cellules tres différenciées, et le grade 5 correspondant aux cellules trés indifférenciées

(Figure 2)!2,

Petites glandes bien différenciées.
Foyers circonscrits.

[TZIT¥ Glandes réquligres en taille
et en forme.
Foyers a bords mal définis.

ENGRE Glandes de taille, de forme variables.
Espacements irréguliers.

M: Foyers a bords tres irréguliers.
ZERNS
Glandes fusionnées, massifs et cordons
&= O, TR iréguliers.
\ Cre
" A, \q %
5 %? OMR L -

> 'h '.‘r, .
e )4 t« W Disparition des structures glandulaires.

Figure 2 : Représentation du grade de Gleason

Le SG est déterminé selon les régles suivantes: (i) en présence d’un seul grade, le SG
correspond au double de la valeur de ce grade; (ii) en présence de deux degrés de

différenciation, le SG est équivalent a la somme de ces deux grades ; (iii) en présence de plus
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de deux degrés de différenciation, le grade le plus représenté et le grade le plus élevé sont pris

en compte ; (iv) en tout cas, le score le plus bas qu’on puisse assigner est de 6. Depuis 2014,

une nomenclature simplifiée, basée sur le SG, est utilisée : la classification ISUP (International

Society of Urological Pathology), qui définit 5 groupes pronostics (Tableau 1)'3.

Grade ISUP Score de Gleason Statut tumoral
1 6 (3+3) Faible agressivité
2 7 (3+4) Agressivité modérée
3 7 (4+3)
4 8 (4+4, 345 ou 5+3) Forte agressivité
5 9-10 (4+5, 5+4, 5+5)

La détermination du stade du cancer est aussi permise par I’utilisation de la classification

TNM tenant compte de trois critéres (Tableau 2) :

- Lataille de la tumeur primitive (T)

Tableau 1 : Classification ISUP du cancer de la prostate

- L’envahissement des ganglions lymphatiques (N)

- La présence ou non de métastases a distance (M)
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T= Tumeur primaire

Classification clinique (cT)

TX Tumeur primitive non évaluée
TO Tumeur primitive non retrouvée
TITI Tumeur non palpable ou non visible par imagerie
Découverte histologique d’une tumeur dans <5% des tissus
Tla réséqués (au moment de la résection transurétrale de la
prostate)
Découverte histologique d’une tumeur dans >5% des tissus
T1b réséqués (au moment de la résection transurétrale de la
prostate)
TlcTlc Tumeur identifiée par biopsie a 1’aiguille (en raison d’un taux
¢levé de PSA)
T2 Tumeur confinée a l'intérieur de la prostate
(les tumeurs trouvées dans 1I’un ou les deux lobes par biopsie a
l'aiguille mais non palpables par toucher rectal ou visibles par
imagerie sont classées comme T1c)
T2a Tumeur touchant la moitié¢ d’un lobe ou moins.
T2b Tumeur touchant plus de la moiti¢ d’un lobe mais pas les deux
lobes
T3a Extension extracapsulaire de la tumeur (uni- ou bilatérale)
T3b Invasion tumorale des vésicules séminales
T4 Tumeur fixée ou envahissant les structures adjacentes, autre
que les vésicules séminales (vessie, muscles ¢élévateurs et/ou
paroi pelvienne)
Classification pathologique (pT)
pT2 Limitée a ’organe
pT3 Extension extraprostatique
pT3a Extension extraprostatique ou invasion microscopique du col
de la vessie
pT3b Invasion des vésicules séminales
pT4 Tumeur fixée ou invasion tumorale des structures adjacentes
autre que les vésicules séminales (vessie, rectum)

N =

Ganglions lymphatiques régionaux

Classification clinique (cT)

Nx Ganglions lymphatiques régionaux non évalués

NO Absence de métastase ganglionnaire

N1 Atteinte ganglionnaire métastatique
Classification pathologique (pN)

pNx Ganglions régionaux non évalués

pNO Absence de métastase ganglionnaire

pN1 Atteinte ganglionnaire métastatique

M = Métastases a distance

MO Absence de métastases a distance

M1 Métastases a distance

Mla Atteinte des ganglions lymphatiques non régionaux
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M1b | Atteinte osseuse
Mlc ‘ Métastases a d’autres sites avec ou sans atteinte osseuse

Une autre nomenclature, la classification de D’Amico permet de catégoriser le cancer de
prostate localisé¢ (cT1-2 NO MO) en fonction du risque de rechute, afin de déterminer
’orientation thérapeutique du patient. Il prend en compte le SG, la classification clinique du

TNM et le taux de PSA afin d’organiser les patients en trois groupes'*:

- risque faible : PSA <10 ng/mL, et score de Gleason < 6, et stade clinique T1c
ouT2a;

- risque intermédiaire : PSA entre 10 et 20 ng/mL, ou score de Gleason de 7,
ou stade clinique T2b ;

- risque ¢élevé : PSA > 20 ng/mL, ou score de Gleason > 7 (8, 9 ou 10) ou stade

clinique T2c.

2. Traitement du cancer de la prostate

Les différents examens réalisés, afin de poser le diagnostic du CaP, permettent d’orienter le
choix du traitement. La prise en charge du patient tiendra compte de son état général et de la
progression de sa maladie. Ainsi les différentes stratégies thérapeutiques seront adaptées selon

le statut tumoral du patient'>.

a) Cancer de la prostate localisé et localement avancé

L’approche thérapeutique pour les patients affectés par un CaP non métastatique est déterminé
sur la base de la stadification selon le systtme TNM et du risque de rechute selon la

classification de D’Amico'>!¢ (Tableau 3).

Tableau 2 : La classification clinique du TNM des tumeurs de la prostate (préopératoire)
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Statut tumoral Approche thérapeutique
- Surveillance active

Localisé a risque faible - Curiethérapie
cT1-2a et SG <7 (Grade ISUP 1) et | - Prostatectomie totale
PSA <10 ng/mL - Radiothérapie externe
- Surveillance active
Localisé a risque moyen - Curiethérapie
c¢T2b ou SG de 7 (Grade ISUP 2/3) | - Prostatectomie totale
ou PSA entre 10-20 ng/mL - Radiothérapie externe +/- suppression androgénique

néo-adjuvante

- Suppression androgénique néo-adjuvante +

Localisé a risque élevé radiothérapie externe + suppression androgénique
cT2c ou SG > 7 (Grade ISUP 4/5) | adjuvante
ou PSA > 20 ng/mL - Prostatectomie totale + curage ganglionnaire
pelvien
- Suppression androgénique néo-adjuvante +
Localement avancé radiothérapie externe + suppression androgénique
(cT3-4 ou cN+) adjuvante

- Prostatectomie totale + curage ganglionnaire
pelvien

- Suppression androgénique
Tableau 3 : Stratégies thérapeutiques pour le CAP localisé ou localement avancé

Les différentes thérapies évoquées sont détaillées ci-apres.

(1) Surveillance

Deux stratégies de suivi peuvent étre adoptées selon I’espérance de vie estimée du patient :
I’attente vigilante et la surveillance active.

L’attente vigilante concerne les patients inaptes a recevoir un traitement curatif. Les raisons de
cette inéligibilité sont une réduction de I’espérance de vie du patient, a cause de son age et/ou
de potentielles comorbidités pouvant conduire a augmenter le risque de déces par d’autres
causes que le CaP. Durant ce suivi, les traitements seront orientés, au fur et & mesure de
’apparition des symptdmes, afin d’améliorer la qualité de vie du patient!”-'8,

La surveillance active est destinée aux patients présentant un CaP dont la prise en charge ne

nécessite pas un traitement curatif immédiat. Cependant la surveillance active incombe au

patient de réaliser des examens réguliers par le controle de son taux de PSA (tous les 6 mois)
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et la réalisation de biopsies. Ces divers examens permettent de déclencher le traitement curatif
a des seuils prédéfinis des parameétres controlés, afin de traiter la maladie a un stade
potentiellement mortelle mais curable, tout en préservant I’espérance de vie'®. Ainsi le critére
d’arrét de la surveillance active, outre le souhait du patient, passe par un changement dans les

résultats des biopsies ou d’une progression du stade T.

2) Curiethérapie

La curiethérapie ou radiothérapie interne est un traitement local des cancers de la prostate. Ce
traitement utilise les rayonnements d’implants radioactifs, placés a I’intérieur de la prostate,
afin de détruire les cellules cancéreuses. La décroissance du rayonnement au fur et a mesure de
I’¢loignement des sources radioactives permet de limiter les effets sur les tissus avoisinants. La
curiethérapie est indiquée pour les patients atteints d’un CAP localis¢ et présentant de faibles

risques de récidive.
Il existe deux procédés de curiethérapie :
- par implant temporaire (source Iridium 192), a la suite de ’irradiation, les
¢léments radioactifs ne restent pas dans la prostate.
- par implant permanent (grains d’lode 125), qui demeure le procédé le plus
commun
La curiethérapie peut étre associée a de la radiothérapie externe ou de I’hormonothérapie.
3) Chirurgie

La chirurgie est proposée aux patients ayant un CAP localisé ou localement avancé, et consiste
a réaliser une ablation totale de la prostate, des vésicules séminales et d’une partie des canaux

déférents.

(4)  Radiothérapie externe
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La radiothérapie externe est basée sur I’utilisation dirigée de rayonnements ionisants afin de
détruire localement les cellules cancéreuses afin de prévenir leur prolifération. Elle constitue

I’un des traitements de références pour les cancers localisés ou localement avancés.

b) Cancer de la prostate en rechute aprés traitement curatif ou métastatique,
sensible a la castration

(1) Hormonothérapie

Le traitement des patients avec un CaP en rechute apres traitement curatif ou présentant une
diffusion métastatique de la maladie comprend toujours une hormonothérapie. Cette forme de
traitement tire avantage du caractére hormono-dépendant des cellules cancéreuses de la prostate
: la progression tumorale est stimulée par la présence d’androgenes, notamment la testostérone
et la dihydrotestostérone (DHT). Ainsi par le blocage de la production ou de I’action des
androgeénes, la croissance tumorale est stoppée ou ralentie?®?!. La privation androgénique peut
étre obtenue par deux approches :

- La castration chirurgicale (orchidectomie bilatérale) ;

- La castration chimique : ce traitement a recours a des analogues (agonistes ou antagonistes)

de la LH-RH?%2

La suppression androgénique peut étre utilisée pour des formes localisées du CaP, en
association avec la radiothérapie, pendant une courte durée (6 mois) pour les cancers a risque

intermédiaire ou de longue durée (3 ans) pour les cancers a haut risque.

La déprivation androgénique peut étre associée a des anti-androgenes afin de s’assurer d’un
blocage androgénique complet. Ces anti-androgenes vont inhiber 1’activation du récepteur des
androgenes (RA) en se liant de maniére compétitive au niveau du site de liaison a son ligand :

la DHT. On distingue deux classes* :
- Les anti-androgenes stéroidiens : I’acétate de cyprotérone (Androcure®)

- Les anti-androgénes non-stéroidiens : Nilutamide (Anandron®), Flutamide

(Eulexin®) et Bicalutamide (Casodex®).
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c) Cancer de la prostate métastatique résistant a la castration

Au fil du temps, le patient développe un cancer de la prostate métastatique résistant a la

castration (CPRC)*>%7,

La résistance a la castration signifie que le cancer progresse malgré la suppression

androgénique. Ce stade est défini par différents criteres :

" une testostéronémie caractéristique d’une castration (< 50 ng/dL ou 1,7 nmol/L) ;

= une progression biologique, caractérisée par trois augmentations du PSA a au moins
une semaine d’intervalle, avec deux augmentations > 50 % de la valeur de PSA par
rapport au nadir et des valeurs de PSA supérieures a 2 ng/ml ;

= une progression radiologique.

Les traitements a disposition et le choix de la séquence thérapeutique optimal sont dépendants

du tableau clinique et du souhait du patient'>.

(1) Chimiothérapies

(a) Docetaxel

Le Docetaxel est un alcaloide qui cible les cellules cancéreuses par I’inhibition de leurs
mécanismes de division cellulaire. La molécule stabilise les microtubules, en liant la tubuline
ce qui inhibe leur dépolymérisation et conduit au blocage de la mitose cellulaire?®. C’est le
premier traitement ayant démontré un bénéfice significatif sur la survie chez des patients
atteints d’'un CPRC dans deux essais cliniques de phases III. Dans I’étude TAX 327, I’effet du
Docetaxel associ¢ a de la Prednisone (un corticostéroide) a ét¢ comparé a I’effet de la
Mitoxantrone couplé a de la Prednisone. La Mitoxantrone fut la premiere chimiothérapie
proposée aux patients atteints d’un CPRC!¢ ; cette molécule permettait d’atténuer la douleur et
d’améliorer la qualité de vie des patients sans pour autant augmenter leur survie?. L’étude
« SWOG9916 », par contre, visait a étudier 1’effet du Docetaxel associ¢ a 1’Estramustine,
comparé a la Mitoxantrone apparié a la Prednisone®®. Les deux études ont démontré une

amélioration de la survie globale par le Docetaxel :
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- 18,9 mois pour le bras Docetaxel + Prednisone comparé a 16,5 mois pour le
bras Mitoxantrone + Prednisone (Hazard Ratio (HR) = 0.76; 0.62 — 0.94 ;
Intervalle de confiance (IC) = 95% ; p = 0.009)

- 17,5 mois pour le bras Docetaxel + Estramustine comparé a 15,6 mois pour le

bras Mitoxantrone + Prednisone (HR = 0.80 ; 0.67 — 0.97 ; IC 95% ; p = 0.009)

11 faut préciser ici qu’un nombre limité de patients affectés par un CaP peut présenter des 1ésions
métastatiques déja au diagnostic, donc dans un contexte de potentielle sensibilité a la castration.
Trois études ont été réalisées afin de comparer ’effet du Docetaxel en association avec la
déprivation androgénique a la suppression androgénique seule dans ce contexte clinique.
L’essai randomisé de phase III GETUG-AFUI1S5 a évalué ’efficacité et la tolérance d’une
association de Docétaxel et hormonothérapie chez des patients présentant un CaP métastatique.
L’utilisation de Docetaxel a amélioré la survie sans progression biochimique (23 mois avec
Docetaxel contre 13 mois sans chimiothérapie ; HR : 0.72, p = 0.0052) et clinique (23 mois
contre 15 mois sans chimiothérapie (HR : 0.75, p = 0.0147). Cependant la combinaison de
traitement ne conduisait pas a une amélioration significative du bénéfice de survie. Apres un
suivi médian de 50 mois, la médiane de survie était de 58,9 mois pour le bras Docetaxel
comparé a 54,2 mois pour le bras déprivation androgénique seul (HR : 1.01 ; 0.75 — 1.36 ; IC
95%). Et cette absence de différence dans la médiane de survie des deux bras n’est toujours pas
visible aprés 82,9 mois de suivi médian3!.

L’¢tude ECOG-CHAARTED a évalué I’effet de I’administration de Docetaxel avec la
déprivation androgénique comparé a [’hormonothérapie seule. La médiane de survie est plus
importante pour les patients traités avec le Docetaxel et I’hormonothérapie comparé a la
déprivation androgénique seule (57.6 mois pour 44 mois ; HR = 0.61 ; 0.47-0.80 ; IC 95% ; p
< 0.001). Le groupe de patients présentant une charge de maladie plus importante ont eu un
bénéfice de survie de 17 mois avec 1’ajout de la chimiothérapie (49,2 mois pour le bras
Docetaxel avec hormonothérapie comparé aux 32,2 mois du bras hormonothérapie ; HR =
0.60; 0.45-0.81; IC 95%; p < 0.001). Cette étude a démontré que I’utilisation de la
chimiothérapie associ¢ a I’hormonothérapie, conduisait a augmenter la survie globale des
patients : la survie médian étant de 58 mois avec 1’ajout de la chimiothérapie contre 47 mois
avec I’hormonothérapie seule (HR : 0.73 ; 0.59-0.89 ; IC 95%)>>33.

L’essai randomis¢ STAMPEDE comprenait plusieurs bras de traitement : hormonothérapie
seule, Docetaxel + hormonothérapie, les deux traitements avec ou sans ajout d’acide

zolédronique (un biphosphonate). Aprés un suivi médian de 43 mois, une amélioration de la
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survie globale a été retrouvée chez les patients avec une CaP métastatique que ce soit dans le
bras Docetaxel + hormonothérapie (HR = 0.8 ; 0.65-0.99 ; IC 95%) ou dans le bras Docetaxel
+ hormonothérapie + acide zolédronique (HR = 0.92 ; 0.75-1.12 ; IC 95%). L’analyse d’un
sous-groupe de patients avec une CaP métastatique montre que 1’ajout de Docetaxel induit un
bénéfice sur la survie globale (65 mois contre 43 mois sans ajout de Docetaxel ; HR = 0.73 ;
0.59-0.89 ; IC 95%). Cependant les patients avec un CaP avancé, sans métastases, n’ont aucun

bénéfice de I’ajout de Docetaxel (HR = 1.01 ; 0.65-1.56 ; 95% IC)**.

Une méta-analyse de I’ensemble des données de ces essais cliniques ont confirmé 1’effet
bénéfique de 1’association de Docetaxel avec de I’hormonothérapie, sur la survie des patients

atteints de CaP métastatique hormonosensible®.

(b) Cabazitaxel

Jusqu’en 2010, le Docetaxel demeurait le traitement de référence sans alternative en cas
d’échappement a cette thérapie. Le Cabazitaxel est un dérivé semi-synthétique, appartenant a
la famille des taxanes. Il a été développé afin de servir de deuxiéme ligne de traitement en cas
de résistance a la chimiothérapie de premicre ligne. Le Cabazitaxel partage le méme mécanisme
d’action que le Docetaxel : il se fixe a la tubuline, ce qui induit son assemblage en microtubules,
ne pouvant se dépolymériser, et bloque la mitose cellulaire. L’étude de phase III randomisée
« TROPIC », a comparé, I’effet du Cabazitaxel associée a la Prednisone comparé a un
traitement incluant la Mitoxantrone associ¢ a la Prednisone. Cet essai a été réalisé chez des
patients prétraités, sans succes, avec le Docetaxel. Les résultats ont indiqué une amélioration
de la médiane de survie globale, de 2,4 mois, avec 1’utilisation du Cabazitaxel (12,5 mois a 15,1
mois ; HR = 0.70 ; 0.59-0.83 ; IC 95% ; p < 0.0001)?. Ces résultats ont conduit a la mise en
place du Cabazitaxel en tant que traitement de 2° ligne suite a une résistance au Docetaxel.
Par ailleurs, un essai clinique randomisé¢ de phase III « FIRSTANA » a test¢ 1’effet du
Cabazitaxel comparé au Docetaxel en tant que traitement de premicre ligne de patients
chimionaifs ayant un CPRC ou un CaP localisé a haut risque. Ainsi les patients ont été traités
avec trois bras différents : Cabazitaxel 20 mg/m? (C20), Cabazitaxel 25 mg/m? (C25) et
Docetaxel 75 mg/m? (D75). Les résultats indiquent que 1’effet du Cabazitaxel n’est pas
supérieur a celui du Docetaxel sur la survie globale : 24,5 mois pour le C20 (HR vs Docetaxel
=1.01; p=10.997), 25.2 mois pour le C25 (HR vs Docetaxel =0 ; p = 0.757) et 24,3 mois pour
le D75%.
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Mes travaux de thése portent sur 1’étude du CPRC et plus particuliérement sur la résistance a
I’anti-androgenes de seconde génération : I’Enzalutamide. Notre but est de pouvoir améliorer
ce traitement par la compréhension des mécanismes a l'origine de la résistance a
I’Enzalutamide. Il est donc nécessaire de développer I’ensemble des mécanismes pouvant étre

impliqués dans la résistance thérapeutique.

(2)  Anti-androgénes de seconde génération

Les patients traités par déprivation androgénique s’orientent inévitablement vers une résistance
a la castration . Ainsi ces derniers ne répondent plus a la premiére thérapie de suppression des
androgénes et ce stade de la maladie est associé a un mauvais pronostic. L’évolutivité de la
maladie vers une résistance a la castration hormonale a encouragé la recherche d’alternatives
thérapeutiques. Ainsi il a été prouvé que le RA restait actif dans des cellules du CaP et
contribuait a leur prolifération. En effet, la surexpression du RA suffisait a promouvoir la
progression tumorale malgré un traitement par déprivation androgénique dans des modeles

murins de xénogreffe’’-38,

Ces médicaments sont le sujet d’étude de cette thése et seront les seuls traitements considérés

dans la suite du développement de nos travaux.

(a) Acétate d’ Abiratérone (Zytiga®)

L’acétate d’Abiratérone est un inhibiteur de la biosynthése d’androgeénes issu de la
métabolisation de substrats androgéniques surrénaliens ou du cholestérol. Ce traitement va
cibler le cytochrome P450 17A1 (CYP17A1), I’enzyme clé de la stéroidogenése. Le CYP17A1
possede deux activités enzymatiques : une fonction 17a-hydroxylase, responsable de la
conversion de la prégnénolone et de la progestérone en précurseurs des glucocorticoides (17-
OH prégnénolone et 17-OH progestérone). Sa deuxi¢me fonction, 17;20-lyase, est responsable
de la production de déhydroépiandrostérone et d’androsténedione, a partir de précurseurs de

glucocorticoides (Figure 3)*°. L’utilisation d’acétate d’Abiratérone inhibe ces deux activités
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enzymatiques, ce qui conduit a diminuer la production androgénique au niveau des glandes
surrénales, des testicules et des tissus tumoraux. Il en résulte une réduction de la testostéronémie

chez des patients atteints d’un CaP*4!,

L’usage de I’acétate d’Abiratérone a ét¢ testé dans deux études de phases III sur des patients
atteints de CPRC. L’essai COU-AA-301 visait a comparer 1’efficacité et la tolérance de
I’ Abiratérone par rapport a un placebo dans une étude de phase III randomisée en double
aveugle chez des patients ayant déja re¢us une chimiothérapie a base de docétaxel*’. L’essai
COU-AA-302 a été réalisé chez des patients chimio-naifs atteints d’'un CRPC asymptomatique
ou peu symptomatique, et visait a comparer 1’efficacité et la tolérance de 1’ Abiratérone a un
placebo***, Les résultats des deux essais montrent un gain en survie globale :

- 14,8 mois dans le bras Abiratérone comparé a 10,9 mois pour le bras placebo

(HR =0.65;0.54-0.77 ; IC =95% ; p <0,001) dans I’essai COU-AA-301 ;

- 34,7 mois dans le bras Abiratérone comparé a 30,3 mois dans le bras placebo

(HR =0.81;0.70-0.93 ; IC 95% ; p = 0,0033) dans I’essai COU-AA-302

Récemment, une autre étude a démontré un effet de ce traitement pour la CaP en phase
métastatique précoce, hormono-sensible®. Cet essai clinique de phase III, réalisé en double
aveugle, vise a étudier, dans une cohorte de 1199 patients avec un CaP hormonosensible, 1’effet
d’un traitement avec de I’ Abiratérone associé a de la prednisone, par rapport a deux placebos.
Les premiers résultats de cette étude étaient pour une durée de suivi médian de 30,4 mois. Les
patients ayant recu de 1’ Abiratérone ont une survie sans progression de 33 mois vs 14.8 mois
pour les patients ayant regu le placebo (HR = 0.47 ; 0.39 — 0.55; IC 95% ; p<0.001). Ces
données ont conduit & une autorisation d’utilisation de 1’Abiratérone pour le traitement des
patients présentant un CaP métastatique hormonosensible a haut risque, en février 2018. Les
résultats finaux de cette étude, pour un suivi médian de 51.8 mois, confirment les précédents
résultats. Les patients traités avec I’ Abiratérone ont une survie globale de 53.3 mois vs 36.5

mois pour les patients recevant un placebo (HR = 0.7 ; 0.6-0.8 ; IC 95% ; p<0.0001)%,

(b) Enzalutamide (Xtandi®)

L’Enzalutamide est un anti-androgéne non stéroidien choisi sur la base de son affinité et de sa
sélectivité pour le RA dans des modéles de CaP. Cette molécule posséde une affinité 5 a 8 fois

supérieure au bicalutamide*’~#. L’Enzalutamide agit en tant qu’inhibiteur du RA en entravant
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sa translocation nucléaire, en bloquant sa liaison a I'ADN et en empéchant le recrutement de
ses co-activateurs (Figure 3)*. De plus, I’Enzalutamide est un antagoniste pur, sans propriétés
agonistes détectables dans des cellules de CaP (LNCaP) surexprimant le RA. Il a ét¢ démontré
que le médicament induit également une régression des tumeurs de xénogreffes de souris males

castrées, un modeéle ou le traitement au bicalutamide ralentit seulement la croissance>°.

L’Enzalutamide a été testé dans deux études de phases III sur des patients atteints de CPRC>!.
L’essai clinique « AFFIRM » est un essai, multicentrique, randomisé de phase III en double
aveugle testant 1’efficacité et la tolérance a I’Enzalutamide comparé a un placebo. Cet essai
s’adresse aux patients atteints d’'un CPRC ayant été prétraités avec du Docetaxel®?. L’étude
« PREVAIL » est un essai clinique de phase III randomis¢ en double aveugle visant & comparer
les effets d’un traitement avec 1’Enzalutamide par rapport & un placebo pour des patients
chimio-naifs atteints d’'un CPRC>?,
Pour les deux essais cliniques, il y a une amélioration de la survie globale avec I’utilisation
d’Enzalutamide :

- ¢tude PREVAIL : 32,4 mois dans le bras Enzalutamide compar¢ a 30,2 mois

dans le bras placebo (HR = 0.71 ; (0.60 — 0.84) ; IC 95% ; p <0.001) ;

- ¢tude AFFIRM : 18,4 mois dans le bras Enzalutamide comparé a 13,6 mois

dans le bras placebo (HR = 0.63 ; (0.53 — 0.75) ; IC 95% ; p <0.001) ;

Ces résultats ont justifié 1’utilisation de 1I’Enzalutamide dans le traitement du CPRC pré- ou

post-chimiothérapie.
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Figure 3 : Mécanismes d’action de |’ Abiratérone et de I’'Enzalutamide.

A. Axe hypothalamo-hypophysaire : voie LHRH. L’utilisation d’agonistes de LHR conduit a une
inhibition progressive de GnRH tandis que I'effet des antagonistes est immédiat. Cela conduit a une
réduction de la production de LH résultant en une faible testostéronémie. B. Inhibition de la
stéroidogenese a partir des androgenes surrénaliens par I’Abiratérone. C. Inhibition de I'activation
du RA par I'Enzalutamide : compétition avec la Dihydrotestérone pour la liaison au RA, entrave de
la translocation nucléaire du RA, perturbation de l'interaction entre I'ADN, le RA et les co-
activateurs.

AKR1C3 : Aldo-Keto Reductase family 1 member C3. 36-HSD : 368-hydroxysteroid dehydrogenase-
A5-4-isomerase. 176-HSD : 178-hydroxysteroid dehydrogenase. SRD5A : Steroid 5a-Reductase. STS :
Steryl-Sulfatase. SULT2A1 : bile salt sulfotransferase. DHEA : Déhydroépiandrostérone. DHEA-S :
DHEA-Sulfate. AD : Androstenedione. CYP17A1 : cytochrome P450 family 17 subfamily A polypeptide
1. DHT : Dihydrotestostérone. AR : Androgen Receptor. CoA : Co-activateur

(3)  Dichlorure de Radium-223 (Xofigo®)

Le chlorure de Radium-223 est un radio isotope, mimétique du calcium présentant un tropisme
osseux, ce qui permet de traiter les métastases osseuses en délivrant des rayonnements de haute
énergie a de courte distance, tout en préservant les tissus sains environnants>*,

L’utilisation de Radium-223 est recommandée pour les patients présentant un CPRC avec

atteinte osseuse sans métastases viscérales, ne pouvant bénéficier d’une chimiothérapie.

32



II. Le récepteur des androgénes

L’émergence d’un CPRC est systématique durant la période de suppression androgénique.
Parmi les mécanismes moléculaires participant a cette hormono-résistance, la voie de

signalisation du RA peut avoir une implication.

A. Les androgenes

Les androgénes sont des hormones stéroidiennes participant au développement, a la physiologie
et a la pathogénese de la prostate. Ils sont synthétisés par deux sources biologiques

d’androgénes™ :

- Les cellules de Leydig des testicules qui produisent la testostérone
- Les cellules corticales des glandes surrénales produisant principalement trois
androgénes : la déhydroépiandrostérone (DHEA), son ester de sulfate

(DHEA-S) et I’Androsténedione.

Le RA peut étre activé par différents androgenes, les ligands du RA sont la testostérone et son
métabolite, la DHT. Sous le controle de 1’axe hypothalamo-hypophysaire, les cellules de Leydig
vont produire la testostérone grice a deux hormones: I’hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires (GnRH) et I’hormone lutéinisante (LH). Ainsi sous forme libre
circulante et liposoluble, la testostérone traverse la membrane plasmique et se retrouve dans le
cytoplasme des cellules prostatiques. Par la suite, elle sera convertie par I’enzyme So-réductase
en DHT. Ce métabolite a une affinité cinq fois plus élevée que la testostérone pour le domaine

de fixation du ligand (LBD) du RA.

Physiologiquement, les androgenes participent au développement de I’appareil reproducteur,
des organes génitaux externes et de la prostate. Ces hormones jouent aussi un role dans le

métabolisme des différents tissus (peau, muscles, os, tissu adipeux)>®7.
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B. Caractéristiques du récepteur des androgenes

Le RA appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires NR3C (Nuclear Receptor
subfamily group C)>8. Cette famille comprend des récepteurs des hormones stéroides tels que
le récepteur des glucocorticoides (NR3C1), le récepteur des minéralocorticoides (NR3C2), le
récepteur de la progestérone (NR3C3), le récepteur des cestrogenes (NR3CA/B) et le récepteur
des androgénes (NR3C4)>-%°, Ces récepteurs sont des facteurs de transcription activés par la
liaison avec des ligands stéroidiens (les cestrogeénes, la progestérone, la testostérone, les

glucocorticoides, les minéralocorticoides)®!.

Le geéne du récepteur des androgeénes est situé sur le bras long du chromosome X en position
12 (Xql12), contient § exons et fait plus de 10kb. Ce géne code pour une protéine de 110 kDa
composée de 919 acides aminés. La protéine du récepteur des androgeénes est composée de

quatre domaines distincts (Figure 4)2%4 :

- Le domaine amino-terminal (NTD), résidus 1 a 537 : région régulatrice
permettant la transcription de génes spécifiques. Cette région est composée d’un
sous-domaine AF-1 (Fonction de transactivation 1), résidus 142 a 485, qui est
constitutivement actif et responsable de la majorité de 1’activité d’AR a travers
des interactions de type protéine-protéine®?>

- Le domaine de liaison a ’ADN (DBD), résidus 537 a 625 : région tres
conservée, qui permet la liaison avec I’ADN apres la fixation du ligand du RA.
L’interaction avec I’ADN se fait au niveau des régions promotrices des geénes
régulés par le RA, appelées « éléments de réponses aux androgeénes » (ARE).
Cette interaction conduit a I’activation des fonctions des domaines NTD et LBD
par un changement de conformation de I’homodimeére, permettant avec des
corégulateurs, d’induire la transcription des génes cibles®.

- La région charniére (Hinge), résidus 625 a 669 : permet la dimérisation du
récepteur et porte le signal de translocation nucléaire.

- Le domaine de fixation du ligand (LBD), résidus 669 a 919 : région
d’interaction avec les androgenes, contenant un sous domaine, AF-2 (Fonction

de transactivation 2), s’activant en fonction de la liaison a un ligand.
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Figure 4 : Représentation schématique du gene et de la protéine du RA

AR : Récepteur des Androgénes. NTD : Domaine N-Terminal. DBD : Domaine de
ligison a FADN. LBD: Domaine de ligison au ligand. AF-1: Fonction de
transactivation 1. AF-2 : Fonction de transactivation 2

C. Activation du récepteur des androgenes

En I’absence de son ligand, le récepteur des androgeénes est séquestré dans le cytoplasme, par
son association aux protéines de choc thermique (Heat-Shock Protein : HSP), HSP90, HSP70,
complexées avec les protéines FKPB52 et P23 679 Cette association inactive le RA, sans pour
autant affecter son affinité pour le ligand. C’est la liaison a la DHT, au niveau du LBD, qui
provoque la dissociation du complexe RA-HSP. Le RA change de conformation, provoquant
I’interaction entre ses extrémités N-terminal et C-terminal, ce qui va augmenter sa stabilité et
démasquer ses sites de dimérisation ainsi sa s€quence de localisation nucléaire (NLS). Apres
homodimérisation, le RA rentre dans le noyau sous forme de diméres griace a I’ o-importine 70
2. Des modifications post-traductionnelles peuvent aussi contribuer a sa translocation nucléaire
telles que la phosphorylation, la méthylation, la sumoylation ou I’acétylation 7>7*. Dans le
noyau, le RA se fixe au niveau des ARE, dans les régions promotrices de ses génes cibles. Cette
fixation induit la transcription de génes impliqués dans la survie et la croissance des cellules

prostatiques, la sécrétion de PSA, ainsi que d’autres voies de signalisation (Figure 5)%*68.
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Figure 5 : Activation de la voie de signalisation des récepteurs des androgenes.

Le RA reste sous forme inactive, liée a I’'HSP, dans le cytoplasme. La liaison de la DHT induit des
changements de conformation du RA et la dissociation des protéines chaperonnes. Aprées sa
translocation nucléaire, le RA interagit avec les éléments de réponse aux androgenes, et induit le
recrutement de cofacteurs aboutissant ainsi a la transcription de ses génes cibles.

RA : Récepteur des Androgénes. DHT : Dihydrotestostérone. HSP : Heat-Shock Protein. Polll :
Polymerase Il

Par ailleurs, il est intéressant de noter que les HSP peuvent avoir d’autres roles que celui de
protéine chaperonne. Par exemple, la MAPK p38 peut phosphoryler d’autres protéines kinases :
MK2 ou MK3 (MK : MAP kinase-activated protein kinase-2/3), qui vont, a leur tour, induire
la phosphorylation de la protéine chaperonne HSP27 au niveau de ses résidus Sérine, 15, Sérine
78 et Sérine 827°777. Ce processus de phosphorylation de la protéine HSP27 est provoqué par la
liaison du RA avec ses ligands. Ainsi en parallele de ’activation de la protéine HSP27, il y a
dissociation de I’HSP90 du RA, qui sera li¢ par ’HSP27 et diriger vers le noyau jusqu’a sa
fixation aux AREs (Figure 6.A)%”. Ce phénoméne participe a 1’augmentation de D’activité
transcriptionnelle du RA®’. De plus la protéine HSP27 est aussi impliquée dans la régulation de
I’ARNm du RA car une surexpression de la protéine HSP27 est associée a une augmentation
de la quantit¢ d’ARNm du récepteur’®. Un autre role de ’'HSP27 est son activation de la
protéine MMP-2 (Matrix Metalloproteinase type 2), qui stimule le processus d’invasion
cellulaire™. A I’inverse, s’il y a inhibition de la phosphorylation d’HSP27, la liaison du ligand
conduit a la dissociation complexe protéique RA-HSP90. Cependant en 1’absence de ’HSP27,
le RA sera reconnu et pris en charge par MDM2 (Murine Double Minute 2), une protéine E3
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ubiquitine ligase, conduisant a sa dégradation par le protéasome (Figure 6.B)®’. Ceci a pour

conséquence de réduire 1’activité transcriptionnelle du récepteur et d’augmenter le phénomene

d’apoptose dans les cellules®’8
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Figure 6 : Interactions entre la protéine HSP27, la MAPK p38 et le récepteur des androgenes

A. Fixation du ligand sur le récepteur des androgenes conduisant a la phosphorylation de la protéine HSP27
par la MAPK p38. Ceci induit la dissociation de la protéine HSP90 du RA et I'HSP27 permet la translocation
nucléaire du récepteur, jusqu’a sa fixation a I’/ADN et induction de son activité génomique. B. L'inhibition de la
protéine HSP27 conduit a I'association de I'E3 ubiquitine ligase, MDM2 avec le récepteur des androgénes.
Apreés ubiquitination, le récepteur est dégradé par le protéasome.

AR : Récepteurs des androgénes. ARE : Eléments de réponse aux Androgénes. HSP : Protéine de choc thermique.

PSA : Prostate Specific Antigen.
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D. Régulation du récepteur des androgénes

1. Modifications post-traductionnelles

Le RA peut subir différentes modifications post-traductionnelles pouvant altérer sa stabilité, sa

translocation nucléaire et son activité transcriptionnelle (Figure 7).

N-terminal domain DBD Hinge Ligand Binding
N‘|l | | | | l | | ’
S16 581 5213 Y363 §515 ||S578 8791
594 5256 K386 ks20| K630 K845
K630
Y267 S424 Y534 K632 K847
T282 K633
S293 $650
Phosphorylation ]
08
Acetylation | 83
Sumoylation |
Ubiguitination |
|

Methylation

Figure 7 : Sites de modifications post-traductionnelles du RA.
NTD : Domaine N-Terminal. DBD : Domaine de liaison a I’ADN. Hinge : Région charniére. LBD : Domaine de
ligison au ligand.

a) Phosphorylation

Le RA est phosphorylé sur différents résidus sérine (S), thréonine (T) et tyrosine (Y). Ces sites
de phosphorylation sont contenus principalement au niveau de la région NTD mais les autres
domaines (DBD, Hinge et LBD) posse¢dent aussi des résidus pouvant étre phosphorylés. Ainsi
la phosphorylation du RA participe a la régulation de sa localisation cellulaire et de son activité
transcriptionnelle. De plus, le RA peut étre phosphorylé en présence ou en absence
d'androgénes, ce qui implique qu’une phosphorylation du RA peut jouer un role dans la
sensibilité aux ligands, ce qui est un facteur important dans la progression du CaP et le

développement du CPRC (Tableau 4)3!.
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La phosphorylation du résidu S16 se produit en présence ou en absence d’androgenes : sa
phosphorylation augmente s’il y a fixation du ligand par le RA mais ce résidu reste phosphorylé
méme en 'absence d’androgénes. Les protéines PKA (Protein Kinase A) et Calmoduline kinase
IT ont été prédites comme potentielles kinases pour le site S16%2. Bien qu’aucune fonction
physiologique n’a ét¢ identifiée, il a été suggéré que ce site S16 pourrait avoir un role dans le
CPRC du fait de son état spécifique de phosphorylation®384,

Une étude a comparé par spectrométrie de masse, le niveau de phosphorylation de plusieurs
résidus sérine dans des cellules de CaP cultivées en présence d’androgénes®’. Les résultats
montrent que le résidu S81 est le site le plus phosphorylé du RA en réponse aux androgénes.
D'autres résidus S16, S256, S308, S424 et S650 présentaient également des niveaux plus ou
moins ¢élevés de phosphorylation dépendant de la concentration d’androgenes. Une autre étude
a déterminé que la phosphorylation du résidu S81 ¢était réduite dans un milieu appauvri en
androgénes. Cependant I’ajout de la DHT stimulait la phosphorylation de ce résidu Ser-81%°.
D’autres études ont associ¢ la phosphorylation du site S81 a la stimulation de D’activité
transcriptionnelle du RA (localisation cellulaire, fixation aux ARE, liaison a la chromatine) et
a l'expression de protéines androgéno-dépendantes (PSA). De plus, la phosphorylation du
résidu S81 conduit a la stimulation de 1’activité de plusieurs protéines Cdk 1, Cdk 5 et Cdk 9
(Cyclin dependent kinase) favorisant la croissance des cellules du CaP®>-%8,

La phosphorylation du résidu S94 n’est pas altérée par 1’absence d’androgénes®*4. De plus,
tout comme le résidu S16, aucune fonction biologique n'a été identifiée, cependant du fait de
son activation constitutive, un potentiel réle sur 1’activation transcriptionnelle du RA a été
suggeére.

Les effets de la phosphorylation du résidu S213 sont variables en fonction des kinases
impliquées. La phosphorylation du résidu S213 par Akt (Protein kinase B) stimule ’activité
transcriptionnelle du RA et accroit la stabilité du récepteur, ce qui a pour conséquence de
promouvoir la survie cellulaire des cellules du CaP?%%°, La phosphorylation induite par la kinase
PIM-1 est associée a la régulation de l'activité transcriptionnelle du RA pouvant étre impliquée
dans la croissance cellulaire des cellules du CaP en cas d’appauvrissement du milieu en
androgénes®?2. De plus, le niveau de phosphorylation du résidu S213 est plus important dans
le CPRC comparé au CaP hormono-sensible®>??,

Les résidus Y267 et Y363 du RA sont phosphorylés par Ackl. Une étude a montré que cette
phosphorylation favorise la croissance de xénogreffes de cellules LNCaP et LAPC4 chez des

souris castrées®. Ce role d'Ackl, dans la prolifération des cellules LNCaP en l'absence

d'androgenes, a été confirmé par une autre étude, qui a prouvé que l'expression d'un Ackl muté

39



(inactif) inhibait la croissance tumorale méme en présence d’androgénes. Ces données
suggerent un role d’Ackl du RA dans les cellules dépendantes ou indépendantes aux
androgénes®>°,

La phosphorylation de la S308 par le complexe protéique D3/CDK11P%® conduit a inhiber
l'activité transcriptionnelle du RA dans les cellules du CAP. Cette régulation négative conduit
a une diminution de la prolifération cellulaire®”. De plus, I'augmentation de la phosphorylation
du résidu S308 et du résidu S791 chez les patients atteints de CPRC contribue a améliorer leurs
bénéfices de survie. Cette observation confirme le role du site S308 dans la diminution de
l'activité transcriptionnelle du RA%.

La phosphorylation du résidu S515 contribue au processus de transactivation du RA par le
recrutement de la machinerie de transcription, nécessaire a la transactivation des génes cibles
du récepteur”. De plus, cette stimulation de I’activité transcriptionnelle du RA par la
phosphorylation du résidu S515 peut étre induite en réponse a 'EGF (Epidermal Growth
Factor) conduisant a une croissance tumorale, en présence ou non d’androgénes!,

La phosphorylation du résidu S578 par la protéine PKC (Protein Kinase C), en réponse a I’EGF,
augmente l'activité transcriptionnelle du RA et stimule la croissance cellulaire!®. Cependant ce
résidu peut aussi étre phosphorylé par la protéine PAK6 (p21-activated kinase 6), ce qui conduit
a inhiber la translocation nucléaire du RA et stimule son processus de dégradation'®!,

La phosphorylation du résidu S791, dépendante de la protéine Akt induit une augmentation de
la liaison au ligand ainsi que de la translocation nucléaire du récepteur. Cependant ces
phénomenes sont associés a une stabilité réduite du RA, suggérant un potentiel réle dans la
dégradation du récepteur'??. De plus, chez les patients atteints de CPRC, une augmentation de
I”¢état de phosphorylation du résidu S791 est associée a un bon pronostic, avec une augmentation
du taux de survie globale?®.

La phosphorylation du résidu S650, se produisant en présence ou en absence d’androgenes,
régule la localisation et I’activité transcriptionnelle du RA36103:194 T est intéressant de noter
que parmi les kinases ciblant ce résidu, la MAPK p38a est capable de le phosphoryler
directement. En effet, une étude a montré que I’inhibition de la MAPK p38 conduisait a réduire
le niveau de phosphorylation du résidu S650. De plus, les RA, sans résidus S650 phosphorylés,
ne pouvaient étre exportés hors du noyau. Le fait que ce résidu se situe dans la région charniére
et a proximité du signal de localisation nucléaire peut expliquer 1’incapacité du RA a traverser
du noyau vers le cytoplasme. Ainsi, la MAPK p38, par la phosphorylation du résidu S650
conduit a réguler négativement ’activité transcriptionnelle du RA, car il favorise le transport

du récepteur hors du noyau'%*.

40



Domaine Résidu Kinase / Phosphatase Fonction
phosphorylé
NTD S16 PKA, Calmoduline kinase
1182
Croissance cellulaire
NTD S81 PKC, CDK1, CDKS5, CDK9, Liaison a la chromatine
Src, PP2A%7:105 Activité transcriptionnelle
Stabilisation du RA
Spécificité du promoteur
NTD S94 PP2A8%105
NTD S213 PI3K, AKT1, PIM-187-8%.106 Translocation nucléaire
Stabilité de la protéine
NTD Y267 Ackl, Src?4-96.107 Activité transcriptionnelle
NTD Y223 Ack]!%® Activité transcriptionnelle
NTD S256 PP2A%
NTD S308 PP2A, Cycline Activité transcriptionnelle
D3/CDK11p58°7:105.109 Inhibition du RA
NTD Y363 Ackl® Activité transcriptionnelle
NTD S424 PP2A, PP182105 Activité transcriptionnelle
NTD S515 MAPK, CDK7%:1%0 Clivage du RA médié par
la Caspase 3
NTD Y534 Src!07.110-112 Localisation de la protéine
Activité transcriptionnelle
DBD S578 PKC, PAK6!00-101 Activité transcriptionnelle
Hinge S650 CK2a, MKK4, ERK1, JNK1, | Localisation de la protéine
p38a, PP186:103.104 Activité transcriptionnelle
LBD S791 PI3K, AKT]8%102,106 Localisation de la protéine
Activité transcriptionnelle
Inhibition de ’apoptose
LBD T850 PIM-1L*! Stabilité de la protéine

Tableau 4 : Phosphorylation des résidus du RA et leurs roles fonctionnels

b) Acétylation

Le RA est directement acétylé par des histones acétyltransférases (HATs) sur trois résidus
lysine (K) dans sa région charniére : K630, K632 et K633 (Figure 7). L’acétylation augmente
Iaffinité du RA pour ses cofacteurs et stimule son activité transcriptionnelle >4, A I’inverse
’action d’histones désacétylases (HDACs) tels que HDACI ou SIRTI (Sirtuine 1) conduit a la
diminution de Dactivité transcriptionnelle d’AR!>!®, Par ailleurs, une étude suggére que
I’acétylation pourrait étre impliquée dans la prolifération tumorale car I’expression exogene
d’un RA mimant 1’acétylation, dans la lignée DU145 (dépourvue du RA endogéne) conduit a
la stimulation de leur prolifération cellulaire. De plus, la xénogreffe et le suivi de la croissance
tumorale de ces cellules DU145 indique qu’elles sont moins sujettes a I’apoptose comparées a

des cellules possédant le RA sauvage'!”.
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C) Sumoylation

Le RA peut subir une sumoylation qui est la liaison covalente, au niveau de résidu lysine (K),
d’une ou de plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier), de petites protéines

structuralement proches de I’ubiquitine!!®

. La sumoylation peut moduler différentes processus
cellulaires tels que la transcription, le cycle cellulaire, le transport nucléocytoplasmique!!®. 11
existe 4 isoformes des protéines SUMO!!3, le RA est principalement modifié par SUMOI. Le
processus de sumoylation implique trois enzymes ligases différentes : E1, E2 et E3. L’enzyme
ligase E3 prend en charge le RA afin d’y associer la marque de sumoylation, qui est placée au
niveau des résidus K386 et K520 du récepteur (Figure 7). La sumoylation est un processus de
régulation de [Dactivité transcriptionnelle du RA qui diminue quand ce dernier est

sumoylé!20:121,

d) Ubiquitination

L’ubiquitination est la liaison covalente d’une ou plusieurs molécules d’ubiquitine sur des
résidus lysine. La fixation de l'ubiquitine est médiée par différentes molécules : 1’enzyme
d'activation séquentielle (E1), I’enzyme de conjugaison (E2) et I’enzyme ligase (E3).
L'ubiquitine contient sept résidus de lysine qui permettent la formation de chaines de poly-
ubiquitine!'?2. Cet enchainement d’ubiquitine sera reconnu comme un signal de dégradation et
donc ce processus est impliqué dans la stabilité de la protéine. Les sites d ubiquitination ont été
identifiés sur deux résidus lysine dans la partie C-terminale du LBD du RA : K845 et K847
(Figure 7)!2. Différentes E3 ubiquitine ligases ont été associées dans la régulation du RA. La
protéine MDM2 prend en charge le RA phosphorylé par Akt, conduisant a sa dégradation'?*,
En absence de phosphorylation du RA, c’est la protéine CHIP qui va induire le processus
d’ubiquitination du récepteur®. De plus, une autre enzyme, SPOP (Speckle-type POZ Protein),
peut aussi se lier au RA, sur un degron (motif structural minimal permettant la reconnaissance
et la dégradation d’une protéine) riche en sérine et thréonine dans la région charniére du
récepteur. Cette interaction SPOP-RA conduit a la dégradation du récepteur, a 1’inhibition des
génes transcrits par le RA et a une diminution de la croissance'?>'26, A I’inverse, I'enzyme
RNF6 peut stimuler la transcription du RA par 1’ajout de chaines de 7 et 27 résidus lysines au

niveau des sites K845 et K847'23, Ces chaines d’ubiquitines crées par RNF6 conduit au
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recrutement d’un co-activateur du RA, ARAS54, possédant un domaine d’interaction avec

’ubiquitine et participant a la stimulation de ’activité transcriptionnelle du RA!?3,

e) Méthylation

Le RA peut étre méthyl¢ au niveau de deux résidus lysine situés dans sa région charniere : K630
et K632. Ces résidus peuvent étre aussi acétylés (Figure 7). Cette région charniére contient une
séquence Lys-Leu-Lys-Lys, similaire a d’autres sites d’interaction de la méthyltransférase
SETO. 1l a été démontré que SET9 est capable de se lier au RA et que cette fixation augmente
les interactions entre les domaines N- et C-terminaux du RA, ce qui stimule son activité
transcriptionnelle. Par ailleurs, I’inhibition de I’expression de Set9 empéche la liaison du RA
sur les régions promotrices du PSA dans les cellules LNCaP. Et a I’inverse, une surexpression
de Set9 accroit la fixation du RA au niveau de ces mémes régions promotrices. Set9 a été
identifi¢ comme un régulateur positif de I’activité du RA, pouvant potentiellement jouer un role

dans le CaP!27-128,

2. Cofacteurs du récepteur des androgenes

Un panel d’environ 300 co-régulateurs potentiels du RA ont été identifiés!?’. Ces co-régulateurs
peuvent étre divisés en deux classes fonctionnelles : les co-activateurs, qui vont permettre
I’activit¢é du RA méme en présence de faibles concentrations d’androgénes. Et les co-
répresseurs qui vont réprimer la transactivation du RA'%, Ainsi les co-régulateurs peuvent
moduler ’activité transcriptionnelle du RA au niveau des séquences de ses génes cibles. Mais
ils peuvent aussi agir sur le métabolisme du RA, en régulant la stabilit¢ du RA via le
protéasome!3! ou les protéines chaperonnes comme HSP90!32. L’action des co-régulateurs peut
aussi se faire directement sur la structure et la fonction du RA par la modulation des

modifications post-traductionnelles précédemment évoqué (ligase, ubiquitinase, kinase)'3?.
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III. Mécanismes de résistance a la castration

Dans le contexte du CPRC, le RA joue un rdle majeur dans la promotion du développement
tumoral. Ainsi, I’étude menée dans cette thése ne tiendra compte que du réle du RA, et donc
des mécanismes de résistance associés a ces derniers seront plus développés que ceux
indépendants des récepteurs. Cependant, il est & noter 1’existence d’un sous-ensemble de

cancers réfractaires a la castration qui est indépendant de 1’activation du RA via d’autres

mécanismes.
A. Mécanismes de résistance a la castration indépendants du récepteur des androgenes
1. Expression du récepteur aux glucocorticoides

Le récepteur des androgenes et le récepteur des glucocorticoides (RG) font partie de la méme
famille de récepteurs nucléaires conduisant a des similarités dans leurs structures et leurs

mécanismes d’action'34,

Il a ét¢ démontré que I’inhibition du récepteur des androgénes induit une augmentation de
I’expression du récepteur des glucocorticoides!?®. Ce récepteur activé est capable d’interagir
avec les ¢léments de réponse aux androgenes et de réguler un sous-ensemble de genes cibles
du récepteur des androgénes. Ainsi par 1’activation du récepteur des glucocorticoides, des

cellules tumorales résistantes a I’Enzalutamide peuvent poursuivre leur croissance!*¢

. De plus,
le blocage de I’expression du récepteur des glucocorticoides dans des lignées LNCaP et VCaP
résistantes a I’Enzalutamide permet de rétablir la sensibilité au traitement!®’. Ainsi, la perte ou
l'inhibition de l'activité transcriptionnelle du récepteur des androgenes est contournée par

l'expression d'autres récepteurs stéroidiens qui peuvent promouvoir la croissance tumorale.

2. Plasticité cellulaire : acquisition d’un phénotype neuroendocrine

Parmi les cancers de la prostate, un sous-ensemble échappe a la suppression androgénique par
I’acquisition d’un phénotype neuroendocrinien, devenant ainsi un cancer de la prostate
neuroendocrinien (CPNE)!®8, Les cellules de CPNE se distinguent par un changement de
morphologie, de type carcinome a petites cellules, dans lesquelles il n’y a pas d’expression du
RA ni de production de PSA. Il est possible de détecter les biomarqueurs spécifiques de ce

hénotype neuroendocrinien tels que la chromogranine A, 1’énolase neurospécifique ou la
Y
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139142 Cette plasticité cellulaire permet aux tumeurs de passer de

synaptophysine
caractéristiques histologiques d'adénocarcinome, exprimant le récepteur des androgenes, a des
caractéristiques neuroendocrines n’exprimant pas le récepteur des androgeénes. Une étude
suggére que cette transition se fait a partir d’un précurseur d’adénocarcinome!*. En effet, il a
¢été¢ montré que la perte ou la mutation de TP53 (codant pour la protéine suppresseur de tumeur
p53) etde RB1 (codant pour la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome) est un facteur
important dans I’induction de la différenciation neuroendocrinienne. En effet, chez des souris
dépourvues de la protéine Rb1, I’inhibition du RA favorise la transition des cellules cancéreuses
de la prostate vers un phénotype neuroendocrinien. De plus, la mutation de TP53 confére une
résistance supplémentaire aux traitements. Similairement, dans des modeles de cancer de la
prostate humaine, lors d’un traitement avec de I’Enzalutamide, les cellules tumorales pouvaient
alterner entre dépendance et indépendance androgénique. Ces phénoménes coincidaient avec
une perte de TP53 et de RB1'#4146, A ce jour, les mécanismes précis induisant ce changement
de phénotype restent mal connus. Cependant, des études associent 1’origine des CPNE a la
réactivation de programme de transition epithélio-mesenchymateuse (TEM). En effet, des
¢tudes ont montré que 1’inhibition du RA conduit a stimuler des génes impliqués dans le TEM,
tels que ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1). L’expression de ce facteur de
transcription est augmenté quand le RA est inhibé, ce qui induit une activation du processus de

TEM et donc un changement de phénotype cellulaire!#”-148,

Ainsi le phénomeéne de différenciation neuroendocrinien est un mécanisme pouvant promouvoir

la résistance a la castration tout en assurant la progression tumorale.

3. Altération de voies de signalisation : exemple de PI3K-AKT-mTOR

Le CaP peut présenter des altérations de certaines voies de signalisation pouvant participer a sa
progression. L’axe PI3K-AKT-mTOR (Phosphoinositide  3-kinase/protein  kinase
B/mechanistic Target Of Rapamycin) est souvent dérégulé dans les tumeurs primaires et
métastatiques. La protéine PI3K est activé par des récepteurs couplés a la protéine G ou a des
récepteurs a activité tyrosine kinase. Cette activation conduit a la phosphorylation de la protéine
AKT, qui stimule a son tour, I’enzyme mTOR. Ainsi la voie PI3K-AKT-mTOR est capable de
promouvoir la survie cellulaire par la régulation de la phosphorylation, de la transcription ou
de la traduction de plusieurs cibles en aval'*~!1>!. Dans le cas du cancer de la prostate, la

dérégulation de la signalisation PI3K-AKT-mTOR a pu étre observée pour les stades localisés
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et avancés du cancer. De plus, I’inactivation de la PTEN (phosphatase and tensin homolog), un
gene suppresseur de tumeur, inhibiteur de la voie PI3K-AKT, est aussi courante dans les
tumeurs avancées de la prostate 4152153 1.’absence de PTEN corrélée a une inhibition du RA,
conduit a I’activation de la voie PI3K-AKT-mTOR, provoquant I’émergence d’une résistance
a la suppression androgénique '>*!53, Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’une inhibition
de l'axe PI3BK-AKT-mTOR peut stimuler la différenciation neuroendocrine des cellules

prostatiques cancéreuses, ce qui peut contribuer a I’agressivité des tumeurs!>®

B. Mécanismes de résistance a la castration dépendants du récepteur des androgénes

La progression vers un CPRC et 1’échappement hormonal associé¢ sont le plus souvent
provoqués par la réactivation du RA%. L’utilisation des anti-androgénes, dont I’Enzalutamide,
a donc fait de I’inhibition du RA, la stratégie thérapeutique appliquée pour les CPRC. Ce
traitement a ainsi conduit a augmenter les bénéfices de survie des patients. Cependant
I’émergence d’une résistance a I’Enzalutamide est inévitable car de nombreux mécanismes

)7, Ainsi

moléculaires permettent la réactivation de la voie de signalisation du RA (Figure 8
comprendre les processus impliqués dans la progression de la tumeur apres la réponse initiale

au traitement est nécessaire pour améliorer les effets de la thérapie.
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Figure 8 : Les mécanismes de résistance a l'inhibition de la voie de signalisation du récepteur des
androgenes
AR : Récepteur des Androgénes. CoA : Co-activateur d’AR. TF : facteur de transcription.
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1. Synthése d’androgenes surrénaliens et intra-tumoraux

Les principaux androgenes actifs pour la prostate sont la testostérone et la DHT. Le processus
de castration par voie chirurgicale ou chimique va induire une réduction de la testostéronémie
supérieure a 90%. Cependant les cellules cancéreuses de la prostate peuvent synthétiser des
androgenes (Figure 8.1). En effet, une comparaison de biopsie tissulaire de patients
hormonosensibles et hormonorésistants a révélé un taux plus élevé de biosynthése d’androgénes
pour les patients résistants a la castration. Cette production androgénique soutenue est la
résultante d’une stéroidogenése d'androgeéne a partir du cholestérol présent dans les tissus
tumoraux %162, Une autre alternative est la conversion de précurseurs d’androgénes produits
dans les glandes surrénales tels que la DHEA en DHT 63164,

Le traitement par I’ Abiratérone cible la production d’androgenes surrénaliens (par 1’inhibition
de CYP17). Bien que cela conduise a la diminution du taux de DHEA, sa forme sulfatée, le
DHEA-S peut servir de précurseur pour étre converti en testostérone et en DHT dans les tissus

prostatiques'®®. Les androgénes surrénaliens et intra-tumoraux permettent ainsi de maintenir la

progression tumorale.

2. Amplification et surexpression du récepteur des androgenes

L'amplification du gene du RA est une altération génétique courante chez les patients ayant un
CPRC et plus rare chez les patients non-traités par suppression androgénique'®® (Figure 8.2).
Cette amplification conduit a la surexpression de I’ARNm et de la protéine du RA. En effet, il
a été démontré que le taux d’ARNm du récepteur est deux fois supérieur pour les CPRC quand
ce gene est amplifié. De plus, il y a une augmentation du taux de protéine du RA dans plusieurs
modeles de xénogreffes de tumeurs isogéniques hormono-résistants comparées aux hormono-
sensibles!'®”168, Une autre étude a exposé un mécanisme supplémentaire conduisant a la
suractivation de la voie de signalisation du RA : I’augmentation de la stabilit¢ du RA. La
dégradation du RA se fait par un processus d’ubiquitination. L’enzyme E3 ligase, SPOP a pour
substrat le RA et promeut la polyubiquitination du récepteur. Une mutation inactivant SPOP ou
son co-activateur NCOA3 (Nuclear receptor coactivator 3) empéche la liaison au RA et donc
sa dégradation, ce qui conduit a I’accumulation du récepteur!?%1%°. Ainsi I’ensemble de ces
modifications permet aux cellules tumorales, d’étre plus sensibles a des faibles taux

d’androgénes ce qui contribue a leur prolifération en condition de suppression androgénique!”’.
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3. Mutations activant le récepteur des androgenes ou élargissant son spectre de ligands

Au stade de résistance a la castration, les mutations du RA sont fréquentes (Figure 8.4). La
majorité¢ de ces altérations étant des mutations ponctuelles localisées dans le NTD ou le
LBD!%:1% Des études récentes ont montré que 15 a 20% des biopsies de tumeurs prostatiques
réfractaires a la castration présentent des mutations activatrices dans la région LBD. Les
altérations les plus courantes sont : T8§78A, H875T/Y, W742C et L702H. Cette région constitue

un point chaud mutationnel'”!.

Les altérations touchant la région charniere et le LBD
conduisent & une augmentation de I’activation du récepteur associé¢ a une baisse de spécificité
pour le ligand. Suite a une déprivation androgénique prolongée, la fréquence de la mutation
T878A est plus ¢élevée chez les patients hormonorésistants comparé a celles des patients
hormono-sensibles'’>!73, Dans des conditions d’inhibition du CYP17Al, la production de
DHEA et de testostérone est bloquée. Cependant la concentration de progestérone augmente.
La mutation T878A va conférer des propriétés agonistes a la progestérone sur le RA et conduire
a I’activation de cette voie. Cette mutation renforce la liaison du ligand au récepteur et augmente
la sensibilité aux hormones stéroidiennes!’*. Une autre mutation ponctuelle, L702H, peut
conduire a diminuer la spécificité de ligand du RA et permettre son activation par les
glucocorticoides (Figure 8.5). L’utilisation concomitante d’ Abiratérone avec soit la prednisone
ou la dexaméthasone (un anti-inflammatoire) conduit a favoriser I’émergence du RA portant la
mutation L702H. Ce qui a pour conséquence de permettre la prolifération tumorale en dépit du
traitement a 1’ Abiratérone!’>. Les mutations peuvent aussi convertir les effets antagonistes de

certaines molécules en fonctions agonistes!’®,

Lors d’un traitement prolongé avec de
I’Enzalutamide, la mutation F877L (autrement appelée F876L) du RA, transforme I’anti-
androgeénes en agoniste du récepteur, ce qui contribue au maintien de la signalisation
androgénique malgré I’hormonothérapie!”’. Cette mutation et ce phénomeéne de conversion des
antagonistes en agonistes se retrouvent aussi bien dans les lignées résistantes a I’Enzalutamide,

que chez des patients traités avec 1’Enzalutamide, 1’ Abiratérone ou 1I’Apalutamide (un anti-

androgéne homologue de I’Enzalutamide)!¢6:178,

4. Surexpression de co-activateurs du récepteur des androgénes

Les co-régulateurs sont des protéines impliquées dans la stimulation ou I’inhibition de I’activité
transcriptionnelle du RA'” (Figure 8.6). Ces enzymes vont permettre de moduler ’activité

d’autres protéines a travers des processus de phosphorylation, ubiquitination, méthylation ou
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acétylation'®*13! Tl existe plus de 300 molécules différentes, identifiées comme étant des co-
activateurs ou des co-répresseurs du RA. Lorsque le RA interagit avec un co-activateur, cela
induit une stimulation du récepteur, entralnant une augmentation de son activité
transcriptionnelle. Une étude a démontré que FKBP51 (FK506-binding protein 51), un géne
cible et un co-activateur du RA, était surexprimé dans la lignée de tumeur de la prostate LAPC-
4 provenant de souris castrées. La protéine FKBP51 contribue a la formation d’un complexe
chaperon via le recrutement de la protéine co-chaperonne p23 a la molécule Hsp90 li¢ a ATP.
Cette derniére protéine va permettre de maintenir la conformation du RA et augmenter son
affinité pour la liaison de ligands'®?. Un autre exemple de mécanisme peut conduire a la
stimulation du RA. Le récepteur ROR-y (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor y) est
surexprimé et amplifié dans les CPRC. Il est capable d’induire le recrutement des co-activateurs
SRCI1 et SRC3 pour stimuler la transcription du RA. Et I'utilisation d’un antagoniste de ROR-

v aboli I’expression du RA et de son variant RA-V7 dans les lignées de CaP!®?.

La surexpression des co-activateurs, corrélée a une diminution des protéines co-répressives,
conduit a favoriser 1’activité transcriptionnelle du récepteur et donc la prolifération des cellules

tumorales.

5. Expression de variants d’épissage du récepteur des androgenes : cas du variant RA-V7

Notre étude considérera I’implication des variants d’épissage (V-RA), plus particuliérement du
variant RA-V7, en tant que principale cause dans 1’émergence de [’insensibilité¢ a

I’Enzalutamide (Figure 8.3).
a) Caractéristiques des variants d’épissage

Les V-RA sont des formes tronquées du RA, dépourvus de LBD et seulement constitués des
régions NTD et DBD. Cette particularité donne une importance clinique aux V-RA car ces
récepteurs, par leur activation constitutive, peuvent induire la transcription des genes cibles du
RA, indépendamment de la liaison aux androgénes!®+1%7, 11 existe 24 V-RA connus a ce jour
(Figure 9)!88. Certains d’entre eux sont constitutivement actifs, comme RA-V7 ou RAY>¢7¢s,
tandis que d’autres V-RA ont une activité conditionnelle. Par exemple, RA-V1 et RA-V9 ont
une activité génomique indépendante du ligand dans la lignée LNCaP mais ces isoformes
demeurent inactives dans la lignée PC-3. Par ailleurs, bien que tronqués au niveau de

I’extrémité C-terminale, tous les variants n'ont pas nécessairement une activation constitutive.
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En effet, seuls ceux possédant un signal de localisation nucléaire (NLS) sur la protéine

présentent cette caractéristique. Le variant RA-V7 constitue une exception car il est dépourvu

de NLS, de plus, il est localisé dans le noyau et il posséde une activité constitutive indépendante

du ligand'#-1%0,

A CE5
S —— — TEEa)
C‘E4 CE1__,CE3 Rl o
B NTD DBD Hinge LBD o
ARFL| 1 [2[s[4]s]e[7]e]
Taul Tau5/AF5
C Transcripts o Proteins
ARVI 1 [2]3]cEq NTD MTLGAAVVVSERILRVFGVSEWLP
AR-V2 | 1 [2]3]3cEd NTD MTLGAAVVVSERILRVFGVSEWLP
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Figure 9 : Le récepteur des androgénes et ses variants d’épissage

A. Structure du géene du RA avec ses exons canoniques et cryptiques. B. Structure de ’ARNm du RA-e
(RA non tronqué). AF-1, Taul, Tau5/AF-5 et AF-2 sont les domaines fonctionnels d’activation. La D-box
est la région régulant la dimérisation lors d’interaction entre RA-e/RA-e, RA-e/V-RA, VR-A/V-RA. C.
Structures des ARNm et des protéines des V-RA. Les séquences peptidiques propres aux VR-A sont
indiquées en rouge. Les triangles inversés blancs indiquent la position de codon stop. L'exon 9 posséde
4 sites cryptiques d’épissage indiqués comme 9a, 9b, 9c et 9d.

CE : Exon cryptique. NTD : Domaine N-terminal. DBD : Domaine de liaison a I'’ADN. Hinge : Région
charniére. LBD : Domaine de liaison du ligand. AR-V : Variants d’épissage.
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Par ailleurs, les V-RA, similairement au RA-e (RA entier/non tronqué), passent par un
processus de dimérisation pour pouvoir agir en tant que facteur de transcription. Les différentes
interactions des domaines N et C terminaux ainsi que des régions D-box de chaque récepteur
permettent leur association en diméres. Pour le RA-e, il a été montré que des mutations dans le
domaine N-terminal ou la région D-box conduisent a la perte de son activité de régulateur
transcriptionnel'®!. Dans le cas des V-RA, tels que RA-V7 ou RAY %7, il a été montré qu’ils

192 11 a été suggéré

peuvent former des homodiméres mais aussi des héterodimeres avec le RA-e
que cette association se faisait soit au niveau de la région DBD, site D-box, soit au niveau de la

partie N-terminale du RA-e sur lequel se fixe le V-RA (Figure 10)%.
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Figure 10 : Activation du RA-e et des V-RA par dimérisation des récepteurs

1. Liaison de la DHT au domaine LBD du RA-e. 2. Formation d’homodimeres du RA-e par interaction entre
leurs domaines N-C terminaux, suivi de la translocation nucléaire. 3. Liaison du V-RA avec le RA-e ayant fixé
son ligand. Formation d’hétérodimeéres RA-e / V-RA par interaction des domaines N-C terminaux et/ou par
leurs régions DBD suivi de la translocation nucléaire. 4. Liaison du V-RA avec le RA-e sans fixation préalable
de son ligand. Formation d’hétérodiméres RA-e / V-RA par interaction des régions DBD suivi de la
translocation nucléaire. 5. Formation d’homodimeres de V-RA par leurs régions DBD suivi de la translocation
nucléaire.

AR-FL : RA-e. AR-V: V-RA. DHT : Dihydrotestostérone. DBD : Domaine d’interaction avec I’ADN. ARE :
Eléments de Réponse aux Androgénes. CR : Co-régulateurs

Les conséquences d’une telle association est fonctionnelle, la dimérisation conduit a une
colocalisation des différents récepteurs aux régions génomiques cibles et donc a I’activation
des cibles transcriptionnelles du RA. Ainsi les homo/héterodiméres du RA-e/V-RA peuvent
avoir une influence sur les thérapies par leur implication dans ’instauration de la résistance a

la castration a travers leur activité transcriptionnelle!*!%4, De plus, cette interaction entre les
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récepteurs peut aussi influer sur le ciblage du RA : I’association de 1’hétérodimeére n’est pas
perturbée par un traitement avec de 1’Enzalutamide et participe donc a la résistance a ce

traitement'?3.

b) Mécanismes moléculaires a I’origine des V-RA

Le mécanisme principal a I’origine des V-RA est 1’épissage alternatif. Ce processus permet des
modifications post-transcriptionnelles sur I’ARNm afin de générer des transcrits alternatifs, qui
vont coder pour des isoformes de protéines pouvant étre structurellement et fonctionnellement
différents. Ce processus cellulaire est a I’origine de la diversité du protéome pour lequel, 20 000
génes peuvent coder pour environ 95 000 protéines uniques'®®. Ainsi le RA peut subir plusieurs
événements d’épissage alternatifs donnant sa variété d’isoformes. Le RA-e est composé de 8
exons canoniques, auxquels sont associés des exons cryptiques, situés dans les introns 2 et 3.
Durant le processus de maturation de I’ARNm, les sauts d’exons 2, 3 ou 7 et la rétention de
I’exon 6 sont les phénoménes d’épissages connus pour générer les V-RA!'**, Dans le cas du
variant RA-V7, celui-ci est issu de la rétention des trois premiers exons canoniques du RA et
de I’intégration d’un exon cryptique, situ¢ dans I’intron 3 : ’exon CE3. L’¢pissage de cet exon
CE3 est suivi de I’ajout de 16 acides aminés puis la traduction de ’ARNm se termine
prématurément. Ainsi, I’épissage alternatif produit une isoforme du RA composée des exons
1/2/3/CE3 correspondant aux régions NTD, DBD et a une séquence C-terminale dérivant de

I’exon CE3 (Figure 11)"°.
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Figure 11 : Le RA-e et son variant RA-V7

Le RA-e est constitué de 8 exons codant pour le NTD (bleu), le DBD (jaune), la région
charniére (vert) et le LBD (violet). Le variant RA-V7 est constitué des 3 premiers exons
canoniques du RA-e et d’un exon cryptique le CE3. L'épissage du CE3 est suivi d’un
arrét prématuré du processus de traduction.

AR-FL : RA-e. NTD : Domaine N-terminal. DBD. Domaine de liaison a I’ADN. Hinge
region : Région charniére. LBD : Domaine de liaison au ligand.

Il est a noter qu’il existe des variations dans 1’expression des V-RA comparée au RA-e. En
effet, au fur et a mesure de la progression du CaP, les V-RA sont moins exprimés dans les tissus
prostatiques normaux et plus exprimés dans les tissus cancéreux hormonosensibles et surtout

171,186,197 " Ces observations ont conduit & considérer

les tissus cancéreux résistant a la castration
que la biosynthése de V-RA peut ne pas étre seulement due a 1’épissage alternatif mais a
I’existence d’autres mécanismes. L’expression des V-RA peut étre augmentée en cas de
réarrangement du géne du RA-e. Dans les lignées CWR-R1 et 22Rv1, il y a une forte expression
du RA-V7 corrélée avec des réarrangements structurels intragéniques du RA (duplication du
nombre de copies du geéne). De plus, ces lignées présentent une résistance aux traitements
ciblant le RA. Inversement, une sous-population de CWR-R1 qui ne présente pas ces
remaniements du gene RA, ont une plus faible expression du RA-V7 ainsi qu’une sensibilité
aux anti-androgénes!'*®2% Une autre étude a démontré que la voie de signalisation NF-xB peut
induire une variation de I’expression du RA et de ses variants. Dans des cellules LNCaP, la
surexpression de composants de cette voie, tels qu’IKK2 (Inhibitor of nuclear factor Kappa-B
Kinase subunit f) ou p52 conduit a I’augmentation de I’expression du RA et des V-RA.
Inversement, ’inhibition de la voie NF-kB conduit a diminuer I’expression des V-RA201-202 En

effet, Dextinction de [D’expression des protéines hnRNP (heterogeneous nuclear
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RiboNucleoProteins), hnRNPA1 et hnRNPA2, sous le contréle de la voie NF-kB conduit a
diminuer I’expression protéique du RA-e et du RA-V7 dans des lignées 22Rv1 et VCaP. Cette
diminution d’expression des récepteurs est associée avec une augmentation de la sensibilité a

203 D’autres molécules, appartenant a la famille des hnRNPs,

un traitement avec I’Enzalutamide
hnRNP1 et hnRNPHI1 peuvent s’associer directement au locus du géne du RA et induire
I’expression du RA-e et des V-RA, dont RA-V7%%, Une autre étude a démontré que des facteurs
d’épissage, SRSF1 (Serine And Arginine Rich Splicing Factor I autrement appelé ASF/SF2) et
U2AF65, peuvent s’associer au pré-ARNm du RA, au niveau de I’exon CE3/3b (codant pour
I’exon 3’ terminal du RA-V7). Ainsi, dans des lignées LNCaP95, exprimant fortement RA-V7,
I’inhibition de I’expression de ces facteurs d’épissage conduit a 1’abolition de 1’épissage de
I’exon 3 en exon CE3, et donc a la diminution de I’expression du RA-V72%, Outre I’expression
du RA et I’altération du processus d’épissage, d’autres mécanismes peuvent induire la syntheése
de V-RA. Par exemple, une mutation non-sens, localisée dans I’exon 4 de ’ARNm du RA
(ARQ640X) peut étre a I'origine de la formation d’un codon stop. L’arrét précoce de la
traduction produit ainsi un variant constitutivement actif qui se localise dans le noyau?%, Un
autre mécanisme alternatif de synthése de V-RA implique une protéase dépendante du calcium :
la calpaine 2. Cette enzyme peut induire un clivage protéolytique au niveau C-terminal du RA,
ce qui peut conduire a la biosynthése de V-RA. Or il a été¢ montré que 1’expression de calpaine
2 est plus ¢élevée dans les CaP métastatiques en comparaison a des CaP localisés, ce qui laisse

suggérer un role dans la formation de V-RA207-208,
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c) Fonctions génomiques du RA-V7

I1 a été démontré que le variant RA-V7 est capable de réguler a la fois des genes cibles du RA

mais aussi un ensemble de génes a part entiére (Tableau 5).

Récepteur Cibles géniques communes Cibles géniques spécifiques
RA-e EDN2, ETS2, FKBP5, ETS2* RASSF3** SGKI1
V-RA : RA-V7/ AR-V3¢7es  KLK2 (HK2), KLK3 (PSA), AKTI1, BIRC3, CDC25B,
MDHI1, NKX3-1, OGDH, CCNA2, EDN2, ETS2,
TMPRSS2 HESI1, HSP27, ORMI,

SRD5A1, UBE2C

AKT1 : Protein Kinase B/ BIRC3 : Baculoviral IAP Repeat Containing 3/ CCNAZ2 : Cyclin
A2 / CDC25B : Cell Division Cycle 25B / EDN2 : Endothelin 2 / ETS2 : ETS Proto-
Oncogene 2 / FKBP5 : FKBP Prolyl Isomerase 5/ HES1 : Hes Family BHLH Transcription
Factor 1 / HSP27 : Heat Shock Protein 27 / KILLK2 : Kallikrein Related Peptidase 2 / KILLEK3 :
Kallikrein Related Peptidase 3 / MDHI : Malate Dehydrogenase 1 / NKX3-1: NK3
Homeobox 1/ OGDH : Oxoglutarate Dehydrogenase / ORMI1 : Orosomucoid 1/ SGK1 :
Serum/Glucocorticoid Regulated Kinase 1 / RASSF3 : Ras Association Domain Family
Member 3 / SRD5A1 : Steroid 5 Alpha-Reductase 1/ TMPRSS2 : Transmembrane Serine
Protease 2 / UBE2C : Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 C

* Si déplétion du FT FOXAT1 ** Si expression du FT FOXA1

Tableau 5 : Exemples de génes régulés par le RA et ses V-RA
En I’absence d’androgénes, les V-RA, tels que RA-V7 et ARV ®7® sont capables d’induire
I’expression de génes régulés par le RA comme le PSA (KLK3)"” ou TMPRSS2 (Sérine
protéase transmembranaire), un géne pouvant fusionner avec les genes des facteurs de
transcription ETS (E26 transformation specific), ERG ou ETV1, favorisant le développement
du CPRC?*. En plus, de I’activation de cibles communes au RA-¢, le variant RA-V7 peut aussi
induire 1’expression d’un sous-ensemble unique de genes. Une étude a montré que dans la
lignée LNCaP, I’expression inductible du RA-V7 était suffisante pour stimuler la transcription
des genes tels que SRD5SA1 - Steroid 5 a-Reductase I (une enzyme catalysant la conversion de
la testostérone en DHT) ou ETS2 — ETS Proto-Oncogene 2 (un facteur de transcription impliqué
dans la régulation de I’apoptose)?!°. Une autre étude a montré que le RA-V7 peut aussi conduire
a I’expression de génes tels que AKT1'% (Protein Kinase B) ou des génes impliqués dans la
régulation de la phase M du cycle cellulaire (CCNA2 ou UBE2C)!7-?!1, Par ailleurs, le RA-¢
posséde aussi, des cibles exclusives comme SGK12!2. Mais il est intéressant de noter que la
régulation exclusive de certains genes peut étre dépendante de certaines conditions. C’est le cas

des génes EDN2 et ETS2 qui peuvent étre régulés par le RA si le facteur de transcription (FT)
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FOXAT1 est absent. Autrement, la présence du FT FOXAI est requise afin que le RA puisse
réguler le géne RASSF3210.

Parmi les différentes cibles géniques, certaines études conferent une régulation exclusive a un
RA donné tandis que d’autres contredisent cette observation par la découverte d’une régulation
commune (exemple des génes END2 ou ETS2). Le contexte cellulaire d’étude et les lignées du
CaP utilisées peuvent expliquer une telle disparité. En effet, les génes régulés par le RA sont

dépendants du contexte cellulaire?!?.

Divers paramétres peuvent influencer le rdle des
récepteurs. Tout d’abord 1’environnement cellulaire, la concentration d’androgenes influence
la prolifération des cellules du CaP. Quand ces dernic¢res sont exposées a un intervalle de
concentration d’androgenes allant de 0,1 a 1 nM, leur prolifération est efficacement stimulée.
Cependant quand le seuil de concentration d’androgeénes dépasse 10 nM, cela conduit a un effet
antiprolifératif?!4. Ainsi, certains génes sont sensibles a cette variation de concentration en
androgenes. Des génes comme UBE2C et CCNA2, peuvent étre régulés par le RA-e : en cas
d’appauvrissement du milieu en androgénes, UBE2C et CCNA2 seront stimulés par le RA-e
alors qu’en cas de manque d’androgenes dans le milieu, le RA-e va réprimer ces geénes du cycle
cellulaire?®, Par ailleurs, il a été aussi montré que le RA-e et le RA-V7 peuvent réguler des
genes impliqués dans le métabolisme cellulaire (MHD1 et OGDH, réprimé par le RA-e, stimulé
par le RA-V7), ce qui conduit a considérer que les cellules de CaP n’auront pas le méme
métabolisme en fonction du degré d’expression des différents récepteurs du RA2!>216, Enfin, il
est intéressant de noter que malgré I’induction de programmes transcriptionnels distincts entre
le RA-¢ et le RA-V7!7, ces études suggérent que la résistance a I’Enzalutamide médié par les
V-RA, passent par la réactivation de cibles géniques du RA-e au lieu de I’induction de geénes

spécifiques des V-RA2%,

L’ensemble de ces études montre que les isoformes du RA peuvent réguler différents geénes
cibles communs ou exclusifs selon un contexte cellulaire précis, ce qui contribue a la

complexité cellulaire de leur fonctionnement.
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d) Implication dans la résistance a I’Enzalutamide

L’expression du RA-V7 est associée a I’amplification du gene du RA et/ou a son induction par

la déprivation androgénique!®’-217-218

. De plus, c’est le variant le plus détecté dans les tissus du
CaP aprés traitement par hormonothérapie ou dans le cas du CPRC?!. Ces données ont amené
a la caractérisation du role du RA-V7 dans le CaP : est-ce que son expression est due a la
pression de sélection imposée par le ciblage du RA-e ou est-ce que la synthése de ce variant est
fondamentale dans le développement de la résistance a la thérapie ? Les différentes études

réalisées ont associés ce variant avec I’émergence de la résistance a 1I’Enzalutamide, du fait de

son activation constitutive (Figure 12)>2

A [ -
ARE Transcription AR | Ligand-independent

AR blockade i,

A [

. ‘ ; ; ARE Transcription

ARE Transcription

Figure 12 : Activation constitutive du RA-V7 des genes cibles du RA

L'utilisation d’inhibiteurs du RA est inefficace pour le variant RA-V7, dont I'activation
est ligand-indépendant.

AR : Récepteur des Androgeénes. ARE : Elément de Réponse aux Androgénes

Une étude a démontré que I’inhibition du RA-V7, dans les lignées de CaP hormonorésistantes
22Rv1 et CWR-R1, réduisait la croissance tumorale, que ce soit in vitro ou in vivo et rétablissait

187 Une autre étude a confirmé

la sensibilité dans des conditions de déprivation androgénique
que I’expression du RA-V7 était suffisante pour induire la résistance a I’Enzalutamide dans la
lignée 22Rv1. En effet, cette lignée cellulaire possede une capacité de croissance continue
malgré les traitements avec les anti-androgenes (Enzalutamide ou Bicalutamide). Cependant
une inhibition de I’expression des V-RA, dont le RA-V7, était suffisante pour rétablir la
sensibilité a la déprivation androgénique et ralentir la prolifération cellulaire?®. Par ailleurs,
une autre étude s’est intéressée au ciblage du RA-e et du RA-V7. Par Iutilisation
d’oligonucléotides antisens (ASOs), dirigé contre le RA-e, cela inhibait la croissance cellulaire
et induisait 1’apoptose dans une lignée LNCaP insensible a 1’Enzalutamide. Cependant
I’utilisation d’ASOs bloquant I’expression du RA-e et du RA-V7, simultanément, induisait une

plus forte inhibition que celle observée par le ciblage seul du RA-e*!,
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e) Evaluation en tant que biomarqueur pronostique

Une premiére étude, réalisée par Antonarakis et al, a tranché sur I’intérét du RA-V7 en tant que
biomarqueur prédictif par I’évaluation de la corrélation entre 1’expression du variant et la
résistance a I’Enzalutamide???. Les niveaux d’ARNm du RA-V7 ont été évalués dans des
cellules tumorales circulantes (CTC) de deux groupes de 31 patients atteints de CPRC traités

avec de ’Enzalutamide ou de 1’ Abiratérone. Les résultats ont montré :

- le groupe traité avec 1’Abiratérone : 19% des patients exprimaient le RA-V7, sans
effondrement du taux de PSA, avec une réduction de leur survie globale (HR 9.9,
médiane de 10.6 mois) comparés aux patients n’exprimant pas le RA-V7 (68% de baisse
de PSA post-traitement, médiane non atteinte).

- le groupe traité avec I’Enzalutamide : 39% des patients exprimaient le RA-V7 sans
baisse du taux de PSA mais avec une réduction de leur survie global (HR : 4.3, médiane
de 5.5 mois) comparés aux patients n’exprimant pas le RA-V7 (53% de baisse du PSA

post-traitement, médiane non atteinte).

Cette étude a démontré que pour les patients exprimant le RA-V7, soit 20 a 40% des cohortes,
le traitement avec I’Enzalutamide ou 1’Abiratérone n’induisait aucun bénéfice, et que
I’expression du variant est associée & un mauvais pronostic. Par ailleurs, la validation des
premiers résultats d’Antonarakis avec une cohorte plus importante (n=202), renforce la
corrélation entre la non réponse au traitement avec 1’Enzalutamide et le taux d’expression du
RA-V7 dans les CTC?*??. Ces données sont corroborées par les résultats d’une étude
multicentrique « Prophecy », comparant les résultats de deux méthodes de mesures de
I’expression du RA-V7 dans les CTC (Johns Hopkins University AdnaTest CTC AR-V7 mRNA
assay et Epic Sciences CTC nuclear-specific AR-V7 protein assay), chez 118 patients atteints
d’un CPRC métastatique. Chaque méthode conduit a 1’association de ’expression du RA-V7
avec une réduction de la survie sans progression et de la survie globale chez les patients traités

avec ’Enzalutamide et 1’ Abiratérone?2*

. Outre les CTCs, le développement des méthodes de
détection de I’expression de I’ARNm ou de la protéine du RA-V7, a permis de conduire d’autres
¢tudes évaluant la réponse au traitement avec 1’Enzalutamide (ou 1’Abiratérone) dans des
biopsies de moelle osseuse ou des échantillons de plasma!®%?2>226 Ainsi une cohorte de 60
patients présentant des métastases osseuses dues a leur CPRC a été traitée par une combinaison

d’ Abiratérone et d’Enzalutamide. Suite a des biopsies de moelle osseuse: 66% des patients qui
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ont progressé dans les premiers mois de traitement, expriment le récepteur RA-V7, tandis que
ce V-RA n’est pas détectable chez des patients répondants au traitement depuis plus de 6
mois??’. Une autre étude prospective a confirmé ces observations, lors de I’évaluation des effets
d’un traitement avec de I’Enzalutamide, chez 60 patients présentant un CPRC avec des
métastases osseuses. Des biopsies de la moelle osseuse ont été réalisées avant et apres
traitement. L’expression du RA-V7 a été détectée dans plus de 1% des cellules tumorales. Parmi
les patients, dont le CaP a progressé dans les 4 mois suivant le traitement avec 1’Enzalutamide,
57% d’entre eux ont un taux détectable de la protéine RA-V7. Alors que les patients répondants
a la thérapie, aprés 6 mois de traitement, n’avaient aucune expression du RA-V72%, Une autre
étude s’est intéressé a 1’évaluation de 1’expression du RA-V7 selon la gravité¢ du CaP par la
détection de I’ARNm du RA-V7 dans différents échantillons de CaP??%. Ainsi ’ARNm du RA-

V7 a été détecté :

- 1 échantillon sur 30, de biopsies de prostatectomie totale
- 10 échantillons sur 22, de biopsies de CaP métastatique hormonosensible

- 12 échantillons sur 12, de biopsies de CPRC

Ces données suggerent une augmentation de 1’expression du RA-V7 avec la progression du
CaP. D’autres résultats ont démontré que cette augmentation d’expression du RA-V7 est
corrélée avec 1I’émergence de la résistance a la castration. Par immunohistochimie, 1’expression
du RA-V7 a été déterminée au sein de 358 échantillons de CaP primaires et 293 biopsies de
CPRC métastatiques. Les résultats montrent que la protéine RA-V7 est trés faiblement
exprimée dans les échantillons de CaP primaires (<1% d’expression), cependant la fréquence
de détection est beaucoup plus importante (75% d’expression) dans les échantillons
précédemment traités par déprivation androgénique (Enzalutamide ou Abiratérone). Dans le
cas des biopsies de CPRC, le variant est retrouvé dans 94% des cas. Cette détection du RA-V7
a été associée avec la réponse au traitement, par comparaison avec une cohorte de patients
n’exprimant pas le variant??®

- Apres hormonothérapie, le taux de PSA chutait de 100% pour les patients RA-V7
négatifs comparé a une réduction de 54% pour la cohorte exprimant le RA-V7

- Apres hormonothérapie, la moyenne de survie globale était de 74,3 mois pour les
patients RA-V7 négatifs vs 25.2 mois pour les patients RA-V7 positifs (HR : 0.23 ; 0.07-
0.79 ; p=0.02)
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L’ensemble de ces études (Tableau 6) montre que 1’expression du RA-V7 est stimulée lors de

la progression du CaP et/ou par le traitement avec 1’Enzalutamide (ou I’Abiratérone).

L’expression de ce variant est associée a une diminution significative de la survie sans

progression et de la survie globale des patients du fait de I’émergence d’une résistance a la

thérapie. Ainsi ces données renforcent le potentiel du RA-V7 en tant que biomarqueur et cible

thérapeutique.

Investigateur

principal

Sharp???

Zhu230

Seitz?3!
Del Re?32

Saylor??®

Qu233

Antonarakis??3

Scher?**

Usher???
Ma236

Guedes??’

Welti>3®

Miyamoto?**

Antonarakis???

Hornberg?!!

Nombre de
patients /
échantillons de
patients

651 biopsies
63 biopsies
85 patients
36 patients

42 échantillons

132 patients

202 patients
161 patients

13 patients
24 patients
43 biopsies

37 biopsies

49 patients

62 patients
40 patients

Technologie de détection du RA- Année de
\'%} I’étude

Immunohistochimie (protéine — 2019
tissu)

Hybridation in situ d’ARN (ARNm- 2018
tissu)

RT-PCR (ARNm — sang- 2017

PCR (ARNm — Exosomes) 2017

Hybridation in situ d’ARN (ARNm- 2017
tissu)

Droplet digital (dd) PCR (ARNm- 2017
sang)

RT-PCR (ARNm - sang) 2017

Immunofluorescence (protéine — 2016
sang)

RT-PCR (« cell free RNA » - sang) 2016

ddPCR (ARNm-sang) 2016

Hybridation in situ d’ARN (ARNm- 2016
tissu)

Immunohistochimie (protéine - 2016
tissu)

RNA-Seq (ARNm — sang) 2015

RT-PCR (ARNm - sang) 2014

Western Blot (protéine) / RT-PCR 2011

(ARNm)
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Hu186

107 biopsies RT-PCR (ARNm — tissu)

Tableau 6 : Exemples d’études cliniques de I'expression du RA-V7

2009
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IV. La voie de signalisation de la MAPK p38

A. Les MAPKs
1. Généralités

Les MAPKs (Mitogen-Activated Proteins Kinases) représentent une famille de protéines

kinases composée de :

- ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2) : activée par des facteurs de croissance
et des mitogenes

- INK1/2/3 (c-Jun N-terminal kinase) : activée en réponse a des stress génotoxiques ou des
cytokines inflammatoires

- BMK (Big Map Kinase) ou ERKS : activée en réponse a des stress oxydatifs et des facteurs
de croissance

- p38 : activée en réponse a des stress génotoxiques ou des cytokines inflammatoires

Ces différentes enzymes interviennent dans la régulation cellulaire. Elles permettent de
produire une large gamme de réponses cellulaires aprés I’intégration de stimuli
extracellulaires : la croissance cellulaire, la différenciation, la réponse au stress ou la réponse
immunitaire?*’. L’ activation de ces voies est réalisée par une série de phosphorylation due a
trois protéines kinases différentes, qui vont s’activer a tour de role jusqu’a induire la fonction
cellulaire adaptée : MAPK kinase kinase (MAP3K/MKKK) - MAPK kinase (MAP2K/MKK)
- MAPK - Réponse cellulaire (Figure 13)%4!.
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Figure 13 : Voie de signalisation simplifiée des MAPKs

Les MAPKs se divisent en trois voies de signalisation : ERK, JNK et p38. Apres réception de leurs

stimuli respectifs au niveau des récepteurs membranaires, la transduction du signal de chaque

voie se fait par trois étapes de phosphorylation réalisée par les MP3K = MP2K = MPK.

ERK (Extracellular Signal regulated Kinase). INK (c-Jun NH2-terminal kinase). MP3K (MAPK

Kinase Kinase). MP2K (MAPK Kinase)
Les MAPKs sont activées par la détection d’un signal (stress, cytokines, hormones,
neurotransmetteurs) par leurs récepteurs membranaires (Tyrosine kinase). Cette liaison
provoque un changement de conformation du récepteur conduisant a son autophosphorylation.
Par la suite, le signal se propage sous forme de phosphorylations en série, dans la boucle
d’activation d’autres protéines, au niveau de résidus thréonine (Thr) ou tyrosine (Tyr). La
séquence en acides aminés de cette boucle d’activation varie selon les MAPKSs : un motif Thr-

Glu-Tyr (ERK1/2, BMK), un motif Thr-Pro-Tyr (JNK), et un motif Thr-Gly-Tyr (p38)>4>.

2. Les MAPKSs p38

Les MAPKSs p38 constituent une famille de kinases phosphorylant les résidus sérine/thréonine
de divers substrats. L’ensemble des kinases p38 comprend quatre isoformes issues de différents
génes?43-246: p38a, (MAPK14), p38p (MAPK11), p38y (MAPK12) et p385 (MAPK13). Les
isoformes p38a et p38B partagent 75% d’homologie tandis que p38y et p385 ont 70%
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243,247

d’homologie . De plus, les quatre isoformes de la MAPK p38 ont une expression

différentielle selon le tissu?#®24° (Tableau 7).

Isoforme p38a p38p p38y p38o
Pancréas,
Expression Ubiquitaire Cerveau, Muscles intestins, glandes
tissu- thymus, rate squelettiques surrénales, rein,
spécifique coeur
MKK MKK3, MKK®6 et MKK6 MKK3, MKK6  MKK3, MKK6
activatrice MKK3
Similarité 100 75 63 63
de séquence
(o)
Réponse au stress, Réponse au Prolifération, Différentiation
différentiation, stress, régulation des  kératinocytes?>?,
Fonctions  inflammation, cycle inflammation, microtubules®*’ Prolifération,
cellulaire, prolifération®>! apoptose?¥’
prolifération,
myogénése®’!

Tableau 7 : Comparaison des différentes isoformes de la MAPK p38

Les quatre isoformes de p38 sont caractérisées par la présence d’un motif de phosphorylation

Thréonine-Glycine-Tyrosine situé dans leur boucle d'activation 2.

B. Régulation de la voie de signalisation des MAPKs p38

I. Activation des MAPKs p38

La MAPK p38 fait partie de la famille des Stress Activated Protein Kinases (SAPK), des
protéines activées par un stress. Elle est impliquée dans la réponse a un large éventail de stimuli
(stress oxydatif, stress osmotique, cytokines, facteurs de croissance...)?*. L’activation des
récepteurs de cette voie de signalisation conduit au recrutement de GTPases de la famille Rho
qui stimulent des MKKK : ASK1 (4dpoptosis Signal regulating Kinase 1), TAO1/2 (Thousand-
And-One amino acid 1/2), DLK1 (Dual-Leucine zipper-bearing Kinase 1), MLK3 (Mixed
Lineage Kinase 3) et MEK Kinase (MEKK)?>. La cascade d’activation se poursuit par ’action
des MKKK, qui vont induire la phosphorylation des MKK. Les protéines MKK activées vont
phosphoryler les différentes isoformes de p382°%%7 (Tableau 7) :

- MKKG6 est le principal activateur de p38 en phosphorylant toutes les isoformes de p38

- MKK3 phosphoryle p38a, p38y et p38d et son action est moins efficace sur I’isoforme p38f3
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- MKK4 peut stimuler, conditionnellement, I’isoforme p38a

L’action des MKK se fait sur un motif de phosphorylation conservé dans les isoformes de p38 :
un motif Thréonine-Glycine-Tyrosine (TGY). A la suite de leur activation, les protéines p38
peuvent transloquer dans le noyau ou elles phosphorylent les résidus sérine/thréonine de leurs
nombreux substrats?®,

Il est a noter qu’en plus de cette voie classique d’activation, la MAPK p38 est capable d’induire

son autophosphorylation et donc sa propre activation a travers deux mécanismes alternatifs

(Figure 14) :

- L’activation du récepteur TCR-CD3 (T-cell receptor-Cluster of
Differentiation 3) stimule la protéine ZAP70 (Zeta Chain Of T Cell Receptor
Associated Protein Kinase 70) qui va conduire a la phosphorylation de p38
sur son résidu Tyrosine323%.

- La MAPK p38 peut étre activé sans avoir recours a MKK3/4/6, par son
interaction avec TAB1 (Transforming growth factor (TGF)-Activated protein

kinase 1-Binding protein 1)*$°2%!
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Figure 14 : Activation de la voie de la MAPK p38

A. La voie de la MAPK p38 comporte une premiére voie d’activation alternative induite par
le T-Cell Receptor (TCR). La MAPK p38, phosphorylé au niveau de son résidu Tyr323, va
stimuler son autophosphorylation. B. L’activation classique est faite par une double
phosphorylation des résidus Thr180 et Tyr182 de la MAPK p38. Cette voie peut étre activée
par I'lL-12/1L-18 si le cycle cellulaire doit étre arrété. C. La deuxiéme voie d’activation
alternative implique TAB1, stimulée par TAK1. La protéine TAB1 active MKK3/MKK6
conduisant a la stimulation de la voie de la MAPK p38 et a son autophosphorylation. MKk:
MAPK kinase. MKKK: MAPK kinase kinase. TAK1: Transforming growth factor-8 Activated Kinase-1.
TAB1: TAK1-binding protein. SB: Inhibiteur de p38

2. Inhibition des MAPKs p38

a) Inhibition par les phosphatases

La MAPK p38 est activée par une double phosphorylation au niveau de sa boucle d’activation,
sur ses résidus Thréonine 180 et Tyrosine 182 du motif TGY. Par conséquent, la
déphosphorylation de ces sites constitue le moyen le plus rapide pour stopper I’activation de
cette voie de signalisation. Ce role est rempli par les membres de la famille des phosphatases,
les DUSP (Dual-Specificity Phosphatases, notamment les MKP (MAPK Phosphatases) :
MKP1/4/5/7. Ces enzymes peuvent agir aussi bien au niveau des protéines p38 que des
protéines MKK?%2. Ainsi l'interaction de la MKP avec la MAPK p38 induit un changement de
conformation de I’enzyme, ce qui stimule son activité phosphatase. De plus, ces phosphatases

peuvent étre activées par divers stimuli, y compris ceux qui activent p382%3.
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D’autres phosphatases peuvent aussi inactiver la MAPK p38 : les membres de la famille PP2
des sérine-thréonine. En effet, les protéines PP2C (Serine/threonine protein phosphatase 2C)
et Wipl (Wild-type p53-induced phosphatase 1) sont capables d’inactiver la MAPK p38 par la
déphosphorylation de son résidu Thr180 ou par I’inhibition des MKKZ?%*26°, Une autre
phosphatase, PP2A (Protein phosphatase 2) peut interagir directement avec la forme active de

p38 pour désactiver la kinase?%S.

b) Inhibition pharmacologique

Les inhibiteurs de kinases sont divisés en cinq classes distinctes : les inhibiteurs de type I, de
type 1%, , de type II, de type III et de type VI*’. Les molécules ciblant la MAPK p38
appartiennent aux classes d’inhibiteurs de type I et II. Ces inhibiteurs vont se lier au niveau du
site de fixation de ’ATP et empécher ’activité catalytique de phosphorylation de la kinase.
L’inhibiteur de type I est une molécule se liant dans la poche ATP de la protéine kinase ayant
adopté une conformation active (exposition de la boucle d’activation contenant le motif
« DFG », acide aspartique-phénylalanine-glycine, essentiel au transfert de phosphate®%?).
Tandis que I’inhibiteur de type II est un composé se fixant au site de liaison de I’ATP de la
protéine kinase adoptant une conformation inactive?®. Ces différentes molécules vont se loger
dans la poche ATP de la protéine kinase, au niveau du résidu Thr106, induisant 1’inhibition de
I’activité de la MAPK p38. Il est a noter que ces composés ne ciblent que les isoformes alpha
et béta car les isoformes p38y et p386 possedent une méthionine a la place de ’acide aminé
Thr106, ce qui crée un encombrement allostérique, empéchant 1’acces a la poche ATP pour les

inhibiteurs?””.
De nombreux inhibiteurs de la MAPK p38 ont été développés du fait de son implication dans

I’inflammation?33-271-272, Ces différentes études ont abouti a la mise en place d’essais cliniques

pour le traitement de maladies inflammatoires majoritairement (Tableau 8).
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Nom
AMG-548

ARRY-614
(Pexmetinib)
ARRY-797
AVE-9940
AZD-6703
BIRB796
BMS582949

GSK-610677

KC706
Losmapimod

LY2228820
(Ralimetinib)
Pamapimod
PH-797804

RO3201195

SB-681323

SB-85635
SC80036
SCIO-469
TAK-715

VX-702

VX-745

Fournisseur
Amgen

Array Biopharma

Array Biopharma

Sanofi-Aventis
Astra Zeneca

Boehringer Ingelheim

Bristol Myers Squibb

GlaxoSmithKline

Kemia

GlaxoSmithKline

Eli Lilly

Roche
Pfizer

Roche

GlaxoSmithKline

GlaxoSmithKline

Pfizer

Scios Inc, Johnson

and Johnson

Takeda
Vertex

Vertex, EIP Pharma

Pathologies évaluées
Arthrite rhumatoide, maladie pulmonaire
obstructive chronique?®”?

Syndromes myélodysplasiques?’*

Douleurs dentaires, arthrite rhumatoide,
cardiomyopathie?’>-278
Arthrite rhumatoide?”®
Arthrite rhumatoide?®®°
Spondylarthrite ankylosante, arthrite
rhumatoide, psoriasis, maladie de
Crohn28!-283
Spondylarthrite ankylosante, psoriasis,
arthrite rhumatoide, athérosclérose®3+-2%¢
Maladie pulmonaire obstructive
chronique?®’
Psoriasis?®®
Infarctus, maladie pulmonaire obstructive
chronique, athérosclérose?®*-2°!
Cancer du sein?*?
Spondylarthrite ankylosante??
Arthrite rhumatoide, maladie pulmonaire
obstructive chronique, douleurs
neuropathiques?*#-2%7
Spondylarthrite ankylosante, Arthrite
rhumatoide?*%-2%°
Arthrite rhumatoide, maladie pulmonaire
obstructive chronique, douleurs
neuropathiques300-300-306
Arthrite rhumatoide, maladie pulmonaire
obstructive chronique®?’

Arthrite rhumatoide®©®
Spondylarthrite ankylosante, ischémie
cérébrale, syndromes my¢élodysplasiques,
arthrite rhumatoide3% 314
Arthrite rhumatoide3%¢
Arthrite rhumatoide, syndrome coronarien

aigu’!15316
Arthrite rhumatoide, maladie
d’Alzheimer®!"31°

Tableau 8 : Liste des inhibiteurs de la MAPK p38 utilisés dans des essais cliniques
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C. Implication de la MAPK p38 dans le cancer de la prostate

1. Expression dans le cancer de la prostate

Les protéines MAPK p38 sont exprimées dans les cellules basales et épithéliales de la
prostate’?°, En cas de néoplasie ou d hypertrophie bénigne de la glande, il y a une augmentation

321 Une autre étude a confirmé cette sur-activation chez des souris

de leur phosphorylation
TRAMP (Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate), un modele animal d’étude du
cancer de la prostate’??. Le suivi de I’expression et de I’activation de la MAPK p38, par western
blot et par immunohistochimie, montre que ces protéines sont exprimées et/ou activées de fagon
différentielle pendant la progression du cancer de la prostate. En effet, I’activation de la kinase
est plus importante dans les cellules tumorales comparées aux cellules saines. De plus, cette
augmentation de I’activité de la MAPK p38 est associée a la progression tumorale car les

323

cellules cancéreuses ont une prolifération plus importante’=’. D’autres études ont montré que

différentes protéines kinases de la voie de signalisation de la MAPK p38 sont surexprimées

dans le Cap321:323

. Parmi ces kinases, une des protéines activatrices de p38, MKKG6 est
surexprimée. En effet, différents tissus prostatiques ont été analysés : 20 échantillons de tissus
normaux, 47 échantillons de tissus hypertrophiques et 27 échantillons de tissus cancéreux. Le
but de I’étude étant de comparer le niveau d’expression des protéines MKK6 et p38. Les
résultats montrent une augmentation de 1I’expression de ces kinases jusqu’a étre plus importante
dans le tissu cancéreux®?*. Cette surexpression est corrélée a I’implication de deux facteurs
stimulant la voie de la MAPK p38 : la cytokine IL-1 (Interleukine-1) activant la kinase PAK-1
qui va phosphoryler MKK6. Et la cytokine TNF-a (Tumor Necrosis Factor-c) conduisant a la
phosphorylation de MKKG6 par la kinase ASK-1. L’ensemble de cette cascade d’activation

conduit a la stimulation de la prolifération des cellules tumorales.

2. Implication dans la progression tumorale et la résistance au traitement

Différentes études ont démontré 1I’implication de la voie de signalisation de la MAPK p38 dans
la progression tumorale par la stimulation de la prolifération et de la survie cellulaire mais aussi

par son implication dans la réponse au traitement.
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La voie de signalisation de la MAPK p38 est impliquée dans la survie cellulaire. Une étude a
montré que dans une lignée LNCaP, la protéine kinase p38 inhibe le phénoméne d’apoptose
dépendant de la cytokine TNF-a. En effet, les cellules ont été traitées avec différentes
concentrations de TNF-a et d’inhibiteurs de p38. Les résultats ont montré que le processus
d’apoptose augmentait avec la concentration de TNF-o.. Mais que cette augmentation était plus
importante avec I’utilisation d’un inhibiteur de p383%°. D’autres études ont corrélé I’expression
du PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen) a I’activation de la MAPK p38. Le PSMA est
une protéine fortement exprimée dans le CaP. De plus, son expression stimule la prolifération,
la migration et la survie des cellules cancéreuses®?6-32°, Or, ’inhibition de la protéine PSMA,
dans une lignée LNCaP, a conduit a réduire le niveau de phosphorylation de la MAPK p38
provoquant la diminution de la migration et de la viabilité cellulaire. Ces mémes effets ont été
constatés lors de I’inhibition de la protéine kinase avec le SB203582 : il y a une réduction de la
prolifération, de la migration et la survie des cellules LNCaP*°, Ces données tendent vers une
stimulation de la progression tumorale par le PSMA via la voie de signalisation de la MAPK
p38. Une autre ¢étude a démontré que I’activation de la MAPK p38 était une réponse au
phénomene d’hypoxie conduisant a la mise en place du processus d’hypoxie-réoxygénation et
a ’augmentation de I’activité¢ du RA indépendante la liaison des androgenes. Cet ensemble de
phénomenes conduit a promouvoir la progression tumorale. Mais 1’inhibition de 1I’expression
de la MAPK p38 provoque la diminution de la survie cellulaire et le potentiel invasif des
cellules tumorales?!.

La MAPK kinase p38 peut interagir avec le RA, responsable de la progression tumorale dans
le CaP*. Nous avons évoqué son interaction indirecte avec le RA, par la phosphorylation de
I’HSP27 conduisant a la stimulation de I’invasion tumorale’~’’. Mais la protéine kinase est
aussi capable de phosphoryler directement le RA, sur son résidu S650. Cette phosphorylation
conduit & moduler la localisation cellulaire et ’activité transcriptionnelle du RA!%. Cette
modulation du RA par la MAPK p38 a été associée a des mécanismes pro-tumoraux dans le
cancer de la prostate. Par exemple, 1’activation de la voie de signalisation mTOR/CD1
dépendante de p38 permet de stimuler la prolifération tumorale par I’interaction entre le RA et

I’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)®*2.

La MAPK kinase p38 est aussi impliquée dans la résistance aux traitements. Une étude a

comparé ’expression de la protéine kinase dans une lignée de CaP, DU145, résistante a un
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traitement avec de ’acide zolédronique par rapport & une lignée DUI145 non traitée. Les
résultats ont indiqué une plus forte activation de la MAPK p38 dans la lignée résistante. De
plus, cette lignée présentait un phénotype plus agressif et plus invasif du fait de I’expression de
marqueurs du TEM et d’oncoprotéines (IL-12, MMP-9 ou c-Myc). Or I’inhibition de la MAPK
p38 conduisait a une diminution de I’expression de ces marqueurs ainsi qu’au rétablissement

de la sensibilité a I’acide zolédronique dans cette lignée résistante’?

. Une autre étude a comparé
la sensibilité de trois lignées cellulaires du CaP a un traitement avec du Docetaxel : LNCaP,
DU145 et PC3. La lignée LNCaP démontre la plus grande résistance avec une augmentation
significative du niveau de phosphorylation de p38. Or I’utilisation d’un inhibiteur chimique
(SB203580) ou d’un siRNA dirigé contre la MAPK p38 conduit & augmenter la sensibilité des
cellules LNCaP au Docetaxel®**. Par ailleurs, nous avons aussi observé, dans nos propres
¢études, cette implication de D’activation de la protéine kinase p38 dans la résistance aux
traitements. En effet, nous avons montré qu’un traitement avec le SN38 (métabolite actif de
I’Irinotécan) d’une lignée cancéreuse colorectale, HCT116 conduisait a I’activation de la voie
de signalisation de la MAPK p383*°. De plus, dans une autre de nos études, des clones résistants
au SN38 (dérivant des lignées colorectales HCT116 et SW48), présentaient une augmentation
de la phosphorylation de la MAPK p38. Nous avons supposé une implication de cette voie de

signalisation dans la résistance a ce traitement. Ainsi I’inhibition in vitro et in vivo de la MAPK

kinase p38 conduisait a rétablir la sensibilité aux thérapies basées sur I’Irinotecan’®,

Il est intéressant de noter que 1’étude de la MAPK p38 peut conduire a des résultats opposés.
Par exemple, c’est le cas pour son implication dans le processus d’apoptose. D une part, dans
différentes lignées de CaP et sous diverses conditions, cette voie de signalisation p38 peut
favoriser le processus d’apoptose par l’intermédiaire de différentes molécules: le 2-
méthoxyestradiol**’, la mélatonine*®, le raloxiféne*?, le carproféne®*, ou la protoapigénone*!.
D’autre part, la MAPK p38 inhibe ce phénoméne d'apoptose dépendant du TNF-o*?,
Cependant les variations obtenues ne sont que le reflet de la complexité de la voie de
signalisation de la MAPK p38 ainsi que de I’importance du contexte et du systeme cellulaire
d’étude. Ainsi pour notre étude, I’ensemble des résultats évoqués, renforce I’intérét de la
MAPK p38 en tant que potentiel cible thérapeutique, par son implication dans le développement

du CaP ainsi que 1’émergence de la résistance au traitement.
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Objectifs de la thése

Depuis la démonstration des bénéfices cliniques de la castration chirurgicale ou chimique, par
Huggins et Hodges**?, la déprivation androgénique demeure une des stratégies thérapeutiques
majeures pour le traitement du CaP3*. Cette thérapie conduit a limiter la biodisponibilité des
androgenes, responsables de 1’activation du récepteur des androgénes (RA), qui, par son activité
de facteur de transcription, conduit & promouvoir la croissance tumorale!®%3443%5 Ainsi la
suppression de la synthése des androgénes peut ralentir ou inhiber la progression des CaP
dépendants aux hormones chez les patients. Cependant le phénomene d’échappement hormonal
est inévitable, et le plus souvent associé a la réactivation du RA3*18:343 progressant vers un
stade de « résistance a la castration ». Du fait de I’émergence d’une telle insensibilité a cette
premicre thérapie de manipulation hormonale, des inhibiteurs ciblant le RA, comme
I’Enzalutamide, ont été développés’#®. L’Enzalutamide est un anti-androgénes, de seconde
génération, utilisé chez les patients présentant un cancer de la prostate résistant a la castration,
avant ou apres chimiothérapie utilisant des taxanes. Cette molécule a permis d’augmenter les

52,53

bénéfices de survie des patients’~>°. Cependant bien qu’efficaces, les thérapies ciblant le RA

ne sont pas curatives, dans le cas de I’Enzalutamide, il y a I’émergence d’une résistance, ce qui

pose un probléme thérapeutique majeur! 822,

Le but de ce projet de theése est d’améliorer le traitement utilisant 1’Enzalutamide en
potentialisant ses effets thérapeutiques ou en surmontant la résistance a cette thérapie. Pour
cela, nous avons émis [’hypothése que des voies de signalisation cellulaires sont activées apres
un traitement avec 1’Enzalutamide. Ces voies pourraient conduire a I’identification de
potentielles cibles thérapeutiques par leur implication dans la résistance ou dans la sensibilité
cellulaire a I’Enzalutamide. Ainsi le ciblage de ces voies par des inhibiteurs de kinases en
association avec un traitement a I’Enzalutamide, permettrait de conduire a un effet antitumoral.
Nous avons découvert que la protéine p38 est activée par le traitement avec I’Enzalutamide et

que I’inhibition de cette MAP kinase, durant ce traitement, a un effet synergique.

Par ailleurs, a la suite de I’identification de I’effet synergique et cytotoxique de 1’association
d’Enzalutamide et d’inhibiteur de p38, nous avons cherché a en comprendre le mécanisme
d’action. Parmi les différents mécanismes de résistance connus dans le CaP, I’existence d’un
variant d’épissage constitutivement actif, le RA-V7, est tout particuliérement associé¢ a la

résistance a I’Enzalutamide!®’. Ainsi, étudier les effets de notre combinaison de médicaments
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sur I’expression d’un variant dont I’implication clinique en tant que biomarqueur pronostique

a été prouvél96,222,223,228

, renforcerait I’intérét de notre étude.

A terme, le but de ce projet est de pouvoir conduire a I’établissement d’un essai clinique avec
la combinaison de traitement identifi¢ et caractérisé ce qui permettrait d’ouvrir la voie a de
nouvelles alternatives thérapeutiques pour le traitement du cancer de la prostate résistant a la

castration.
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Matériels et Méthodes

I. Culture cellulaire

A. Lignées cellulaires du cancer de la prostate

La lignée LNCaP (Lymph Node Cancer Prostate) est obtenue a partir d’une biopsie d’un
ganglion lymphatique sous-claviculaire d’un patient atteint d’un cancer de la prostate résistant
a la castration. Cette lignée exprime le récepteur des androgénes muté dans son domaine de
liaison au ligand (mutation T878A)**". Ainsi ce récepteur de la lignée LNCaP peut étre activé
par les androgenes ainsi que d’autres ligands alternatifs tels que le 17B-estradiol (E2), les
cestrogénes ou la progestérone’#3-33° (Tableau 9).

La lignée 22Rv1 est établie a partir de xénogreffes successives de cellules tumorales humaines
CWR22 dans des souris nude®!. Cette lignée exprime le récepteur des androgénes mutés
(mutation H874Y). Cette mutation rend possible 1’activation du récepteur par des ligands
alternatifs comme le DHEA ou I’E23%2. De plus, cette lignée cellulaire exprime le variant
d’épissage RA-V7 et présente une résistance aux antiandrogénes®”’ (Tableau 9).

La lignée VCaP est obtenue a partir de la biopsie d’une Iésion métastatique d’une vertebre

333 Ces cellules

lombaire d’un patient atteint d’un cancer de la prostate résistant a la castration
expriment le récepteur des androgenes naturel (Wild-Type: WT) ainsi que des variants
d’épissage dont le RA-V7!86.187.344 (Tableau 9).

La lignée PC3 est établie a partir d’une biopsie de métastase osseuse d’un patient atteint d’un
cancer de la prostate. Cette lignée n’exprime pas le récepteur des androgenes et est insensible
aux androgénes®** (Tableau 9).

La lignée DU145 est issue d’une biopsie d’une métastase cérébrale d’un patient atteint d’un

cancer de la prostate. Cette lignée n’exprime pas non plus le récepteur des androgénes>?

(Tableau 9).
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Lignées LNCaP 22Rv1 VCaP PC3 DU145

Origine Meétastase Xénogreffe de la  Métastase Meétastase Meétastase
ganglionnaire lignée CWR22 vertebre osseuse cérébrale
lombaire
RA RA muté RA muté RA WT - -
(T878A/T877A) (H875Y/H874Y)
Variants RA-V7 RA-V1, RA-V2, RA-V3,
RA (expression RA-V3, RA-V4 RA-V7,

faible voir RA-V5, RA-V6, RA-VS, - -
indécelable),  RA-V7,RA-V9,  RA-V9,

RAY367es RA-V12, RA- RA-V10,
V13, RA-V14 RA-V11,
RAV567es
PSA + + + - -
PTEN Déplété / Muté WT WT Déplété WT/
Déplété
TP53 WT / Déplété Mute Mute Dépléteé / Mute

Muté
Tableau 9 : Caractéristiques des lignées cancéreuses de |la prostate utilisées

B. Conditions de culture

Les lignées LNCaP, 22Rv1 et VCaP sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute Medium) contenant du Glutamax et les lignées DU145 et PC3 sont cultivées
dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Les milieux sont supplémentés
avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF). Toutes les lignées sont maintenues en culture dans
des flasques de 75cm?, dans un incubateur saturé a 90% d’humidité et contenant 5% de CO2.

Les cellules sont réguliérement controlées pour la présence de mycoplasmes.
II.  Test de cytotoxicité cellulaire a la Sulforhodamine B

Ce test repose sur la capacité de la sulforhodamine B (SRB) a lier des composants protéiques
cellulaires, donnant une coloration rouge mesurable et représentative de la biomasse cellulaire
(nombre de cellules). Les cellules sont ensemencées, en duplicat, avec un volume de 100uL de
milieu de culture, dans les puits d’une plaque 96 puits : 2000 cellules pour la lignée LNCaP,
2500 cellules pour la lignée 22Rv1, 15000 cellules pour la lignée VCaP et 3000 cellules pour
les lignées DU145 et PC3. Ensuite, 48h apres ensemencement, les cellules sont traitées par
différentes concentrations croissantes de médicaments. Les puits servant de contrdle, sont les
puits contenant les cellules avec du milieu de culture seulement. 96h apres incubation, le milieu
est retiré puis les cellules sont fixées par I’ajout de 200uL de TCA (Acide trichloroacétique)

10% préparé avec de 1’eau milli-Q. Pour la fixation, les cellules sont incubées avec le TCA, au
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moins 4h et a 4°C. Apres fixation, le TCA est éliminé, les puits sont lavés trois fois avec de
I’eau milli-Q et la plaque est séchée. Par la suite, les cellules sont incubées avec S0uL de SRB
(0,4% dans de I’acide acétique 1%) pendant au moins 20 min, a ’abri de la lumicre. La plaque
est de nouveau lavée, trois fois avec de 1’acide acétique 1% puis séchée. Le séchage est suivi
de I’ajout de 100pL de Tris base 10mM dans les puits. La plaque est mise sous agitation pendant

5 min. L absorbance de la SRB est mesurée a 560nm grace a un lecteur de plaques (Pherastar).
III. Test de combinaison de médicaments

Le principe du test de cytotoxicité cellulaire avec la SRB est utilisé afin de tester une
combinaison de médicaments. Les cellules sont ensemencées, au méme nombre qu’évoqué
précédemment, puis apres 48h, une combinaison de deux médicaments est déposée dans la
plaque, a différentes concentrations (50ulL d’une solution 4X de chaque composé) pour 96h
d’incubation. Le premier médicament est dépos¢ de gauche a droite de la plaque et le deuxiéme
produit est déposé de bas en haut de la plaque. Ainsi chaque puit contient un ratio de

concentration unique pour la combinaison de médicaments (Figure 15).
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Figure 15 : Principe du test de cytotoxicité cellulaire a la Sulforhodamine B
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L’effet synergique ou antagoniste de ces associations médicamenteuses est évalué par une
méthodologie développée par le Dr D. Tosi au sein de notre équipe de recherche®®. Cette
analyse de « Matrices de synergie » permet de déterminer si I’effet d’'une combinaison de deux
médicaments (ou plus) est synergique, indépendant ou antagoniste a 1’aide d’un algorithme
spécifiquement élaboré. Cette approche a été dérivée de la méthode Lehar®>73% et utilise
I’équation de Bliss afin d’estimer ’effet, en cas d’indépendance, de chaque composé a partir
de leurs courbes dose-réponse obtenues individuellement. L’algorithme permet de comparer les

matrices en prenant en compte les effets estimés et les effets observés, il est possible d’obtenir

Résultats observés
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Figure 16 : Traitement des données de cytotoxicité par des « Matrices de synergie »

Détermination de la synergie, de I'indépendance ou de I'antagonisme d’une combinaison de médicaments.
Cette analyse est dérivée de la méthode de Lehar pour I'estimation de I'effet en cas de d’indépendance des
deux médicaments (matrice rouge) a partir de I'équation de Bliss traitant les données du test a la SRB pour
les deux composés utilisés seuls (matrice bleue). La différence entre les deux matrices conduit a délimiter des
zones d’antagonisme (vert), d'indépendance (noir) et de synergie (rouge).

une ¢évaluation de I’effet de la combinaison pour chaque point de concentration : effet
synergique (différence > 0, couleur rouge) ; effet indépendant (différence nulle, couleur

noire) ou effet antagoniste (différence < 0, couleur verte) (Figure 16).
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IV. Médicaments et inhibiteurs de p38 utilisés

Comme évoqué dans les objectifs, mon travail de thése vise a améliorer le traitement avec
I’Enzalutamide, par son association avec d’autres molécules. Dans le cadre de ce projet, divers
composés sont testés afin d’approfondir la compréhension de notre problématique mais aussi
afin d’explorer les perspectives thérapeutiques de nos découvertes pour le traitement du CaP

(Tableau 10) :

Composé Fonction Fournisseur
Abiratérone Anti-androgenes SelleckChem
Apalutamide Anti-androgenes SelleckChem

Enzalutamide Anti-androgenes Astellas
Inhibiteur de p38: [IC50 p38a]=35nM et
Arry-614 (Pexmetinib)  [IC50 p38B]=26nM>%° Array Biopharma

Inhibiteur de Tie-2: [IC50 Tie-
2]:1nM361,362

Ly2228820 (Ralimetinib) Inhibiteur de p38 : [IC50 p38a]=5.3nM et Eli Lilly
[IC50 p38B]=3.2nM3%3
SB202190 Inhibiteur de p38 : [IC50 p38a]=50nM et  Sigma Aldrich

[IC50 p38B]=100nM 364
Tableau 10 : Liste des médicaments et des inhibiteurs de p38 utilisés pour les différentes approches
expérimentales

V.  Extraction protéique

L’extraction protéique est réalisée sur glace (4°C) a partir d’un nombre fixe de cellules pour
chaque condition. La lyse cellulaire est réalisée dans un volume de tampon Laemmli 2X (4%
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 20% Glycérol, 1% 2-B-mercapto-éthanol, 0,004% de bleu de
bromophénol, 0,125M Tris HCL) : 1uL de tampon Laemmli 2X pour 10 000 cellules. Aprés
ajout du tampon de lyse, utilisation d’une raclette pour décrocher les cellules du puits.
Récupération et transfert du lysat dans un tube eppendorf d’1,5mL suivi d’un dépot de
Benzonase (0,2uL pour 100uL de lysat) afin de lyser ’ADN. Par la suite, le tube est chauftfé
pendant Smin a 95°C puis mis dans la glace afin de refroidir. Les échantillons sont préts a étre

déposés sur gel d’acrylamide.
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VI. Western Blot

Le transfert de protéines se fait sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE a 10% composé d’un

gel de séparation et d’un gel de concentration dont voici la composition (Tableau 11) :

Produits Gel de séparation (10%) Gel de concentration (5%)
H20 4.8 mL 3.6 mL
Acrylamide 40% 2.5mL 630 pL
Tris IM 2.5 mL (pH 8.8) 625 uL (pH 6.8)
SDS 100 pL 50 uL
APS 100 pL 50 uL
Temed 8 uL S5uL

Tableau 11 : Composition des gels de séparation et de concentration

La migration est réalisée dans des cuves BioRad dans du tampon de migration (200mL de
Tampon Tris-Glycine SDS 10X, 800 ml H20) et a voltage constant (80 Volts) jusqu’a formation
et séparation des bandes de migration de I’échelle de poids moléculaire. Par la suite le voltage
est augmenté jusqu’a 120 volts jusqu’a la fin de la migration. Le transfert des protéines sur
membranes de Nitrocellulose est réalisée par le kit de transfert « Trans-Blot Turbo Transfer
System » de BioRad en suivant les recommandations du constructeur. A la fin du transfert, la
membrane de Nitrocellulose est incubée avec du Rouge Ponceau, afin de vérifier la qualité et
I’homogénéité du transfert (5 min sous agitation). La membrane est ensuite rincée dans du PBS
Tween 0.1%, jusqu’a dissipation de la coloration, avant d’étre incubée 1h a température
ambiante, sous agitation, dans du Lait 5% + PBS Tween 0.1%. L anticorps primaire est ensuite
ajouté a la concentration recommandée par le fournisseur puis la membrane est incubée a 4°C,

sous agitation, toute la nuit. Les anticorps utilisés sont détaillés ci-apres (Tableau 12) :
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Anticorps Espéce Poids Fournisseur  Référence Dilution
Primaires Moléculaire

(kDa)
Récepteur Lapin 110 Cell D6F11 1:2000°¢
des signaling
Androgénes Technology
RA-V7 Lapin 80 Abcam Ab198394 1:1000¢
p38 (o) Souris 40 Cell L53F8 1:1000°
MAPK signaling
Kinase Technology
Phospho-p38 Lapin 43 Cell D3F9 1:1000¢
MAPK signaling
Kinase Technology
GAPDH Lapin 37 Cell 14C10 1:1000¢
signaling
Technology
B-Tubulin Souris 55 Sigma- T4026 1:5000°¢
Aldrich

Tableau 12 : Liste des anticorps utilisés pour le Western Blot

Le lendemain de I’incubation avec I’anticorps primaire, la membrane est lavée trois fois
pendant 5 min avec du tampon PBS Tween 0.1% puis elle est incubée avec du lait 5% PBS
Tween 0.1% contenant 1’anticorps secondaire (anti-lapin ou anti-souris couplés a la peroxydase
HRP) dilu¢ au 1:5000° pendant 45 min minimum, a température ambiante, sous agitation. Par
la suite, les membranes sont de nouveau rincées trois fois avec du tampon PBS Tween 0.1%
pendant 5 min. A la fin des lavages, la révélation des membranes se fait avec le révélateur ECL
(Enhanced ChimiLuminescent) d’Ozyme : Revelblot Plus ou RevelBlot intense. La membrane
est déposée puis révélée grace a la machine GBox (Syngene). Le temps d’exposition est

dépendant de I’intensité des bandes d’intérét.
VII. Analyse par phosphoprotéomique (PamGene Assay)

L’appareil « PamStation », produit par PamGene, est une plate-forme de profilage permettant
de mesurer l'activité des kinases en temps réel*%>-%6, L’évaluation de 'activité des kinases est
réalisée grace aux puces de la machine. Chaque puce contient 4 puits, tapissé par 144 peptides,
immobilisés sur une membrane céramique poreuse. Les séquences peptidiques (de 13 acides
aminés de long) contiennent des sites de phosphorylation (pour les tyrosines kinases et les
sérine-thréonines kinases) et peuvent étre phosphorylés par une ou plusieurs kinases en amont.
La détection de la phosphorylation se fait par des anticorps phospho-spécifiques, marqués par
fluorescence. La PamStation permet de réaliser trois analyses indépendantes simultanément

(Figure 17).
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Figure 17 : Schéma de I'analyse phosphoprotéomique par PamStation
ATP : Adénosine Tri-Phosphate. ADP : Adénosine Di-Phosphate

Des cellules LNCaP sont ensemencées dans une plaque 6 puits (2.10° cellules par puits). Le
lendemain, les cellules sont traitées avec S0uM d’Enzalutamide pendant 24h. Par la suite, les
cellules sont préparées selon les indications du constructeur puis déposés dans les puits de la
puce pour analyse par la PamStation. Ainsi les kinases, présentes dans les lysats cellulaires,
phosphorylent les substrats peptidiques puis leur activité est détecté a I'aide d'anticorps marqués
par fluorescence. Les résultats obtenus sont ensuite traités via le logiciel constructeur
« Bionavigator »*%7 dans le but de déterminer quelles cibles ont été différentiellement

phosphorylées suite au traitement par Enzalutamide.
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VIII. Caractérisation de I’effet des combinaisons de médicaments par Celigo

Le Celigo est un systéme d’imagerie et d'analyse type cytométre (Nexcelom Biosciences®).
Cet appareil fournit des images du puits entiers pour de l'analyse en champ clair et en
fluorescence. Ainsi il est possible d’étudier une population cellulaire donnée directement dans

leurs boites de culture avec différentes applications de la machine (Figure 18).

A. Estimation du nombre de cellules et de la viabilité cellulaire

Les cellules sont traitées comme évoqué dans les « Tests de combinaisons de médicaments ».
Les cellules sont ensemencées selon le protocole de « Test de combinaison de médicament »
puis au bout de 96h de traitement, S0uL de milieu est retiré de chaque puits de la plaque afin

d’incuber les cellules pendant 20 min a 37°C avec :

- lodure de Propidium (IP) [1:250¢]. C’est un agent intercalant des acides nucléiques et une
molécule fluorescente permettant de marquer le noyau des cellules ayant perdu leur intégrité
membranaire®®s.

- Hoechst 33342 [1:250°]. C’est une molécule fluorescente marquant ’ADN grace a sa
perméabilité cellulaire®.

Apres incubation, la plaque est analysée au Celigo par son application « Cell counting and
Viability », permettant de déterminer le nombre de cellules totales ainsi que le nombre de

cellules mortes dans chacun des puits aux différents ratios de concentration de médicaments.

B. Evaluation de la synthése d’ADN

Green: Itegrated Intenaity v Blus: Integrated
Ity

e tagraied Wienady

Usie_iwiegraied intmnaty

a. Scan : Imagerie b. Analyse : Segmentation c. Gating : Analyse type cytométrie

Figure 18 : Principe d’analyse par le systeme d’imagerie du Celigo.

A. L’appareil permet de scanner I'intégralité du puits avec une illumination constante. B. L’analyse des images
obtenues permet de faire de la segmentation, de distinguer les cellules. C. Le traitement de la segmentation
permet de discriminer les populations cellulaires selon divers parametres morphologiques ou selon les
marqueurs utilisés. Le Celigo possede différentes applications permettant d’obtenir des données chiffrées pour
un critére particulier.
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Les cellules sont traitées comme indiqué dans les « Tests de combinaisons de médicaments ».
Avant la fin du temps de traitement de 96h, les cellules sont incubées avec du Hoechst 33342
(1/250°), un marqueur fluorescent bleu du noyau des cellules, et avec du 5-Ethynyl-2'-
deoxyuridine (EdU), un marqueur fluorescent vert, analogue de la thymidine qui s’incorpore
dans I’ADN des cellules en division®”°. L’EdU est incubée pendant 16h avant la lecture de la
plaque au Celigo avec son application « DNA synthesis ». Ce mode d’analyse permet de
distinguer, dans chaque puits, le nombre de cellules totales ainsi que le nombre de cellules ayant

incorporé ’EdU bas¢ sur la détection du signal émis par ’EdU.

C. Mesure du diametre et estimation de la viabilité cellulaire des sphéroides

Pour la formation de sphéroides, un volume de 100 pL contenant une densité de 200 a 500
cellules, est déposé dans chaque puits d’un plaque 96 puits a fond rond et a tres faible adhérence
(Corning® 7007, Sigma Aldrich). La plaque est incubée durant 3 jours a 37°C, 5% CO2 et 95%
d’humidité. Par la suite, les cellules sont traitées avec différentes concentrations de

combinaisons de médicaments puis incubées pendant 7 jours.

L’utilisation du logiciel du Celigo et de son application « Tumorosphere », nous permet

d’évaluer différents parametres :

- L’¢évolution du diamétre des sphéroides dans les différents puits est observée puis
mesuré par observation en champ clair de la plaque de culture au Celigo au cours du temps de
traitement (Figure 19).

- La mort cellulaire a été évaluée par 1’ajout d’IP (1pug/ml en concentration finale) dans
chaque puits suivi d’une incubation de la plaque pendant 30 min a 37°C. Le logiciel d’analyse
du Celigo permet de mesurer I’intensité de I’IP au niveau de chaque sphéroide conduisant a une
estimation de la mortalité cellulaire.

- La viabilité cellulaire est déterminé en suivant les recommandations du fabriquant pour
le kit « CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay » (kit G7570 Promega). Aprées ajout
du réactif (CellTiter-Glo® Reagent) directement dans les puits et vérification de la lyse
compléte du sphéroide (1 heure d’incubation), la plaque est analysée au Celigo afin de
déterminer D’effet global des combinaisons de médicaments sur la viabilité cellulaire (effet

cytotoxique ou effet cytostatique).
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Figure 19 : Segmentation des sphéroides par I'application « Tumorosphere » du Celigo

IX. Etude in vivo de I’effet de ’effet de la combinaison de médicaments

Xénogreffes : 24 souris males NOD/SCID immunodéprimés ont regu une injection sous-
cutanée de cellules LNCaP (3x10° cellules) contenues dans du matrigel. Les tumeurs sont
détectées par palpation et la mesure de leur taille est faite a I’aide d’un pied a coulisse. Dés que

le volume tumoral atteint 100 4 200 mm?, les souris sont traitées avec les médicaments.

Répartition des souris en quatre de groupes de traitement :

- Souris non-traitées (n=6) : gavage 5 fois/semaine ; 100ul/souris/j d’huile de carthame
- Souris traitées avec I’Enzalutamide (n=6) : gavage 5 fois/semaine ; [25 mg/kg/j] ;
100pl/souris/j

- Souris traitées avec ’inhibiteur de p38 - SB202190 (n=6) : Intrapéritonéale, 5
fois/semaine ; [0,05pmol/kg/j] - 100ul/souris/j

- Souris traitées avec « Enzalutamide + SB202190 » (n=6) : gavage 5 fois/semaine ; [25
mg/kg/j] ; 100ul/souris/j + intrapéritonéale, S5x/semaine ; [0,05pmol/kg/j] -
100pl/souris/j

Les tumeurs sont mesurées en 3D, 1 fois par jour et les souris sont pesées. Les traitements sont

arrétés a J13 puis repris a J18. Les souris sont sacrifiées a J22 afin de récupérer les tumeurs

(pour inclusion en paraffine d’une moitié et congélation de I’autre).
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X. Evaluation de effet des médicaments sur I’activité transcriptionnelle

du récepteur des androgenes

En collaboration avec I’équipe du Dr P. Balaguer, un modele cellulaire de bioluminescence a
été utilis¢é afin de pouvoir évaluer I’effet des différents traitements sur [activité
transcriptionnelle du RA. Pour cette expérience, la lignée cellulaire choisie est la lignée HELN-
AR. C’est une lignée HeLa transfectée avec un plasmide permettant 1’expression constitutive
d’un géne rapporteur, la Luciférase Firefly, sous le contrdle des Eléments de Réponse aux
(Estrogénes (ERE), conférant une résistance a la Néomycine (HeLa-ERE-Luciférase-
Néomycine)*’!372, De plus, les cellules HELN sont transfectées avec un second plasmide
induisant I’expression du récepteur des androgeénes dont le domaine de liaison a I’ADN a été
remplacé par celui du récepteur des estrogenes o (ERa DBD) et attribuant une résistance a la
Puromycine. Les cellules sont ensemencées en plaque, a raison de 80 000 cellules par puits,
dans 200 puL de milieu DMEM, supplémenté avec 5% de sérum déstéroidé et 1% d’antibiotique.
Afin de suivre I’activité transcriptionnelle du RA, un androgéne de synthése, ligand du RA est
ajouté : le R1881 (Méthyltrienolone)*”*. Ainsi la liaison du R1881 conduit a la stimulation de
I’activité génomique du RA qui va se fixer au niveau des ERE, conduisant a I’expression de la
Luciférase, dont la mesure de la Iluminescence sera représentative de [’activité
transcriptionnelle. Avant la lecture de la plaque pour la mesure de la Luciférase, les cellules
sont incubées avec les différents médicaments (anti-androgenes et/ou inhibiteurs de p38) durant
16h a 24h. Les données obtenues sont traitées afin de pouvoir comparer une courbe de valeurs
mesurées avec une courbe de valeurs théoriques / calculées. La courbe « théorique » correspond
a la comparaison de I’effet de chaque composé utilisé individuellement (E* et EB) par rapport
a I’effet de la combinaison des deux médicaments (EAB) selon 1’équation de Bliss : Ea + Eb —
(Eab)*"*. E4 : Effet du médicament A / E® : Effet du médicament b/ E*® : effet de la combinaison

de médicaments A et B.
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ERE - Luc+ - Neo(R) pSG5 — hAR - Puro(R)
‘,

Lignée cellulaire HELN

Figure 20 : Schéma du modele cellulaire de bioluminescence pour le suivi de I'activité transcriptionnelle
du RA

ERo-Luc+-Neo: Plasmide codant I'expression de la luciférase sous le contréle des éléments de réponse
aux oestrogenes et conférant une résistance a la Néomycine / pSG5-hAR-Puro(R) : vecteur psG5
permettant I'expression du récepteur des androgenes humain (dont le domaine de liaison a I’ADN est
modifié) et contenant un géne de sélection conférant une résistance a la puromycine.

Neo : Néomycine. hAR : Récepteur aux Androgénes humain. Puro: Puromycine. L : Luciférase. AR :
Récepteur des Androgénes. ERE : Eléments de Réponse aux (Estrogénes.

88



Résultats

&9



Résultats

L. La MAPK p38 est activée par I’Enzalutamide

L’émergence d’une résistance a une thérapie est le résultat de I’implication de multiples voies
de signalisation cellulaire, dans un processus d’adaptation des cellules tumorales®”>. Nous
avons émis I’hypothése que les cellules du CaP vont activer des voies de signalisation
spécifiques en réponse a un traitement avec de I’Enzalutamide. Afin de vérifier cette hypothese
et d’identifier de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques, nous avons réalisé une analyse

phosphoprotéomique par PamGene Assay.

Des cellules de la lignée LNCaP ont été traitées avec [SOuM] d’Enzalutamide pendant 24h. A
la fin du temps d’incubation, les cellules sont lysées et analysées par la PamStation afin de
déterminer les kinases activées par le traitement avec de I’Enzalutamide (Figure 21.A). Les
résultats de trois expériences, réalisées indépendamment, ont conduit a I’identification de 34
protéines kinases (Annexe 1) présentant une augmentation de leur activité enzymatique. Parmi
elles, sept protéines (p706S6k, RAF1, PKACa, ZC4, ZC1, p38y et PRKX) ont une stimulation
de leur activité kinase avec un indice de confiance élevé (p<0.05) et 27 autres ont une variation
de leur activation, avec un indice de confiance plus faible (p>0.05). Pour toutes les protéines,
cette augmentation de leur activité enzymatique est, au moins, deux fois plus importante avec
le traitement avec I’Enzalutamide comparée aux cellules non traitées. Dans cet ensemble de
protéines, les quatre isoformes de la MAPK p38 présentent une stimulation de leur activité par

le traitement avec I’Enzalutamide.

A la suite de cette analyse phosphoprotéomique, nous avons confirmé ces observations par
Western Blot (Figure 21.B). Deux lignées, LNCaP et 22Rv1, ont été traitées avec [35uM]
d’Enzalutamide pendant 24h. Les observations confirment les résultats de 1’analyse par
PamGene Assay : I’Enzalutamide induit une plus forte augmentation de la phosphorylation de
la MAPK p38 comparée a la condition non traitée. Cette stimulation de la phosphorylation de
p38 est observable dans les deux lignées du CaP. De plus, la lignée LNCaP a aussi été traitée
avec I’Abiratérone, un autre anti-androgeéne de seconde génération comme 1’Enzalutamide,
([10uM] pendant 24h) (Figure 21.B). Ces résultats indiquent qu’une autre molécule,

I’ Abiratérone, active aussi fortement la MAPK p38.
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Figure 21 : Activation de la MAPK p38 par le traitement a I'Enzalutamide et a I’ Abiratérone
A. Liste des sérine/thréonine kinases identifiées par lors du PamGene Assay B. Evaluation de la
phosphorylation de la MAPK p38 par Western Blot. NT : Non traité. Enza : Enzalutamide. Abi : Abiratérone

Par ailleurs, d’autres voies de signalisation peuvent étre impliquées dans [’activation
indépendante des androgénes du RA7378, Ainsi, nous avons évalué, ’activation des voies
AKT et ERK, dans deux lignées, LNCaP et 22Rv1, aprés un traitement de 24h avec [35uM]
d’Enzalutamide (Figure 22). Les résultats montrent que I’Enzalutamide n’induit aucune

variation de 1’état de phosphorylation des protéines AKT et ERK.
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Figure 22 : Détermination des voies de signalisation activées par I'Enzalutamide par
Western Blot

Le traitement avec de I'Enzalutamide n’active pas les voies de signalisation AKT et
ERK. T : Traité avec [35uM] d’Enzalutamide durant 24h. NT : Non traité

L’ensemble de nos résultats montre que le traitement avec de 1’Enzalutamide ou de
I’ Abiratérone, conduit a une activation spécifique de la MAPK p38 en réponse a ces traitements.
Or il est a rappeler que d’autres études ont déja mis en avant I’activation de la voie de
signalisation de la MAPK p38 en réponse a d’autres traitements avec de ’acide zolédronique
ou avec du Docétaxel dans les cellules du CaP333-334, En effet, la stimulation de cette protéine
kinase conduit a 1'émergence de la résistance a ces composés ainsi qu’a l'acquisition d’un

phénotype invasif pour ces cellules cancéreuses.
II. Test de la combinaison de médicaments sur des lignées du CaP

A. La combinaison de traitements Enzalutamide et inhibiteur de p38 a un effet synergique

sur les lignées de CaP en 2D

Du fait de I’activation de la MAPK p38 lors de I’utilisation d’Enzalutamide, des inhibiteurs de
p38 ont été testés afin de déterminer 1’effet de leur utilisation sur des cellules du CaP. Dans ce
but, des lignées 22Rv1 et LNCaP ont été traitées avec une combinaison d’un inhibiteur de la
MAPK p38, SB202190, utilis¢ seul ou en association avec I’Enzalutamide. Les résultats ont été
traités sous forme de matrice de synergie afin d’évaluer I’effet de ’association de ces différents

composés. S'il y a un effet antagoniste de la combinaison, la voie de signalisation identifiée est
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possiblement impliquée dans D’action de 1’Enzalutamide. A D’inverse, s’il y a un effet
synergique de 1’association de médicament, la MAPK p38 est possiblement associée a la
résistance au traitement et donc par son inhibition, cette kinase devient un candidat pour
I’¢laboration d’une potentielle stratégie thérapeutique. Nous avons donc testé 1’effet de
I’Enzalutamide seul (7 concentrations différentes), de I’inhibiteur de p38 seul (5 concentrations
différentes) et de la combinaison des deux médicaments dans deux lignées de CaP : LNCaP et
22RV1 (Figure 23). La premicre combinaison testée est 1’association de 1’Enzalutamide avec
I’inhibiteur de p38, SB202190°%* (Figure 23.A). La matrice de synergie (matrice rouge) indique
que I’association des deux médicaments a un effet synergique dans les deux lignées de CaP.
Cette synergie est corrélée avec une diminution de la survie cellulaire (matrice bleue) au fur et
a mesure de I’augmentation de la concentration des médicaments. Cette combinaison démontre
qu’inhiber la MAPK p38 améliore I’effet du traitement avec I’Enzalutamide. Suite a ce résultat
et du fait que I’inhibiteur de p38, SB202190, n’est pas utilisé en clinique, nous avons testé
I’association de I’Enzalutamide avec deux inhibiteurs de p38, utilisés dans des essais cliniques :
LY2228820 (Ralimetinib)?*>3%3 (Figure 23.B) et ARRY-614 (Pexmetinib)?7+3¢° (Figure 23.C).
Les matrices de synergie montrent que 1’association de 1’Enzalutamide avec les différents
inhibiteurs de p38 est synergique a faibles doses. La zone de synergie est plus importante pour
la lignée 22Rvl comparée a la lignée LNCaP. Cependant, la lignée LNCaP posséde une
sensibilité plus importante, car comme indiqué sur la matrice bleue, la population cellulaire
diminue dés les premiéres doses de combinaison de médicaments. Ainsi, en termes d’effet
synergique, la combinaison « Enzalutamide + SB202190 » semble étre la meilleure : la zone de
synergie est la plus étendue dans les cellules LNCaP et les valeurs de 1’effet sont plus fortes
pour la lignée 22Rvl. Cependant, bien que les associations « Enzalutamide +
LY228820/ARRY-614 » soient moins synergique et présentent méme des points
d’antagonismes pour les deux lignées de CaP, ces deux combinaisons présentent un effet plus
important sur la viabilité cellulaire. Dans la lignée LNCaP, la combinaison « Enzalutamide +
LY2228820 » induit la réduction la plus importante a la plus forte concentration des
médicaments : il ne reste que 5% de cellules vivantes (22% avec SB202190 et 18% avec
ARRY-614). Le méme effet est visible pour la lignée 22Rv1 ou cette combinaison ne laisse que
7% de cellules vivantes a la plus haute concentration des composés (12% avec SB202190 et
19% avec ARRY-614). Dans I’objectif d’améliorer le traitement utilisant I’Enzalutamide, avoir
une combinaison ne présentant pas d’antagonisme est important pour I’effet thérapeutique,

cependant la synergie n’est pas 1’unique critére a prendre en compte, dans la mesure ou
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I’association de médicaments peut avoir un effet antitumoral, en dépit d’une faible synergie,

comme c’est le cas pour la combinaison « Enzalutamide + LY2228820 ».
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Figure 23 : Matrices de synergie montrant |'effet synergique de la combinaison de médicaments : Enzalutamide
+ Inhibiteur de p38 dans des lignées de CaP

A. Test de cytotoxicité Enzalutamide + SB202190. B. Test de cytotoxicité Enzalutamide + LY2228820. C. Test
de cytotoxicité Enzalutamide + Arry-614. La cytotoxicité est évaluée par la sulforhodamine B

Suite a la mise en évidence de I’activation de la MAPK p38 par I’ Abiratérone, nous avons testé
les effets de I’association de cet anti-androgéne avec 1’inhibiteur de p38, SB202190, dans les
lignées LNCaP et 22Rv1. Cette combinaison démontre un effet synergique associ¢ a une
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réduction de la viabilité cellulaire, en fonction de I’augmentation de la concentration de
médicaments. Les résultats de cette expérience suggerent que 1’association d’un inhibiteur de
p38 avec I’ Abiratérone pourrait constituer une piste thérapeutique supplémentaire a développer
(Figure 24).
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Figure 24: Matrices de synergie montrant l'effet synergique de la combinaison de
médicaments : Abiratérone + SB202190 dans des lignées de CaP

A. Test de cytotoxicité Abiratérone + SB202190 dans la lignée LNCaP. B. Test de cytotoxicité
Abiratérone + SB202190 dans la lignée 22Rvl. La cytotoxicité est évaluée par la
sulforhodamine B

Nos précédentes expériences ont été réalisées avec des lignées du CaP exprimant le RA. 11 est
a rappeler que ce récepteur, cible de I’Enzalutamide, posséde un réle majeur dans la promotion
du développement tumoral. Cependant certaines cellules cancéreuses peuvent proliférer,
indépendamment de la présence du RA. Ainsi nous avons testé la combinaison « Enzalutamide
+ SB202190 », sur les lignées cellulaires DU145 et PC3, qui n’expriment pas le RA, afin de
déterminer I’effet de nos traitements (Figure 25). Les matrices de synergie montrent un effet
antagoniste de cette combinaison dans les deux lignées de CaP. L’antagonisme est associ¢ avec

une faible réduction de la population cellulaire, sauf aux fortes concentrations de la
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combinaison de médicaments. Ces résultats tendent a considérer la nécessité d’avoir
I’expression du RA pour obtenir un potentiel effet thérapeutique de la combinaison de

médicaments.
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Figure 25: Matrices de synergie de la combinaison de médicaments : Enzalutamide +
SB202190 dans des lignées de CaP

A. Test de cytotoxicité Enzalutamide + SB202190 dans la lignée DU145. B. Test de
cytotoxicité Enzalutamide + LY2228820 dans la lignée PC3. Les cellules sont ensemencées
dans une plaque 96 puits. Les cellules sont traitées avec des concentrations croissantes
d’Enzalutamide (0, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 uM) et/ou d’inhibiteur de p38 (0, 2.5, 5, 10, 20
uM). La cytotoxicité est évaluée par la sulforhodamine B

Par ailleurs, nos précédentes expériences sont réalisées dans des milieux de culture avec une
concentration inconnue d’androgénes. Or I’activité du RA est dépendante de la quantité
d’androgénes disponible dans I’environnement cellulaire’”. En effet, une concentration en
androgénes de [0.01-0.1nM 389382 peut suffire a stimuler la croissance tumorale, tandis qu’une
concentration d’androgénes de [1-100nM] peut inhiber la prolifération des cellules. De ce fait,
I’influence de la concentration d’androgenes sur 1’effet de la combinaison « Enzalutamide +
SB202190 » a été évalué¢ (Figure 26). Pour cette expérience, des cellules 22Rv1 ont été
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cultivées avec différents milieux : un milieu RPMI, appauvri en androgénes par 1’utilisation de
DCC (Dextran Coated Charcoal) 5% (Figure 26.A), un milieu RMPI + DCC 5% avec du
R1881 (ligand de synthése du RA) (Figure 26.B) et un milieu RPMI contenant 10% de SVF
(Sérum de Veau Feetal) correspondant a un milieu riche. Les résultats montrent que le traitement
« Enzalutamide + SB202190 » a un effet synergique significatif quand la concentration
d’androgeénes augmente (Figure 26.B et 26.C). En effet, une zone de synergie plus étendue,
avec des valeurs plus importantes, est visible aux faibles concentrations.

A. Milieu RPMI +DCC5% B. Milieu RPMI+DCC5% C. Milieu RPMI + SVF 5%
+R1881 [0,1nM]

enzalutamide

enzalutamide

SB203580 SB203580 $B203580

Figure 26 : Matrices de synergie de la combinaison Enzalutamide + SB202190 dans la lignée 22Rv1
Différentes conditions sont testées afin de voir I'influence de la stimulation androgénique sur
I’effet de nos traitements. A. Incubation des cellules avec un milieu complémenté par 5% de sérum
déstéroidé (DCC : Dextran Coated Charcoal). B. Milieu complémenté par 5% de sérum déstéroidé
contenant 0.1 nM de R1881, ligand synthétique du RA. C. Milieu complémenté avec du Sérum de
Veau Feetal (SVF). La cytotoxicité est évaluée par un test a la sulforhodamine B

De plus, nous avons aussi testé la combinaison « Abiratérone + SB202190 » dans les lignées
LNCaP et 22Rv1 (Figure 27). L’ Abiratérone est un anti-androgénes ayant une cible différente
de I’Enzalutamide, car elle inhibe la synthése des androgénes. Les données indiquent que cette
combinaison a une meilleure synergie comparée a la combinaison « Enzalutamide +
SB202190 ». L’effet synergique s’étend a presque toutes les concentrations dans la lignée
LNCaP, tandis que seulement les plus fortes concentrations de médicaments ([7,5uM]
d’Abiratérone minimum) provoquent de la synergie dans la lignée 22Rv1. Il est & noter que

I’effet synergique de la combinaison « Abiratérone + SB202190 » est meilleure que la
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combinaison « Enzalutamide + SB202190 », en particulier dans la condition « RPMI+DCC ».
Nous supposons que I’utilisation de 1’ Abiratérone, ciblant la synthése d’androgeénes, conduit a

empécher la stimulation autocrine des cellules du CaP.

Ainsi, ’ensemble de ces expériences indique qu’il y a bien une influence de la quantité
d’androgénes dans le milieu sur ’effet synergique de nos associations de traitements : la taille
de la zone de synergie et les valeurs associées sont meilleurs avec I’augmentation de la
concentration d’androgénes. Cependant a de plus faibles concentrations d’androgenes, un effet

synergique est visible notamment avec 1’utilisation d’ Abiratérone.

A. RPMI+10%DCC B. RPMI+10%DCC+1nM R1881 C. RPMI+10%SVF

LNCap

Abiraterone

22Rv1

Abiraterone

0.625
125
2

SB202190 39

Figure 27 : Matrices de synergie pour évaluer I'effet de la combinaison « Abiratérone + SB202190 » sur des
lignées LNCaP et 22Rv1

Différentes conditions sont testées afin de voir I'influence de la stimulation androgénique sur I'effet de nos
traitements. A. Incubation des cellules avec un milieu complémenté par 10% de sérum déstéroidé (DCC). B.
Milieu complémenté par 10% de sérum déstéroidé (DCC : Dextran Coated Charcoal) contenant 1 nM de
R1881, ligand de synthése du RA. C. Milieu complémenté avec du Sérum de Veau Feetal (SVF). La cytotoxicité
est évaluée par un test a la sulforhodamine B

B. La combinaison de médicaments Enzalutamide + inhibiteur de p38 a un effet
synergique sur les lignées de CaP en 3D

A la suite des tests de cytotoxicité réalisés en 2D, nous avons poursuivi la caractérisation de
I’effet de nos combinaisons de médicaments sur des sphéroides. Grace a la culture en 3D et a

la formation de sphéroides, les conditions d’études sont proches de celles observées in vivo sur
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des modéles de xénogreffes (par exemple par 1’établissement d’un gradient d’oxygéne et de
nutriment...)*®3. Ainsi, nous avons testé trois lignées de CaP : LNCaP, 22Rv1 et VCaP. La
lignée VCaP a été incluse dans nos expériences car comparée aux deux autres lignées, elle
posséde un RA naturel (exempt de mutations)!'86-187344  Aprés ensemencement, les cellules sont
traitées avec les différents médicaments seuls ou en combinaison au 3° jour. Au bout de 7 jours
d’incubation, la plaque est analysée au Celigo pour une capture d’image en fond clair afin
d’évaluer I’effet des traitements sur le diamétre des sphéroides (Figure 28). Les résultats
montrent qu’il y a une réduction de la taille des sphéroides avec 1’augmentation de la
concentration des combinaisons « Enzalutamide + inhibiteur de p38 » comparée a la condition
non traitée de chaque plaque. Cette diminution de la taille des sphéroides avec les différentes

combinaisons est aussi visible pour la lignée 22Rv1 (Annexe 1).
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Figure 28 : Diminution du diametre des sphéroides par la combinaison de traitement Enzalutamide et inhibiteurs de p38
pour la lignée LNCaP

A. Traitement de la lignée LNCaP avec la combinaison Enzalutamide + SB202190. B. Traitement de la lignée LNCaP avec
la combinaison Enzalutamide + Arry-614. C. Traitement de la lignée LNCaP avec la combinaison Enzalutamide +
Ly228820. Capture d’image des puits des plaques 96 puits, observés en champ clair par Celigo
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Par la suite, I’effet de la viabilité cellulaire a été déterminé par un kit CellTiter-Glo (Promega),
permettant de d’évaluer le nombre de cellules viables dans chaque puits, a partir de la
quantification de I’ATP, en tant qu’indicateur des cellules métaboliquement actives. Les
données du test de viabilité cellulaire ont été traitées sous forme de matrices de synergie (Figure
29). Dans toutes les lignées cellulaires, il y a un effet synergique de la combinaison
« Enzalutamide + SB202190 » (Figure 29.A). Le traitement induit une réduction du diameétre
des sphéroides dans la lignée LNCaP. Cette observation est corrélée avec la diminution du
nombre de cellules & mesure de 1’augmentation de la concentration des médicaments lors du
test de viabilité cellulaire. De plus, il y a une zone de synergie plus étendue qu’avec les autres
lignées, cependant celle-ci est plus faible en termes de valeurs. On retrouve un effet similaire
pour la lignée VCaP ou le traitement conduit a réduire la viabilité des cellules mais les zones
de synergie se retrouvent principalement aux plus fortes concentrations pour ces cellules. La
lignée 22Rv1 affiche aussi une diminution du diamétre des sphéroides lors de I’observation de
la plaque en champ clair (données non montrées). Cependant le test de viabilité montre que
cette réduction de taille n’est pas associée a une diminution de la viabilité cellulaire car le
nombre de cellules ne chute qu’aux fortes concentrations. Les points de concentrations,
correspondant a la baisse du nombre de cellules, sont associés a une zone de synergie. Il est a
noter que malgré D’effet sur la taille des sphéroides, la combinaison « Enzalutamide +
SB202190 » n’altere pas la survie de la lignée 22Rv1 sauf a de fortes concentration, comparé a
ses effets lors des tests de cytotoxicité en 2D (Figure 23.A). La combinaison « Enzalutamide
+ ARRY-614 » affiche une zone de synergie plus étendue, avec des valeurs plus hautes
globalement, pour les différentes lignées cellulaires comparée aux effets obtenus avec le
SB202190 (Figure 29.B). Les effets sur la viabilité cellulaire des lignées LNCaP et VCaP sont
comparables aux résultats de la combinaison avec le SB202190. Cependant il y a une plus forte
réduction de la viabilité cellulaire pour la lignée 22Rv1 associée a une synergie suivant
I’augmentation de la concentration des médicaments. La combinaison « Enzalutamide +
LY2228820 » affiche une zone de synergie plus large que la combinaison « Enzalutamide +
SB202190 », mais les valeurs de synergie sont généralement plus faibles qu’avec ARRY-614
(Figure 29.C). Sauf pour la lignée 22Rv1 ou l’effet de cette association avec LY2228820
montre la plus forte synergie. Pourtant, malgré cet effet de la combinaison de drogue, la viabilité
cellulaire diminue moins qu’avec I’inhibiteur ARRY-614, mais reste plus basse qu’avec le

SB202190.
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L’observation de la variation du diamétre des sphéroides (Figure 28) ne permettait pas de
caractériser les effets de chaque combinaison. Or ’estimation de la viabilité cellulaire avec le
CellTiter-Glo, nous permet d’observer I’effet global de nos associations de médicaments. Ainsi
la comparaison de I’ensemble des combinaisons montre que les inhibiteurs de p38, ARRY-614
et LY2228820, ont les meilleures synergies, en termes d’étendue et de valeurs, dans toutes les
lignées du CaP. Cependant, en observant les effets pour chaque lignée, nous constatons que
dans la lignée LNCaP, la combinaison « Enzalutamide + LY228820 » induit la meilleure
réduction de la survie cellulaire malgré une synergie plus faible que les deux autres
combinaisons. De plus, la lignée VCaP, bien que sensible aux effets de chaque combinaison,
comme en témoigne la synergie et la réduction de la viabilité, conserve le méme pourcentage
de cellules vivantes sauf a la plus forte concentration de médicaments. Les résultats avec la
lignée 22Rv1 différent pour chaque combinaison. Lors de I’association de I’Enzalutamide avec
le SB202190, nous avons une diminution de la taille des sphéroides, cependant 1’estimation de
la viabilité cellulaire indique qu’il n’y a pas de réduction du nombre de cellules viables sauf a
des fortes concentrations. La combinaison avec LY2228820 conduit au meilleur effet
synergique, cependant la diminution de la viabilité cellulaire est plus faible qu’avec ARRY-
614. En effet, ce dernier conduit a une diminution, légérement plus importante, du nombre de

cellules vivantes.
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Figure 29 : Effet synergique de la combinaison Enzalutamide + SB202190 sur des sphéroides de lignées de CaP
A. Evaluation de la viabilité cellulaire aprés traitement avec Enzalutamide + 202190. B. Evaluation de la viabilité
cellulaire aprés traitement avec Enzalutamide + ARRY-614. C. Evaluation de la viabilité cellulaire aprés traitement

avec Enzalutamide + LY228820. Matrices de synergies obtenues par des tests de viabilité cellulaire avec le
CellTiter-Glo
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Les combinaisons de médicaments sont synergiques en 3D, avec des valeurs de synergie plus

importantes qu’en 2D. De plus, elles induisent une diminution de la taille des sphéroides au fur

et 2 mesure de I’augmentation des concentrations. L’ensemble de nos résultats indiquent que

les combinaisons associant I’Enzalutamide a LY228820 ou a ARRY-614 présentent les

meilleurs effets dans les différentes lignées (Tableau 13).

Lignées
Cellulaires

LNCaP

22Rvl

LNCaP

22Rvl

VCaP

Enzalutamide
+

SB202190

Enzalutamide
+

LY2228820

Effet de la combinaison en 2D

Synergie +++
Diminution de la
viabilité cellulaire +
(22% de cellules
vivantes a la plus forte
concentration)

Synergie ++
Diminution de la
viabilité cellulaire +
(12% de cellules
vivantes a la plus forte
concentration)

Synergie +

Antagonisme aux
concentrations ¢élevées.
Diminution de la
viabilité cellulaire +++
(5% de cellules vivantes a
la plus forte
concentration)

Synergie +++
Diminution viabilité
cellulaire +++ (7% de
cellules vivantes a la plus
forte concentration)

Effet de la combinaison en 3D

Diminution du volume
et

Synergie +
Diminution de la
viabilité cellulaire +
Diminution du volume
—t

Synergie +
Diminution de la
viabilité cellulaire +

Diminution du volume
+++

Synergie +
Diminution de la
viabilité cellulaire ++

Diminution du volume
+++

Synergie +

Diminution de la
viabilité cellulaire ++
Diminution du volume ++
Synergie ++

Diminution de la viabilité
cellulaire ++

Diminution du volume
o+

Synergie ++

Diminution de la viabilité
cellulaire ++

Enzalutamide
+

ARRY-614

Synergie ++
Antagonisme aux
concentrations ¢élevées.
Diminution de la
viabilité cellulaire +
(18% de cellules
vivantes a la plus forte
concentration)
Synergie ++
Diminution de la
viabilité cellulaire +
(19% de cellules
vivantes a la plus forte
concentration)

Diminution du volume
+++

Synergie +
Diminution de la
viabilité cellulaire +
Diminution du volume
+++

Synergie ++
Diminution de la
viabilité cellulaire
+++

Diminution du volume
+++

Synergie +++
Diminution de la
viabilité cellulaire ++

Tableau 13 : Effets des combinaisons de médicaments sur les lignées cellulaires du CaP
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III. Caractérisation de ’effet de la combinaison de médicaments sur des

lignées du CaP
A. La combinaison Enzalutamide + SB202190 a un effet cytostatique sur les lignées de
CaP

Nous avons vu que 1’association de nos différents traitements a un effet synergique en culture
2D et en culture 3D sur différentes lignées de CaP. A la suite de ces résultats, nous avons
souhaité caractériser le mécanisme d’action de cette combinaison. Cependant le test de
cytotoxicité a la sulforhodamine B ou I’évaluation de la viabilité cellulaire par le kit CellTiter-
Glo ne nous permet pas de distinguer I’inhibition de la prolifération et I’induction de la mort
cellulaire. Ainsi, par analyse au Celigo, nous avons déterminé si I’effet de notre combinaison
est cytostatique ou cytotoxique. Pour cela, aprés traitement avec la combinaison
« Enzalutamide + SB202190 », les cellules ont été marquées avec de I’Hoechst 33342
(marquage de tous les noyaux cellulaire) et de I’lodure de Propidium (marquage des cellules
mortes) afin de permettre le décompte du nombre total de cellules et I’estimation de la mortalité
cellulaire (Figure 30.A). Pour notre expérience, nous avons ensemencé des cellules LNCaP,
dans deux plaques 96 puits, I’'une est utilisée pour un test de cytotoxicité a la Sulforhodamine
B (Figure 30.B.1), et ’autre plaque est analysée au Celigo (Figure 30.B.2 et 30.B.3). Les
résultats du test de cytotoxicité, avec la sulforhodamine B, montrent que 1I’Enzalutamide ou le
SB202190, utilisés seuls, diminuent la survie cellulaire mais a de fortes concentrations (20uM
d’Enzalutamide et SpuM de SB202190). Cependant, la combinaison des deux médicaments
conduit a réduire la survie cellulaire dés la premicre concentration, et cet effet est corrélé avec
une zone de synergie étendue (Figure 30.B.1). L’analyse au Celigo confirme les précédentes
observations : chaque composé, seul, induit une diminution du nombre de cellules a des
concentrations ¢élevées. Cependant la combinaison des deux médicaments conduit a une
réduction de la population cellulaire, a des doses faibles. De plus, la réduction de la survie
cellulaire observée dans le test a la sulforhodamine B est associée a une réduction du nombre
total de cellules dans les puits, au fur et & mesure de I’augmentation des concentrations des
médicaments (Figure 30.B.2). Cependant, cette chute du nombre de cellules n’est pas associée
a une augmentation du nombre de cellules mortes (Figure 30.B.3). Ainsi la combinaison

« Enzalutamide + SB202190 » a un effet cytostatique dans la lignée LNCaP.
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Figure 30 : Effet cytostatique de la combinaison « Enzalutamide + SB202190 » sur la lignée LNCaP
A. Capture d'images de I'application « Cell counting and Viability » du Celigo. L’'Hoechst 33342
(marqueur bleu) colore les noyaux de toutes les cellules. L'lodure de Propidium (marqueur rouge)
colore les cellules mortes ayant perdu lintégrité de leur membrane plasmique. B. 1.
Sulforhodamine B: Matrices de synergie obtenues aprés un test de cytotoxicité a la
sulforhodamine B. 2. Nombre de cellules totales : Décompte obtenu aprés lecture de la plaque
au Celigo et prise en compte de la fluorescence de I'Hoechst. 3. Viabilité : Estimation du nombre
de cellules vivantes dans chaque puits apres lecture au Celigo et prise en compte du nombre de
cellules mortes.

Cette combinaison « Enzalutamide + SB202190 » a aussi été testée dans la lignée 22Rv1. Les
résultats confirment les précédentes observations (Figure 23) : la lignée 22Rv1 est moins
sensible a cette association de médicaments que la lignée LNCaP (Figure 31). Seul
I’Enzalutamide, utilisé seul et a forte concentration induit une diminution significative de la
survie cellulaire (une réduction de 73% a 29% de viabilité cellulaire avec [20uM]
d’Enzalutamide). L’inhibiteur de p38 seul n’atteint pas I’IC50 aux concentrations utilisées.
L’association des deux médicaments diminue la viabilité cellulaire, cependant cet effet a lieu

pour des doses élevées (Figure 31.A). L’analyse de la plaque au Celigo corr¢le cette diminution
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de la viabilité cellulaire avec une réduction du nombre total de cellules (Figure 31.B) sans
augmentation du nombre de cellules mortes (Figure 31.C). Ainsi la combinaison

« Enzalutamide + SB202190 » a un effet cytostatique dans la lignée 22Rv1.

A. Sulforhodamine B B. Nombre de cellules C. Viabilité
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58202190 (uM) $B202190 (UM) SB202190 (UM)

Figure 31 : Effet cytostatique de la combinaison « Enzalutamide + SB202190 » sur la lignée 22Rv1
A. Sulforhodamine B : Matrices de synergie obtenues aprés un test de cytotoxicité a la
sulforhodamine B. Nombre de cellules totales : Décompte obtenu apres lecture de la plaque au
Celigo et prise en compte de la fluorescence de I’'Hoechst. C. Viabilité : Estimation du nombre de
cellules vivantes dans chaque puits aprés lecture au Celigo et prise en compte du nombre de
cellules mortes

B. Les combinaisons « Enzalutamide + LY2228820 » et « Enzalutamide + ARRY-614 »

ont un effet cytostatique et cytotoxique sur les lignées du CaP.

I est a rappeler que ’objectif de ce travail est de pouvoir aboutir & un essai clinique par le
développement d’une combinaison de traitement associ¢ a I’Enzalutamide. Or D’effet de
I’Enzalutamide avec le SB202190, bien que synergique, demeure cytostatique. L utilisation de
cette combinaison de médicaments conduirait a inhiber la prolifération tumorale mais
n’éradiquerait pas completement les cellules cancéreuses, ce qui serait désavantageux dans le
traitement du patient. De plus, cet inhibiteur n’est pas utilisé en clinique, ainsi d’autres
inhibiteurs de p38, LY2228820 et ARRY-614, acceptés en essai clinique, ont été testés, afin de
caractériser leur effet dans la lignée cellulaire 22Rv1 (Figure 32). Nous avons traité les cellules

avec des concentrations croissantes de chaque inhibiteur de p38 afin d’évaluer, au Celigo, le
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nombre total de cellules et la mortalité cellulaire (Figure 32.A). Les résultats indiquent qu’il y
a une diminution du nombre totale de cellules dépendante de la concentration d’inhibiteur de
p38 utilisée. Cependant a de fortes concentrations (>10 uM), il y a une augmentation du nombre
de cellules mortes, induite par les inhibiteurs LY2228820 (16%) et ARRY-614 (12%) comparé
au SB202190 (4%). Ces inhibiteurs, utilisés seuls, ont un effet cytostatique et cytotoxique. Par
la suite, I’effet des inhibiteurs de p38 a été évalué mais en combinaison avec I’Enzalutamide.
Les résultats sont présentés sous forme de matrices de mortalité cellulaire (Figure 32.B). Les
cellules ont été traitées avec différentes concentrations de médicaments. Afin d’évaluer la
mortalité cellulaire, les cellules mortes ont été marquées avec du PI et la plaque a été analysée
au Celigo. Les résultats montrent que la combinaison de LY2228820 ou d’ARRY-614 avec
I’Enzalutamide, conduit & augmenter le nombre de cellules marquées par le PI, dés la premicre
concentration de médicaments. Il y a une diminution du nombre total de cellules, qui est
associée a une augmentation du nombre de cellules mortes avec les concentrations croissantes

d’Enzalutamide associé avec le LY2228820 ou avec I’ Arry-614.
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Figure 32 : Caractérisation des effets antitumoraux des inhibiteurs de p38 dans une lignée 22Rv1

A. Evaluation par Celigo du nombre total de cellules et de la mortalité cellulaires aprés traitement avec chaque
inhibiteur. B. Matrices de synergie pour la mortalité cellulaire (marquage a I'lodure de Propidium) pour les
combinaisons de médicaments « Enzalutamide + Arry-614 » et « Enzalutamide + Ly2228820 ». LY : LY2228820.
ARRY : ARR-614. SB : SB202190.

Ainsi, avec les inhibiteurs LY2228820 et ARRY-614, nous avons des combinaisons de
traitements ayant un effet synergique en culture 2D et 3D, caractérisé par un effet cytostatique

mais aussi un effet cytotoxique a hautes concentrations.

I11.3. La combinaison « Enzalutamide + SB202190 » induit une inhibition de

la synthése d’ADN

Afin de caractériser 1’effet cytostatique de la combinaison « Enzalutamide + SB202190 », des
cellules de la lignée LNCaP ont été analysées au Celigo : par son mode d’analyse « DNA
synthesis application », la synthése de novo d’ADN a été évaluée par I’utilisation du 5-Ethynyl-
2’-deoxyuridine (EdU). Cet analogue de la Thymidine s’incorpore dans I’ADN des cellules en
phase S et peut étre détecté par I’émission d’une fluorescence verte’’?. Afin de quantifier la

synthése d’ADN, nous avons associé celle-ci au nombre de cellules ayant incorporées I’EdU.
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Les cellules LNCaP ont été traitées comme dans un test de cytotoxicité normal. Cependant
I’EdU y a été incorporé 16h avant la fin du temps de traitement avec les différents médicaments
(Figure 33.A). Les résultats montrent que ['utilisation de SB202190 seul, n’affecte pas le
nombre de cellules ayant intégré I’EdU. Cependant le traitement avec I’Enzalutamide conduit
a diminuer, de facon dose-dépendante, le nombre de cellules EdU-positives (14% de cellules
ayant incorporé I’EdU a la concentration de 20 uM d’Enzalutamide) (Figure 33.B). Apres
analyse au Celigo, les résultats ont été traités sous forme de matrices de synergie (Figure 33.C).
Les données montrent que lorsque les différents composés sont combinés, il y a une réduction
du nombre de cellules EdU-positives des la premiere concentration (0.625uM d’Enzalutamide
et de SB202190) La diminution est associée avec une zone de synergie étendue, a de
nombreuses concentrations de la combinaison de médicaments. Ainsi I’Enzalutamide seul,
contrairement au SB202198, peut induire une diminution de 1’incorporation d’EdU dans les
cellules. Mais cet effet est potentialisé par 1’ajout de I’inhibiteur de p38. Ces résultats suggerent
donc que cette combinaison a un effet cytostatique, qui se caractérise par I’inhibition de la

synthése de I’ADN.
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Figure 33 : Evaluation de la synthése d’ADN par le décompte des cellules LNCaP EdU positives.
A. Capture d’images de I'application « DNA Synthesis » du Celigo. L'Hoechst 33342 (marqueur
bleu) colore les noyaux de toutes les cellules. L'EdU (marqueur vert) est un analogue de la
thymidine, permettant de marquer les cellules synthétisant de ’ADN. B. Courbes représentant la
diminution de la population cellulaire en fonction du traitement avec I'Enzalutamide (Bleue) ou
I'inhibiteur SB202190 (Jaune) C. Matrice de synergie évaluant l'effet de la combinaison
« Enzalutamide + SB202190 » sur le nombre de cellules ayant incorporées I'EdU. EdU : 5-Ethynyl-
2’-deoxyuridine, analogue de la Thymidine
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IV. La combinaison « Enzalutamide + SB202190 » a un effet synergique in

Vivo

Les différentes combinaisons de médicaments conduisent a un effet synergique se manifestant
par la diminution du volume des sphéroides et/ou la réduction de la viabilité cellulaire en culture
3D. Nous avons poursuivi notre étude par I’évaluation de I’effet in vivo de ’Enzalutamide et
de I’inhibiteur de p38 en association ou non. Des cellules de la lignée LNCaP ont ét¢ injectées
en sous-cutanée dans des souris males NOD/SCID (3x10° cellules/injection). Différents
groupes de souris ont ét¢ formés: le groupe non traité (n=6), le groupe traité avec
I’Enzalutamide (n=6), le groupe traité avec 1’inhibiteur SB202190 (n=6) et le groupe traité par
la combinaison de chaque médicament. L’efficacité de chaque traitement est comparée par le
suivi de I’évolution du volume tumoral (Figure 34). Les souris ont ét¢ traitées de JO a J13. Les
résultats montrent que le groupe de souris n’ayant re¢u aucun traitement (courbe bleue) ont la
plus fort croissance tumorale (>250 u.a a J13). Le traitement avec 1’Enzalutamide (courbe
organe) ou I’inhibiteur SB202190 (courbe jaune) maintient le volume tumoral a une taille moins
importante comparé au groupe non traité¢ (<200 u.a a J13). La combinaison d’Enzalutamide et
de SB202190 (courbe jaune) induit le plus faible volume tumoral avec une stabilisation de
celui-ci jusqu’a I’arrét des traitements. Cela confirme I’effet cytostatique observé dans les
expériences avec les cultures cellulaires en 2D et en 3D. De plus, I’arrét du traitement entre J13
et J18 provoquent la reprise de la croissance tumorale pour tous les groupes de souris. Par

ailleurs, les souris sont sacrifiées a J22.
350 Arrét du traitement
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—8—NT —e—ENZA - SB ENZA + 5B

Figure 34: Suivi de I'évolution du volume tumoral in vivo avec des traitements avec
I’Enzalutamide et/ou l'inhibiteur de p38 SB202190
NT : Non traité. ENZA : Enzalutamide. SB : SB202190. ENZA + SB : Enzalutamide + SB202190
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Par ailleurs, la méme expérience a été réalisée en testant des traitements avec 1’ Abiratérone
et/ou le SB202190 (Figure 35). Selon le méme procédé que dans I’expérience précédente, des
souris greffées avec des cellules LNCaP ont été organisées en groupes, recevant différents
traitements. Cependant la durée de suivi de suivi de la croissance tumorale n’a pu étre similaire,
du fait d’un probléme de dilution de I’ Abiratérone et a cause d’une grande perte de poids des
souris. Ainsi ’administration des médicaments a été arrétée au bout du 6° jour. Cependant les
mesures réalisées de la taille des tumeurs, au cours de la premicre semaine, montrent que le
volume tumorale augmente le plus rapidement pour les souris non traitées ou traitées avec
chaque médicament, utilis¢ seul. Mais la combinaison « Abiratérone + SB202190 » conduit a

la plus faible augmentation du volume tumorale.

Arrét du traitement

150 -
: "" = —e—5B
100 —— ! ABI + 5B
ABI

Volume tumeur {unité abritraire)

w
(=]

Jours

Figure 35 : Suivi de I"évolution du volume tumoral in vivo avec des traitements avec
I’Abiratérone et/ou 'inhibiteur de p38 SB202190
NT : Non traité. ABI : Abiratérone. SB : SB202190. ABI + SB : Enzalutamide + SB202190

Nos tests de combinaisons in vivo confirment I’effet synergique de 1’association anti-androgene

+ inhibiteur de p38 est meilleur que I’effet de chaque médicament utilisé seul.
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V. Evaluation de ’effet des médicaments sur activité transcriptionnelle du RA
p

A. Les inhibiteurs de p38 inhibent 1’activité transcriptionnelle du RA

Nous avons vu précédemment que le traitement avec I’Enzalutamide conduit a la
phosphorylation de p38. De plus, une combinaison d’Enzalutamide avec un inhibiteur de cette
kinase a un effet synergique. Cette association de médicaments peut exercer un effet
cytostatique, a faible concentration et un effet cytotoxique a plus forte concentration. Ces
résultats démontrent ainsi I’importance de la MAPK p38 pour la cellule cancéreuse en réponse
au traitement avec 1’Enzalutamide. En effet, il a ét¢ prouvé que la MAPK p38 est capable de
phosphoryler le RA, conduisant & la régulation de sa localisation et de sa transcription’. Or, le
RA est aussi la cible de I’Enzalutamide’®. Ainsi, nous avons entrepris d’étudier I’effet de nos
médicaments sur I’activité transcriptionnelle du RA. En collaboration avec I’équipe du Dr P.
Balaguer, un mode¢le cellulaire de bioluminescence a été utilisé afin d’évaluer ’effet des
différents médicaments sur I’activité transcriptionnelle du RA. Nous avons donc choisi la lignée

371

cellulaire HELN-AR, exprimant constitutivement la Luciférase Firefly’”" et dans laquelle, un

plasmide, codant pour I’expression du RA, a été transfecté. Ainsi, apres stimulation du RA, par

un ligand synthétique (R1881)3"

, son activité transcriptionnelle est quantifiable grace a
I’expression de la Luciférase. A partir de ce modéle, nous avons incubé les cellules avec les
différents inhibiteurs de p38, pendant 16h a 24h avant lecture de la plaque pour la mesure de la
bioluminescence. Dans cette expérience, nous avons testé trois conditions. Tout d’abord, nous
avons testé les inhibiteurs de p38, seuls, afin de vérifier que ces molécules ne sont pas des
agonistes du RA. Ensuite, deux concentrations différentes de R1881 ont été utilisées : [10°M]
induisant I’activation du RA a 60% et [10”"M] stimulant le RA a 100%. Nous voulions évaluer
les conséquences du niveau d’activation du RA sur un potentiel effet des inhibiteurs de p38.
Les résultats ont montré que les inhibiteurs de p38, utilisés seuls, n’induisaient pas d’expression
de la Luciférase et donc ils ne stimulaient pas I’activité¢ transcriptionnelle du RA, ce qui
confirme que ce ne sont pas des agonistes du récepteur (Figure 36 courbes bleue). Lorsque le
RA est activé par I’ajout du R1881, les inhibiteurs provoquent une diminution de I’activité
transcriptionnelle du RA qui est dépendante de la concentration de ces inhibiteurs (Figure 36
courbes rouges et vertes). En présence de R1881 107M, Iactivité du RA est réduite de 50%.
En présence de R1881 10°M, I’activité est réduite de 20%. Les résultats de cette expérience
démontrent que les trois inhibiteurs de la MAPK p38 utilisés sont capables d’inhiber ’activité
transcriptionnelle du RA, ce qui pourrait justifier I’effet synergique de la combinaison

« Enzalutamide + inhibiteur de p38 ».
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Figure 36 : Evaluation de I"activité transcriptionnelle du RA post-traitement avec inhibiteur de p38
A. Traitement avec SB202190. B. Traitement avec LY2228820. C. Traitement avec Arry-614. Lignée
cellulaire testée : HLEN. Gene rapporteur : Luciférase. Temps de traitement : 16h a 24h.
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B. L’association de I’Enzalutamide avec un inhibiteur de p38 potentialise son inhibition

de I’activité transcriptionnelle du RA

L’utilisation des trois inhibiteurs de p38 individuellement a provoqué la réduction de I’activité
transcriptionnelle du RA. Sachant que nos précédents résultats montrent que 1’effet des deux
médicaments est meilleur en combinaison qu’isolé, nous avons testé I’effet d’une association
de I’Enzalutamide avec un inhibiteur de p38 (Figure 37). Pour cela, nous avons traité les
cellules avec chacun des composés seuls et en association. Une seule dose de ligand a été
utilisée, qui correspond a une activation du RA a 80%. Les résultats montrent, de nouveau, que
les différents inhibiteurs de p38, seuls, induisent une réduction de I’intensité de la luciférase et
donc de I’activité transcriptionnelle du RA (Figure 37 courbes jaune). De plus, I'utilisation de
I’Enzalutamide, seule, provoque une réduction de 1’activité transcriptionnelle du RA plus
importante qu’avec les inhibiteurs de p38 seuls (<20% d’activité restant a la concentration
[1.10°M] d’Enzalutamide) (Figure 37 courbes bleue). Cet effet était attendu, du fait du
mécanisme d’inhibition du récepteur de cet anti-androgéne. Par ailleurs, le plus notable est
que I’association des différents composés provoque une réduction de I’expression de la
luciférase, mais a des concentrations plus faibles, par rapport a la courbe de traitement avec
I’Enzalutamide seul (Figure 37 courbes verte). Cet effet est plus important pour la combinaison
« Enzalutamide + ARRY-614»: avec I’Enzalutamide seul, a [1.10°M], [Dactivité
transcriptionnelle est a 80% tandis que ’association avec ARRY-614 diminue [’activité
génomique a 70% pour la méme concentration. Par ailleurs, a partir de I’estimation de 1’allure
de la courbe théorique, a partir de 1’équation de Bliss, (Figure 37 courbes violette) et de la
comparaison de celle-ci avec la courbe des valeurs mesurées, nous avons déterminé que 1’effet
de la combinaison de nos médicaments est additif. Bien que ’association de traitement conduise
a un effet plus rapide dans la diminution de I’activité transcriptionnelle, I’'IC50 théorique et
mesuré pour chaque combinaison est atteinte a une concentration équivalente.

Ces données montrent que les inhibiteurs de p38 permettent de catalyser 1’effet de
I’Enzalutamide en réduisant la concentration d’anti-androgenes nécessaire. Cette combinaison
de médicaments a un effet additif, qui provoque une inhibition plus rapide de l’activité

transcriptionnelle du RA.
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Figure 37 : Evaluation de 'activité transcriptionnelle du RA post-traitement avec Enzalutamide

et/ou inhibiteur de p38

A. Traitement Enzalutamide et/ou SB202190. B. Traitement Enzalutamide et/ou LY2228820. C.
Traitement Enzalutamide et/ou Arry-614. Lignée cellulaire testée : HLEN. Géne rapporteur :

Luciférase. Temps de traitement : 16h a 24h.
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Par ailleurs, nous avons évalué I’effet des inhibiteurs de p38 en association avec I’ Apalutamide,
un anti-androgéne similaire a I’Enzalutamide®®* (Figure 38). Chaque composé a été testé
individuellement puis en association afin de déterminer I’effet sur 1’activité transcriptionnelle
du RA. Les résultats sont similaires aux combinaisons précédentes avec I’Enzalutamide : les
inhibiteurs de p38, LY2228820 et ARRY-614, comparés au SB202190, induisent une
diminution de I’activité transcriptionnelle du RA a de plus faibles concentrations. Par exemple,
les résultats montrent une diminution de 10% d’activité dés la concentration de [1.10*M] de
LY2228820 (Figure 38.B), une diminution de 10% d’activité dés la concentration de [1.10°M]
pour ARRY-614 (Figure 38.C) et une diminution de 20% d’activité a la concentration de [1.10"
"M] de SB202190 (Figure 38.A). De plus, la réduction pour les inhibiteurs LY2228820 et Arry-
614 (<40% d’activité transcriptionnelle du RA) est plus importante qu’avec 1’inhibiteur
SB202190 (<50% d’activité transcriptionnelle du RA). De plus, comme lors de I’expérience
précédente (Figure 37.C), la réduction induite par I’inhibiteur ARRY-614 est la plus rapide et
la plus importante des inhibiteurs de p38. L’utilisation de 1’ Apalutamide seul, conduit a une
diminution significative de ’activité du RA a partir de [1.107M] de I’anti-androgéne. Cette
concentration provoque une réduction de 10% de I’expression de la luciférase. Il est a noter
que, comme I’Enzalutamide (Figure 37), I’inhibition induite par 1’ Apalutamide est comprise
entre les concentrations [3.107M] a [1.10°°M]. Dans cet intervalle, ’activité transcriptionnelle
passe de 80% a <20% d’activation (Figure 38). Il est aussi a préciser que la combinaison de
médicaments permet d’avoir une inhibition similaire a I’utilisation de I’ Apalutamide seul, mais

a des doses plus faibles (Figure 38).
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Ces résultats montrent que les inhibiteurs de p38 peuvent inhiber I’activité transcriptionnelle
du RA individuellement mais aussi que ces molécules peuvent catalyser 1’action des anti-

androgénes par la diminution de la concentration nécessaire pour leur action inhibitrice.

VI. La combinaison Enzalutamide et inhibiteur de p38 réduit I’expression

du variant RA-V7

Parmi les mécanismes de résistance connus, nous avons évoqué l’existence de variants
d’épissage et plus particuliérement, le variant RA-V7'%7. L’expression de ce variant est
augmentée avec la gravité du CaP??* mais aussi aprés traitement par hormonothérapie?!’. De
plus, son implication dans la résistance a I’Enzalutamide a été mis en évidence aussi bien in

222228 De ce fait, nous avons évalué l’effet de notre

vitro**!', in vivo® qu’en clinique
combinaison de médicaments sur I’expression de ce variant d’épissage (Figure 39). Des
cellules de la lignée 22Rv1 ont été traitées pendant 72h avec de I’ Abiratérone [7.5uM] ou de
I’Enzalutamide [35uM] associé ou non, avec un inhibiteur de p38 (SB202190) [SuM].
L’analyse par Western blot montre que I’inhibition de la MAPK p38 réduit I’expression du RA-
V7. De plus, cette réduction est encore plus forte en association avec un des anti-androgénes.
Cette expérience suggere que 1’effet synergique observé avec I'utilisation de I’inhibiteur de p38

implique I’inhibition de ce variant d’épissage, responsable de la résistance a I’Enzalutamide et

a I’ Abiratérone??2.

ABI Enza
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Figure 39 : Expression du RA-V7 post-traitement avec anti-androgénes et/ou
inhibiteur de p38 dans la lignée 22Rv1

Evaluation de I'expression du RA-V7 par Western Blot. RA-e : Récepteur des
Androgénes entier. NT: Non traité. SB: SB202190. ABI : Abiratérone. Enza :
Enzalutamide. Concentration de drogue utilisée: Abiratérone [7.5uM],
Enzalutamide [35uM], SB202190 [5uM]. NT : Non traité. E : Enzalutamide. SB :
S$B202190. Abi : Abiratérone. Enza : Enzalutamide.
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Discussion et Perspectives
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Discussions et perspectives

Modeles cellulaires du cancer de la prostate

Les différentes expériences de ces travaux de theése ont utilisé les lignées cellulaires LNCaP,
22Rvl1, VCaP, DU145 et PC3 en tant que principaux mode¢les précliniques pour 1’étude du CaP.
Les lignées cellulaires DU145 et PC3 sont des cellules n’exprimant pas le RA. Du fait de cette
caractéristique, ces lignées ne sont pas adaptées a 1’é¢tude de 1’expression du RA. Ainsi, nous
avons basé la majorité de notre étude sur ’utilisation des lignées LNCaP, 22Rv1 et VCaP. Les
lignées cellulaires nous permettent d’avoir un modele pour I’étude des mécanismes
moléculaires de la tumorigenese et de la résistance aux traitements. En effet, leur prolifération
continue, permet d’avoir une quantité de matériel conséquente, leur adaptabilité & du criblage a
haut débit permet I’identification de nouveaux médicaments et/ou cibles thérapeutiques. De
plus, la possibilité de réaliser des xénogreffes avec ces cellules facilite 1’étude de la formation
de tumeurs pour des tests in vivo.

Cependant ces lignées cellulaires proviennent de cellules tumorales humaines, ayant été
cultivées dans des conditions in vitro donc elles ne sont donc pas représentatives de
I’hétérogénéité tumorale. Ainsi, choisir une lignée cellulaire pour modéliser le « Cancer de la
Prostate » n’est pas concevable. De ce fait, des modeles biologiques mimant le tissu cancéreux
présentent plus d’avantage. Un de ces potentiels mimes est 1’organoide, qui permet la
conservation de I’hétérogénéité génétique et des caractéristiques morphologiques de la tumeur
originale®®>-386, De plus, ce modéle permet de réaliser un criblage a haut débit afin de tester et
d’identifier de potentielles molécules et/ou cibles thérapeutiques. Il est a noter que la culture
3D peut aussi permettre la formation de sphéroides, sans respect de I’architecture de 1’organe
de départ mais présentant des avantages similaires aux organoides®®’. Un autre modéle d’étude
pouvant aussi étre utilisé est le modele PDX (Patient-Derived Xenografts) qui est plus proche
de la réalité biologique de la maladie. En effet, les PDX sont obtenus a partir de greffe de
cellules cancéreuses de patients dans des souris immunodéprimées, ce qui permet de conserver
I’hétérogénéité tumorale du patient®®®%°, Cette approche permet 1’obtention de résultats
reflétant la réponse clinique des patients. Cependant, I’utilisation de souris immunodéprimées
ne tient pas compte de I’implication du systeme immunitaire et la durée de prise de la greffe
conduit a un délai moyen de 6 mois pour obtenir des résultats avec un modele PDX. De plus,
I’incompatibilit¢ des PDX avec des tests de criblage a haut-débit, limite aussi son champ

d’utilisation3%°.
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Avantages Inconvénients

Lignées cellulaires

Croissance continue Développement lignée de CaP limité
Criblage a haut débit possible Pas d’hétérogénéité
Cumul de données expérimentales Aucune influence du microenvironnement

ou du systéme immunitaire

Organoides / Sphéroides

Hétérogénéité conservée Faible taux d’obtention a partir
Disponibilité de données cliniques d’échantillon primaire de CaP
Criblage a haut débit possible hormonosensible
Application a modele de PDX Pas d’influence du systéme immunitaire

Patient-Derived Xenografts

Hétérogénéité et mutations conservées

Influence du microenvironnement Temps d’obtention long
Systéme endocrinien biologique Utilisation de souris immunodéficientes
Statut métastatique évaluable Différences entre le microenvironnement
Possible création de banques d’échantillons murin et humain

tumorales de patients

Tableau 14 : Comparaison des avantages et inconvénients des modeles précliniques du cancer de la prostate

Ainsi [’utilisation de lignées cellulaires du CaP dans notre étude est cohérente pour
I’identification de molécules thérapeutiques ou de mécanismes moléculaires particuliers.
Cependant, en raison des caractéristiques distinctes des lignées cellulaires par rapport a leurs
tumeurs d’origine, leur utilisation est limitée dans 1’exploration des effets thérapeutiques chez
le patient. Il est donc a considérer des modeles précliniques de culture en 3D, tels des PDX dans
des souris humanisées qui constitueraient des mimes fidéles, du fait d’un rapprochement des

conditions biologiques de la tumeur.
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Kinases et cancer de la prostate

Le but de mon projet de thése est d’améliorer le traitement de patients atteints de CPRC par
I’¢tude de la résistance a 1I’Enzalutamide. Ainsi, nous avons entrepris l’identification de
nouvelles cibles thérapeutiques qui permettraient de potentialiser ’effet thérapeutique de
I’Enzalutamide ou de contrer I’insensibilité a ce traitement. Notre étude a débuté par
I’identification de la MAPK p38 a la suite d’'une analyse phosphoprotéomique via la méthode
du « PamGene Assay ». Cette technologie permet la mesure de 1’activité des kinases présentes
dans un échantillon cellulaire donné a 1’aide de puces. Nous avons choisi cette technique
d’analyse, au lieu du « Proteome profiler »*%°, car elle présente une large spécificité pour les
protéines kinases, permettant d’identifier un nombre conséquent d’entre elles : 288 séquences
peptidiques correspondant a des sites de phosphorylation pour des protéines tyrosine kinases et
des protéines sérine/thréonine kinase. De plus, la quantit¢ de protéine nécessaire pour
I’établissement d’un profil kinomique est faible : 0,5 a Sug de protéines nécessaire, ce qui
confere une haute sensibilité de détection. Cependant il est & noter que cette approche présente
une limitation. L’identification des protéines kinases peut se faire de deux manicres : un site de
phosphorylation peut étre phosphorylé par une ou plusieurs kinases mais aussi plusieurs sites
de phosphorylation peuvent étre phosphorylés par une seule kinase. Ainsi les résultats obtenus
sont comparés avec des banques de données conduisant a 1’identification soit d’une protéine
kinase connue ou d’une protéine kinase supposément impliquée. C’est par ce processus
d’analyse que nous avons identifié ces 30 protéines kinases, (les protéines MAPK p38 ne sont
pas indiquées dans le tableau), présentant une augmentation de leur activité enzymatique

(Tableau 15).
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Kinase identifiée
P70S6Kb
(RPS6KB2)
C-RAF (RAF-1)
PKACa (PRKACA)

ZC4 (NRK)
ZC1 (MAP4K4)

PRKX
GSK3a

MSK1
(RPSK6KAS)
ZC2 (TNIK)

PKCg (PRKCG)
PRKY

PINK 1
PFTAIREI
(PFTK1)
P70S6K
(RPS6KB1)
IKKa (CHUK)

GPRK4 (GPRK2L)
CK2a2 (CSNK2A2)
CK2al (CSNK2AI)
CDK7
ROCK2
mTOR (FRAP)
AKT3
PKCt (PRKCQ)
PKCb (PRKCBI)

NDR2 (KIAA0965)
ERK2 (MAPK1)

PKCi (PRKCI)
PKACb (PRKACB)

AKTI1
DNA-PK (PRKDC)

Nom
Ribosomal Protein S6 Kinase beta
-2
Raf-1 Proto-Oncogene
Protein Kinase cAMP-Activated
Catalytic Subunit Alpha
Nik-related kinase
Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase kinase 4
Protein Kinase X-linked
Glycogen Synthase Kinase 3
Alpha
Ribosomal Protein S6 Kinase A5

TRAF2 And NCK Interacting
Kinase
Protein Kinase C Gamma
Protein Kinase Y-Linked
(Pseudogene)
PTEN induced kinase 1
Cyclin dependent kinase 14

Ribosomal protein S6 kinase B1

Inhibitor of nuclear factor kappa
B kinase complex
G protein-coupled receptor kinase
4
Casein kinase 2 alpha 2
Casein kinase 2 alpha 1
Cyclin dependent kinase 7

Rho associated coiled-coil
containing protein kinase 2
Mechanistic target of rapamycin
kinase
AKT serine/threonine kinase 3
protein kinase C theta
Protein kinase C beta

Serine/threonine kinase 38 like
Mitogen-activated protein kinase
1
Protein kinase C iota

Protein kinase cAMP-activated
catalytic subunit beta
Protein Kinase B 1
DNA-dependent Protein Kinase
catalytic subunit

Processus biologique associée
Synthese protéique, prolifération

Prolifération, apoptose, migration
Prolifération, apoptose

Prolifération
Prolifération, différentiation,
migration
Prolifération, migration
Motilité, prolifération, division,
survie
Inflammation, apoptose

Motilité, réponse au stress

Survie
Transduction du signal

Autophagie, réponse au stress
Cycle cellulaire, division

Apoptose, transduction du signal
Inflammation, réponse au stress
Transduction du signal

Cycle cellulaire, apoptose
Cycle cellulaire, apoptose
Cycle cellulaire, régulation de la
transcription
Cycle cellulaire, motilité

Réponse au stress

Prolifération, apoptose
Inflammation, prolifération
Apoptose, prolifération, réponse
immunitaire
Transduction du signal
Cycle cellulaire, réponse au stress

Migration, transduction du signal,
apoptose
Transduction du signal, cycle
cellulaire
Prolifération, réponse au stress
Apoptose, Réponse immunitaire,
Réponse au stress

Tableau 15 : Liste des protéines kinases (hors MAPK p38) identifiées par PamGene Assay
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Il est intéressant de noter que parmi les kinases identifiées en réponse a I’Enzalutamide, nous
avons mis en évidence certaines protéines dont 1’activation a déja été associée a la réponse aux
thérapies. La protéine RPS6KB2 est une kinase impliquée dans la synthése protéique et la
régulation du cycle cellulaire®!. Une étude a démontré que son activation participe a la
résistance au Docetaxel et promeut ainsi la prolifération des cellules du CaP3°2, Par ailleurs,
une autre étude a démontré que I’autre isoforme de la protéine, RPS6KB1, joue un role dans la
réponse a la radiothérapie dans le CaP. En effet, I’inhibition de cette kinase conduit a améliorer
les effets des radiations. Ainsi, cibler RPS6KB1 pourrait servir comme un potentiel traitement
néoadjuvant®?, La protéine PRKACA, activée par les variations de concentration d’adénosine

394 Une étude a

monophosphate cyclique (cCAMP), contribue a la régulation de la prolifération
corrélé 1’augmentation de 1’expression de PRKACA dans les cellules cancéreuses avec la
résistance au Trastuzumab, traitement pour le cancer du sein HER2 positif, et la stimulation de
la survie cellulaire®®. La protéine ZC4 (MAP4K4) est une kinase participant aux processus de

motilité cellulaire et de prolifération®6-3%8

. Cette kinase est impliquée dans la réponse a la
chimiothérapie (5-fluorouracile) dans le cancer colorectal, son inhibition permet d’inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses’. Parmi les protéines activées par le traitement a
I’Enzalutamide, certaines sont impliquées dans la voie de signalisation du facteur de
transcription NF-kB. C’est le cas des protéines IKKa**® et GSK3a*"! qui vont participer a la
stimulation de ’expression de NF-kB. Or I’expression de ce facteur de transcription est
récurrente dans les CPRC** et il joue un rdle dans la résistance a I’Enzalutamide®!. Par ailleurs,
la protéine GSK3a est aussi impliquée dans la réponse a la chimiothérapie dans les cellules

cancéreuses colo-rectales*®

. La protéine PINK1 est une protéine mitochondriale, activée par la
protéine Parkin et jouant un réle dans I’homéostasie cellulaire par la régulation du processus de
mitophagie***. La protéine PINK a été associée a la résistance au B5G1, un analogue de I’acide
bétulinique, dans des lignées cellulaires du cancer du foie présentant des multiples résistances.
En effet, ’activation de Pinkl inhibe le processus d’apoptose par voie mitochondriale du
B5G14%. Par ailleurs, il est a noter qu’une autre étude phosphoprotéomique étudiant la réponse
de la lignée LNCaP a un traitement avec des SMAP (Small-Molecules Activators of protein

Phosphatase 2A4) a aussi révélé D’activation de certaines des protéines préalablement

identifiées (Tableau 15) : RPS6KB1, PRKACA, CDK7, AKT1, mTOR et MAPK 14,
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Ainsi cette méthode d’analyse phoshokinomique a permis 1’identification de kinases activées
par le traitement a I’Enzalutamide. De plus, la pertinence de notre méthode d’analyse est
confortée par la corrélation, par d’autres études, des kinases identifiées a la réponse aux

traitements.

La synergie des combinaisons d’anti-androgenes et d’inhibiteurs de p38

Nous avons, tout d’abord, testé nos différentes combinaisons de médicaments avec des cultures
en 2D de lignées du CaP, exprimant le récepteur des androgénes : LNCaP et 22Rv1. Les
résultats montrent que I’association des inhibiteurs de p38 (SB202190, LY2228820, ARRY-
614) aux inhibiteurs de la voie de signalisation du RA (Enzalutamide, Abiratérone) a un effet
synergique dans la diminution de la prolifération des cellules du CaP. Cependant, nous
constatons qu’il y a une différence de sensibilité entre les deux lignées cellulaires testées. La
diminution de la viabilité cellulaire de la lignée LNCaP est plus importante que la lignée 22Rv1.
Cette disparité dans I’effet des traitements pourraient s’expliquer le fait que la lignée LNCaP

ne posséde pas le variant d’épissage RA-V734

. Or ce variant posséde la particularité de ne pas
avoir de domaine de fixation du ligand (LBD), qui est la cible des anti-androgenes,
Enzalutamide et Abiratérone!®’. De plus, le variant RA-V7 posséde une activation indépendante
de la liaison du ligand et conserve sa fonction de facteur de transcription, pouvant stimuler des
génes cibles du RA et favoriser le développement tumoral!®1%4,

Par ailleurs, la lignée LNCaP a un RA avec une mutation T878A dans sa région charniére,
conduisant a une augmentation de I’activation du récepteur par la baisse de spécificité pour le
172,173

ligands , et la lignée 22Rv1 présente un RA avec une mutation H875Y/H874Y dans son
domaine de fixation du ligand, induisant un changement conformationnel dans ce domaine,
ainsi qu’une diminution de la spécificité pour les ligands®>2. Du fait de ces mutations pouvant
affecter ’effet des anti-androgénes utilisés, lors de nos tests de combinaison de médicaments,
avec des cultures cellulaires en 3D, nous avons décidé d’inclure la lignée VCaP, car cette
dernieére possede un RA non muté. Ainsi ces expériences permettent d’observer I’effet des
combinaisons de médicaments dans différents contextes cellulaires : avec le RA muté mais sans
le variant RA-V7 (LNCaP), avec le RA muté et le variant RA-V7 (22Rv1) et avec le RA naturel
en présence du RA-V7 (VCaP). Les résultats montrent que les combinaisons de médicaments
ont un effet synergique dans toutes les lignées cellulaires testées, avec des valeurs plus élevées

qu’avec D’effet synergique en 2D. La lignée LNCaP est sensible aux trois combinaisons de

traitements comme 1’atteste la diminution de sa viabilité cellulaire. La lignée 22Rv1 a une plus
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grande résistance aux traitements malgré leur effet synergique meilleur que dans la lignée
LNCaP. Nous supposons ici, a nouveau, un impact de I’expression du RA-V7 sur I’effet de nos
traitements. Cependant la lignée VCaP, a une réduction plus importante de la viabilité cellulaire
que la lignée 22Rv1 (I’expression du variant étant plus faible dans les cellules VCaP). Chaque
combinaison de médicaments produit un effet synergique dans la lignée VCaP. Nous pouvons
supposer que I’implication d’un RA naturel, sans mutations, peut conduire a potentialiser 1’effet
de notre combinaison malgré la présence du RA-V7. De plus, il est a noter que nous avons
¢valu¢ Defficacité de nos combinaisons de médicaments dans des lignées cellulaires
n’exprimant pas le RA. A cet effet, les lignées DU145 et PC3, négatives pour le RA, ont été
traitées avec de I’Enzalutamide et/ou I’inhibiteur SB202190. Les résultats montrent que les
médicaments, utilisés seuls, n’induisent une diminution de la viabilité cellulaire qu’a de fortes
concentrations (IC50 : [S0uM] d’Enzalutamide et [10uM] de SB202190 pour la lignée DU 145,
[50uM] d’Enzalutamide et [20uM] de SB202190 pour la lignée PC3). La combinaison des deux
médicaments conduit & un effet antagoniste, qui est associée a une réduction de la viabilité
cellulaire mais a des fortes concentrations. Nous supposons que cet antagonisme pourrait étre
di a un effet « hors cible » de I’Enzalutamide. En effet, ce composé ne possédant pas de cible
moléculaire dans ces lignées cellulaires, pourrait cibler une autre protéine. Cependant ces
résultats nous indiquent que la combinaison de médicaments nécessite la présence du RA afin

d’avoir un effet synergique.

Régulation de ’activité transcriptionnelle du RA par la MAPK p38

Afin de comprendre le mécanisme d’action de nos traitements, nous avons voulu évaluer 1’effet
de chaque composé sur I’activité transcriptionnelle du RA. A I’aide d’un modéle de
bioluminescence cellulaire, nous avons mesuré le niveau de ’activité transcriptionnelle du RA
a partir de D’activité de la luciférase Firefly. Tout d’abord, nous avons testé les inhibiteurs de
p38 seuls. Les résultats montrent que ces inhibiteurs conduisent a la réduction de I’activité
transcriptionnelle du RA, indépendamment de son niveau d’activation. De plus, les molécules
utilisées ne sont pas des agonistes du récepteur des androgenes. Nous avons répété 1’expérience
avec I’ajout des anti-androgénes, Enzalutamide et Apalutamide. Les deux molécules, utilisées
seules, conduisent a une réduction de 1’activité transcriptionnelle du RA. De plus, 1’association
de chaque composé avec un des inhibiteurs de p38 conduit a potentialiser 1’effet de I’anti-

androgene seul : la réduction de 1’activité transcriptionnelle du RA est plus importante. Ces
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résultats suggerent qu’il serait intéressant d’évaluer les effets des inhibiteurs de p38 sur
’activité transcriptionnelle du RA-V7.

Le mécanisme d’action de I’Enzalutamide et de I’ Apalutamide est similaire, les deux molécules
agissent en inhibant le RA par la déstabilisation de la liaison du ligand, le blocage de sa
translocation nucléaire et de sa liaison a I’ADN*. Du fait d’un tel processus d’inhibition, les
résultats sur la diminution de I’activité transcriptionnelle du RA sont attendus et connus. En ce
qui concerne les inhibiteurs de la MAPK p38, ces données démontrent pour la premicre fois
que de telles molécules peuvent induire une réduction de la fonction génomique du RA. Il a été
démontré que la MAPK p38 peut interagir avec le RA. Une premiére étude a démontré que la
protéine kinase peut directement phosphoryler le RA au niveau de son résidu Sérine650°7 dans
la lignée LNCaP (Figure 40)*’7. Cette phosphorylation directe va conduire a moduler la
localisation cellulaire du RA et donc son activité transcriptionnelle!®. Quand le RA est activé
par sa liaison a la DHT, il va transloquer dans le noyau afin de remplir sa fonction de
transactivation. Cependant la MAPK p38, en plus d’une autre kinase, INK, peuvent interagir
avec le RA au sein de noyau et le phosphoryler. Cette modification post-traductionnelle aura
pour conséquence de conduire a la sortie du noyau, du RA et donc a la diminution de son activité

transcriptionnelle. I1 y a donc un lien existant entre la MAPK p38 et le RA.

Proliferation
Differentiation
Apoptosis
Survival

Figure 40 : Phosphorylation du RA par la MAPK p38

Régulation de I’activité transcriptionnelle du RA par la phosphorylation de son résidu
Sérine-650 (S-650) conduisant a I'export, hors du noyau, du RA. AR : Récepteur des
androgénes. HSP: Heat-Shock Protein. MKK: MAPK kinase. DHT :
Dihydrotestostérone.
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Cependant dans notre contexte d’étude, 1’utilisation des inhibiteurs de p38 devraient conduire
a augmenter I’activité du RA car ces molécules empéchent la phosphorylation de p38. Mais une
autre interaction impliquant la MAPK p38 est a considérer. Le processus durant lequel, le RA
se lie a la DHT, induisant sa translocation nucléaire et la transcription des geénes cibles, est
qualifi¢ de « voie de signalisation canonique » pour 1’activation de ce récepteur. Il existe
d’autres voies d’activation du RA et qui dépendent des protéines kinases : c’est la « voie de
signalisation non-génomique » (Figure 41)37. Par exemple, il a été démontré qu’en réponse a
des basses concentrations d’androgénes, le RA va s’associer avec la protéine kinase Src, ce qui
va déclencher une cascade de signalisation dépendant des MAPK/ERK pour stimuler la
prolifération cellulaire. L’activation de la voie de signalisation de Src est dépendante de la
concentration en androgeénes extracellulaire. Par un processus similaire, nous pourrions
formuler I’hypotheése que la voie de signalisation de la MAPK p38 puisse contribuer a la

stimulation de I’activation transcriptionnelle du RA.
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Figure 41 : Voies de signalisation canonique et non-génomique du RA

En réponse aux androgénes, le RA va s’associer avec la protéine kinase Src, ce qui va
déclencher une cascade de signalisation dépendant des MAPK/ERK pour stimuler la
prolifération cellulaire. p85«: sous-unité régulatrice de la PIP-3. p110: sous-unité
catalytique de PIP-3.
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Par ailleurs, la MAPK p38 peut réguler I’activité du RA par I’intermédiaire d’autres protéines.
La liaison du RA a ses ligands provoque la phosphorylation de la protéine chaperonne HSP27
au niveau de ses résidus Sérine, 15, Sérine 78 et Sérine 82 par la MAPK p387>~77. Ainsi ’HSP27
activée, va se lier au RA et permettre sa stabilisation et son transport jusqu’au noyau pour la
transactivation de ses génes cibles®’. En cas de non-phosphorylation d’HSP27, le RA, aprés
dissociation d’HSP90, sera li¢ par une ubiquitine ligase afin d’étre dégradé par le protéasome.
De ce fait, I’activation de la MAPK p38, peut conduire & Iaugmentation de D’activité
transcriptionnelle du RA par I’intermédiaire de ’HSP27. De plus, une étude a montré que cette
protéine chaperonne est aussi impliquée dans I’expression du RA : plus HSP27 est activé, plus
la quantité d’ARNm du RA augmente’®.

L’étude du rdle de la protéine HSP27 est actuellement en cours. Nous cherchons a déterminer
I’importance de son activation dans la stimulation de I’expression du RA et du RA-V7, dans
des lignées LNCaP et 22Rv1, en fonction de nos différents traitements d’anti-androgénes et/ou

d’inhibiteurs de p38.

Implication de la MAPK p38 dans la transcription, I’épissage et la dégradation du RA

Afin de comprendre les mécanismes a ’origine de I’effet synergique de nos combinaisons de
médicaments, nous nous sommes intéressés a I’expression du variant d’épissage RA-V7, du fait
de son implication dans la résistance aux traitements (Enzalutamide et Abiratérone)??2. Les
cellules de la lignée 22Rv1 ont été traitées avec les différents anti-androgenes et inhibiteurs de
p38. L’expression du RA-V7 est diminuée quand les cellules sont traitées avec 1’inhibiteur
SB202190. Cette inhibition est d’autant plus forte lors de 1’association avec les anti-androgenes.
De plus, il est a noter que nous retrouvons des résultats similaires dans nos expériences, en
cours, avec la lignée VCaP. Ainsi les résultats de ces expériences suggerent que la MAPK p38
est impliquée dans le processus d’épissage alternatif du variant et/ou dans sa biosynthese ou sa
dégradation.

La MAPK p38 joue un role dans la stabilité des ARNm. En effet, une étude a montré que cette
kinase peut augmenter la stabilité de ’ARNm de p21°"!, une protéine inhibitrice des Cdk, sans
altérer la transcription ou la stabilité de la protéine. Pour cela, la MAPK p38 activée, conduit a
la phosphorylation de la protéine HuR (Human antigen R), ce qui accroit 1’accumulation
cytoplasmique de cette protéine. Une fois dans le cytoplasme, la protéine HuR va se lier au
niveau de la région AREs (Adenylate-Uridylate Rich Elements) en 3°’UTR de I’ARNm de

1408

p21%°°. Cette interaction « HuUR-ARNm p21 » conduit & une inhibition du processus de
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dégradation de la molécule d’ARNm via la blocage de la phase de déadénylation au niveau des
région AREs (Figure 42.A)*”. Une autre étude a montré que la phosphorylation de la
Tristetraproline (TTP), une protéine se liant aux AREs, provoque la déadénylation de I’ARNm
et donc la dégradation des transcrits*!?. En effet, il a été démontré qu’en conditions normales,
la MAPK p38 n’est pas activée et n’induit donc pas la phosphorylation de la TTP, via son
substrat MK2. L’absence de phosphorylation de la protéine TTP, lui permet de rentrer en
compétition avec la protéine HuR pour la fixation sur les AREs de I’ARNm. En cas de liaison
a cette région, la protéine TTP conduit au recrutement des enzymes impliquées dans la
dégradation des transcrits (Figure 42.B). Cependant si la MAPK p38 est activée, la cascade de
phosphorylation conduit a la séquestration de TTP par la protéine 14-3-3 (protéine chaperonne),
ce qui facilite la fixation d’HuR et augmente la stabilit¢ des mRNAs, tout en stimulant le
processus de traduction.
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Figure 42 : Interactions entre la voie de signalisation de la MAPK p38-MK2, HuR et Tristetraproline

A. L'activation de la MAPK p38 conduit a la phosphorylation de sa cible MK2. La protéine MK2 phosphoryle la
Tristetraproline, qui se retrouve séquestrée par la protéine 14-3-3, et la protéine HuR, conduisant a la stimulation
de son processus de délocalisation dans le cytoplasme et sa fixation sur les AREs de ’ARNm. Cette fixation
participe a la stabilisation du transcrit et induit la stimulation de l'initiation de la traduction. B. En I'absence
d’activation de la MAPK p38, son substrat MK2 n’est pas phosphorylé et il n’y a pas de cascade d’activation. La
Tristetraproline, non phosphorylé et non séquestrée, est capable de rentrer en compétition avec la protéine HuR
pour la fixation sur les AREs en 3’ UTR de ’ARNm. La fixation de la Tristetraproline induit le recrutement des
protéines de dégradation de ’ARNm.

HuR : Human antigen R. MK2 : MAP kinase-activated protein kinase-2. TTP : Tristetraproline. AREs : Adenylate-
Uridylate Rich Elements
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Par ailleurs, une étude a montré que I’ARNm du RA contient une région hautement conservée,
riche en Uracile et Cytosine, permettant I’interaction avec des protéines liant les ARN, dont la
protéine HuR*!!, Ainsi du fait du role de la MAPK p38 dans la stabilité des ARNm quand elle
est activée, par I’intermédiaire de la protéine HuR, nous supposons que les inhibiteurs de la
MAPK p38 pourraient avoir un effet sur le temps de demi-vie du RA-V7. Ainsi le blocage de
I’activité de p38 aurait pour répercussion d’augmenter le processus de dégradation de I’ARNm
du RA-V7 et donc de réduire son niveau d’expression. Une étude par PCR quantitative est en
cours au laboratoire afin de comparer le niveau d’expression du RA et du RA-V7 en fonction

des différents traitements.

L’activation du facteur de transcription NF-xB a été impliquée dans ’augmentation de
I’expression de V-RA. Une étude a montré que la surexpression de NF-kB conduisait a activer
le promoteur du RA, provoquant une augmentation de la prolifération cellulaire dans la lignée
LNCaP*#2413 De plus, I’activation de NF-kB/p52 est associée a la stimulation de la
translocation nucléaire du RA ainsi que de son activation. Les protéines NF-kB/p52 permettent
d’interagir avec le domaine NH(2)-terminal du RA et conduit & augmenter le recrutement de

co-activateurs, tels que p300, au niveau des promoteurs des génes cibles du RA*'4416 (Figure
43).
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Figure 43 : Interaction entre NF-kB et le RA dans le CaP

Des signaux d’inflammation induisent I’activation et la translocation nucléaire de NF-kB apres sa
dissociation de IkB. NF-kB se lie a ses éléments de réponse conduisant a la synthése de protéines
proinflammatoires. La fixation de NF-kB peut activer la voie de signalisation du RA. Dissociation des
HSP liés au RA suivi de la translocation nucléaire du RA et transcription de ses génes cibles.

Ainsi, I’expression de NF-kB conduit a augmenter ’activité du RA mais aussi la production de
V-RA, en particulier le RA-V747#3 Ceci a pour conséquence de promouvoir la résistance aux
traitements, dont I’Enzalutamide?’!#!°, Inversement, il est possible de rétablir la sensibilité de
lignées cellulaires résistantes a la castration par I’inhibition de la voie NF-kB2%2, Par ailleurs, il
a été montré que la MAPK p38 peut stimuler ’activation de NF-kB**23, Tout comme,
I’inhibition de la MAPK p38 peut aussi conduire a la réduction de I’activité transcriptionnelle
de NF-kB et diminuer I’expression de ses génes cibles*?*4?7. Du fait de ce lien entre le RA, le

facteur de transcription NF-xkB et la MAPK p38, nous pouvons émettre I’hypothése que

I’utilisation d’inhibiteur de p38 provoque la diminution de I’activité transcriptionnelle de NF-
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kB, avec pour conséquence de réduire 1’expression du RA et du RA-V7. Cet effet combiné a
’action des anti-androgénes, I’activité transcriptionnelle du RA est plus fortement inhibée, ce

qui conduit a notre effet synergique.

Outre ce role de régulateur d’expression du RA, le FT NF-kB interagit aussi avec les protéines
de la famille hnRNP (heterogeneous ribonucleoprotein), ces facteurs d’épissage sont impliqués
dans la régulation de la transcription, de la traduction et de I’épissage alternatif*?® . Par exemple,
la voie NF-kB controle I’expression des protéines hnRNPA1 et hnRNP12 et peut conduire a
une diminution de ’expression protéiques du RA et du RA-V7 dans des lignées 22Rv1 et
VCaP?%, Une autre étude a montré que les protéines hnRNP1 et hnRNPHI1 peuvent s’associer
directement au locus du géne du RA et favoriser ’expression du RA et du RA-V7204205 De
plus, I’inhibition de I’expression du facteur d’épissage hnRNPA1 conduit & un effet
thérapeutique. Une étude a montré que 1’utilisation de Quercetin, un composé polyphénolique
ciblant hnRNPA1, conduisait a réduire le niveau d’expression du RA-V7 et sensibilisait, de
nouveau, les cellules a I’Enzalutamide*?®. De plus, le blocage de I’expression d’hnRNPA1
diminue la survie cellulaire**°. Une autre étude a montré que le ciblage de ce facteur d’épissage
conduit a diminuer le niveau d’expression d’ARNm du RA-V7 dans la lignée 22Rv14!, Par
ailleurs, la MAPK p38 est capable d’induire la délocalisation de ce facteur d’épissage, situé
dans le noyau, ce qui a pour conséquence d’altérer le processus d’épissage alternatif**2. En effet,
dans cette étude, I’épissage alternatif est dépendant du ratio de protéines hnRNPA1/ASF-SF2
(SRSF1). Le facteur d’épissage hnRNPA1 peut étre transporté entre le noyau et le cytoplasme.
Ainsi en fonction de la quantité de chaque protéine, le processus d’épissage sera altéré**

(Figure 44).
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Figure 44 : Interactions entre les protéines ASF-SF2 et hnRNPA1

Compétition entre les protéines ASF-SF2 et hnRNPA1 pour la liaison au pré-
ARNm, au niveau des sites 5’ proximaux d’épissage. La fixation de ASF-SF2 stimule
la liaison d’U1 tandis qu’"hnRNP Al interfére avec la liaison d’U1. U1 : Petite sous-
unité du spliceosome. SR : ASF-SF2

Une autre étude a démontré que des facteurs d’épissage, SRSF1 (ASF/SF2) et U2AF65, peuvent
s’associer au pré-ARNm du RA, pour favoriser 1’épissage du RA-V7. Ainsi, dans des lignées
LNCaP95, cibler ces facteurs induit une diminution d’expression du RA-V7%%, 11 a été aussi
montré que le facteur d’épissage hnRNPAT peut étre recruté au niveau d’épissage du RA-V7
dans les lignées du CaP résistantes®®.

Du fait de I’ensemble de ces données, nous suggérons un suivi de la localisation subcellulaire
des différents facteurs d’épissage évoqués (hnRNPA1, ASF/SF2, U2AF65) apres traitement
(par les anti-androgenes et/ou inhibiteurs de p38). De plus, I’étude du recrutement de ces
protéines sur le seul site d’épissage du RA-V7 par immunoprécipitation d’ARN est importante
car cela permettrait de déterminer si les traitements peuvent conduire a un recrutement
différentiel de ces facteurs d’épissage au niveau du locus du géne RA. Ainsi, nous supposons
que le traitement avec I’inhibiteur de p38 pourrait conduire a modifier le processus d’épissage,

de sorte a inhiber la traduction du RA-V7, d’ou son expression réduite avec 1’utilisation des

inhibiteurs de p38.

Par ailleurs, si nous parvenons a démontrer un role de la MAPK p38 dans I’épissage du RA-
V7, un autre niveau de régulation pourrait approfondir notre compréhension du mécanisme
d’action de I’inhibition de p38 sur I’expression du RA-V7 : des modifications épigénétiques.
Les modifications d’histones peuvent affecter le processus d’épissage alternatif et donc affecter

la biosynthése de variants d’épissage. Parmi ces différentes marques épigénétiques, nous
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pouvons évoquer la marque H3K9me2/H3K9me3, la marque H3K36me3 et 1’acétylation des
histones*** (Figure 45). La présence de la double/triple méthylation de la lysine 9 de I’Histone
H3 est associée a une augmentation de 1’inclusion d’exons alternatifs, favorisant la production
de variants d’épissage. En effet, cette H3K9me3 peut étre reconnue par les protéines
HP1y/HPla (Heterochromatin Protein 1 gamma/alpha), qui, une fois fixées a I’histone,
induisent un ralentissement local de la polymérase II et donc de la transcription. Ceci contribue
a augmenter la probabilité d’inclusion d’exons alternatifs par la polymérase 11*3>43¢ (Figure
45.A). Cependant cette protéine HP1y ne peut rester fixée a la chromatine, malgré la présence
de la marque, si I’histone H3 est phosphorylé*’. Or une étude a démontré que la protéine
MAPK p38 était capable d’induire la phosphorylation de I’histone H3%3®%. Ainsi cette protéine
kinase, a travers son activation, pourrait induire une altération de 1’épissage alternatif.
L’acétylation peut induire des changements locaux au niveau de la chromatine avec pour
conséquence une accélération du processus de transcription réalisée par la polymérase I1. Ainsi
les probabilités d’exclusion d’un exon alternatif sont augmentées*® (Figure 45.B). La triple
méthylation de la lysine 3 de I’Histone H3 influence 1’épissage alternatif. Une étude a montré
que cette marque est reconnue par la protéine MRG15 (MORF-related gene 15) et que sa
fixation conduit au recrutement de la protéine PTB (Polypyrimidine Tract-Binding protein) au
niveau du site d’épissage d’un exon alternatif. Cette interaction aura pour conséquence
d’exclure I’exon 1i¢ par PTB (Figure 45.C). 11 est intéressant de noter que PTB appartient a la
famille des protéines hnRNPs (hnRNP 1)*, Cette méme marque H3K36me3 peut aussi étre
reconnue par une autre protéine Psipl (PC4 and SRSF I interacting protein I) pour la régulation
de I’épissage alternatif. La fixation de Psipl induit le recrutement de SRSF1 et sa liaison au
pré-ARNm au niveau du site d’épissage d’un exon alternatif. Ainsi SRSF1 influence 1’épissage

alternatif par la rétention d’un exon alternatif (Figure 45.D).
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Figure 45 : Exemples de modifications d’histones pouvant altérer |'épissage alternatif

A. La marque K3K9me2/3 est reconnue par les protéines HP1gamma/alpha. Ceci conduit a un ralentissement
local de la polymérase Il et a I'inclusion d’un exon alternatif. B. L’acétylation induit des changements locaux de
la chromatine, permettant d’accélérer le processus de transcription. Il y a exclusion d’un exon alternatif. C. La
marque H3K36me3 est reconnue par MRG15, recrutant PTB pour favoriser I’exclusion d’un exon alternatif. D.
Cette marque H3K36me3 peut aussi étre reconnue par PsiP1, conduisant au recrutement de SRSF1. Il y a
rétention d’un exon alternatif.

L’ensemble de ces données suggére qu’il serait intéressant d’évaluer les potentielles
modifications épigénétiques lors d’un traitement avec nos différents composés (anti-
androgénes et/ou inhibiteur de p38). Une étude par immunoprécipitation de chromatine, au
niveau de locus du géne du RA, nous permettrait de déterminer si chaque traitement utilisé est
associable a une signature épigénétique, qui nous permettrait de faire un lien avec I’épissage

alternatif.
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Conclusion générale

Mes travaux de thése avaient pour but d’identifier de nouvelles cibles moléculaires afin de
pouvoir améliorer les effets thérapeutiques de I’Enzalutamide ou de contrer I’émergence de la
résistance a cette molécule. Suite a la découverte de 1’activation de la MAPK p38 en réponse a
un traitement avec 1I’Enzalutamide, nous avons testé les effets d une inhibition de la MAPK p38
avec l’association d’Enzalutamide. Les résultats concluant un effet synergique de cette
association, nous ont encouragés a diversifier nos combinaisons de traitement aussi bien pour
les anti-androgenes (Enzalutamide, Apalutamide et Abiratérone) que pour les inhibiteurs de

p38 (SB202190, LY2228820 et ARRY-614).

Ainsi pour nos diverses associations de médicaments, nous avons pu mettre en évidence un
effet synergique pour chacune d’entre elles. L’inhibition de la MAPK p38 couplée au blocage
de la voie de signalisation du RA conduit a un effet synergique et cytotoxique. De plus,
I’ensemble des combinaisons utilisé, et présentant une action antitumorale, suggére un potentiel
¢largissement de nos possibilités d’alternatives thérapeutiques pour la mise en place d’un essai

clinique.

Dans le but de mieux caractériser le mécanisme d’action des combinaisons de médicaments,
nous avons évalué leur effet sur I’expression du RA mais aussi de son variant RA-V7, dont les
nombreuses études renforcent son implication dans la résistance a I’Enzalutamide®-2222%, Les
résultats furent surprenants car nous avons découverts que des inhibiteurs de p38 peuvent
induire une diminution de I’activité transcriptionnelle du RA. De plus, ces mémes inhibiteurs
conduisent a une réduction de I’expression du RA-V7. De ces expériences, nous avons donc
une potentielle thérapie pouvant a la fois, prévenir I’activation du RA, facteur clé de la
progression tumorale, mais aussi bloquer 1’expression du RA-V7, une cause avérée de la
résistance a la déprivation androgénique. De ce fait, la combinaison d’anti-androgenes et

d’inhibiteur de p38 pourrait conduire a la mise en place d’une stratégie thérapeutique

prometteuse pour les patients atteints de CaP.
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Annexe 1 : Diminution du diameétre des sphéroides par la combinaison de traitement Enzalutamide et inhibiteurs
de p38 pour la lignée 22Rv1. A. Traitement de la lignée LNCaP avec la combinaison Enzalutamide + SB202190. B.
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