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I. Les androgenes et le récepteur des androgenes

A. Les androgénes

Les androgenes sont des hormones stéroides découvertes en 1936. Elles
interviennent dans la régulation de nombreux aspects du développement masculin
incluant le développement des organes sexuels, la croissance de la pilosité faciale,
corporelle et pubienne, I’élargissement des cordes vocales, la perte des cheveux, la

production de sperme, le développement musculaire et la croissance de la prostate.

La testostérone est le principal androgene circulant. Cette hormone masculine
intervient notamment au niveau embryonnaire pour obtenir un phénotype masculin
des embryons males. Elle est produite de facon quasi-exclusive (plus de 95%) par les
cellules de Leydig du testicule, situées autour et entre les tubes séminiferes, et qui
représentent 5% du volume de la glande. La sécrétion globale de testostérone est de
5a 7,5 mg/jour chez un homme adulte normal. Elle exerce une action quasi-
ubiquitaire dans l'organisme de ’homme, directement ou par I'intermédiaire de sa
bioconversion en un androgene plus puissant, la dihydrotestostérone (DHT) ou en un
cestrogene puissant, ’cestradiol (E2). Des précurseurs des androgenes sont également
synthétisés en plus faibles quantités par la glande surrénale et en quantités
infinitésimales par le cerveau ou l’action locale pourrait cependant étre importante.
Le contenu en testostérone du testicule de ’'homme adulte est d’environ 1 pg/g de
testicule, ce qui montre que la quasi-totalité de la testostérone secrétée est libérée

dans la circulation (Tostain et al, 2004).
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1. Biosynthese des androgenes

Le cholestérol est le précurseur de tous les androgenes. Les cellules de Leydig
peuvent en assurer la synthése a partir de 'acétate, mais elles utilisent surtout le

cholestérol extrait des lipoprotéines plasmatiques ou des membranes cellulaires.

Le cholestérol contenant 27 carbones (C27) est transporté vers les
mitochondries par un mécanisme dépendant de I’'hormone lutéinisante (LH), régulé
par une protéine de transfert dite protéine activatrice de la stéroidogénése (StAR ou
Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Stocco, 1997). Son role essentiel a
également été décrit dans la surrénale et l'ovaire ainsi que dans le cerveau. Ce
transfert intra-mitochondrial du cholestérol est ’étape limitante de la stéroidogénese.
Cette derniere démarre dans la mitochondrie ou le cholestérol est clivé en
prégnénolone (C21) par le cytochrome P450scc (side chain clivage), codé par le gene
CYP11A. Deux facteurs controlent donc le taux de cette conversion : la disponibilité

du précurseur cholestérol, et la quantité de P450scc.

La prégnénolone, biologiquement inactive, est éjectée dans le réticulum
endoplasmique ou elle est convertie en une variété de stéroides C19 (figure 1). La
prégnénolone peut alors étre convertie en  progestérone ou en
17a-hydroxyprégnénolone. La voie préférentielle dans le testicule est la voie ou la
protéine P450 17 codée par le gene CYP17 hydroxyle le carbone 17 de la prégnénolone
créant ainsi le premier composé intermédiaire, le 17a-hydroxyprégnénolone (C21). Le
clivage de la chaine latérale par la P450. fait apparaitre le premier stéroide C19, la
déhydroépiandrostérone (ou DHEA). L’action du complexe 17B-hydroxystéroide
déshydrogénase (178-HSD) la transforme en 5-androstenediol, et I'action de la
3B-hydroxystéroide déshydrogénase (3B-HSD) convertie cette derniére en

testostérone.

La deuxieme voie de synthése fait intervenir tout d’abord la 38-HSD pour
former a partir de la prégnénolone la progestérone. Elle est par la suite hydroxylée
par la P450q; en 17a-hydroxyprogestérone. Son clivage par la P450c; aboutit a

Iandrostenedione (C19). Enfin, la testostérone est formée par 'action de la 173-HSD.

2
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Figure 1 : Biosynthése des hormones stéroides dans les gonades.

La testostérone peut étre produite par deux voies, mais le précurseur est toujours le
cholestérol, obtenu a partir de U'acétate ou a partir de U'alimentation. Les cestrogéenes sont
produits a partir de la testostérone ou de l'androsténedione.

D’apres Stanczyk et Bretsky, 2003.

La capacité du systéeme enzymatique ne lui permettant pas de transformer la
totalité de la prégnénolone en testostérone, la cellule de Leydig élimine des composés

intermédiaires : DHEA, progestérone, 17a-hydroxyprogestérone et androsténedione.

2. Régulation de la biosynthése des androgenes

La quantité d’androgenes présent dans le sérum et utilisable par les tissus est
principalement régulée par 'axe hypothalamo-hypophysaire par I'intermédiaire de
Paction de I'hormone lutéinisante (LH, luteinizing hormone) sur les cellules de
Leydig. L’hypothalamus siege a la base du cerveau juste au-dessus de ’hypophyse, et
possede des liens tres fournis avec les autres régions cérébrales utiles aux fonctions
viscérales, autonomes et comportementales. La partie antérieure de I’hypophyse
(antéhypophyse ou adénohypophyse) sécrete plusieurs hormones dont les

gonadotrophines, constituées de la FSH (hormone folliculo-stimulante ou follicle-
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stimulating hormone) et de la LH. Ces dernieres sont des glycoprotéines qui
interviennent dans la régulation de la production d’androgenes. Schématiquement, la
FSH favorise la spermatogénese alors que la LH stimule la sécrétion d’androgenes

par les cellules de Leydig.

La sécrétion de LH implique une boucle de contrdéle complexe équilibrant les
actions stimulantes des sécrétions hypothalamiques et l'action frénatrice des
stéroides sexuels (figure 2). L’hypothalamus sécrete la LH-RH (Luteinizing
Hormone-Releasing Hormone) également nommée GnRH (Gonadotropin-Releasing
Hormone) qui va stimuler les cellules gonadotropes hyphophysaires par
I'intermédiaire de son récepteur GnRH-R. La fixation de ’hormone sur son récepteur
permet la sécrétion de LH et a un degré moindre, de FSH. De l'autre c6té, I'action
frénatrice des stéroides sexuels, appelé couramment « feedback négatif » s’exerce au
niveau hypothalamique et hypophysaire. En effet, la testostérone produite en trop
grande quantité aura comme conséquence non seulement de diminuer I’expression

de la LH mais aussi de ralentir sa libération.

newrone séeréteur
hvpothalamique - i, _h“‘iw amis
—

-
Testostérony)
T =~ |

y rétroaction

cellule gonadotrope

adénohypophysaire II,-" inhibitrice

h;'puph:.'se X
S

circulation
\

tissus cibles

\

effets biologiques :
spermatogendse &
caraciéres sexuels secondaires

péndrale

Figure 2 : Représentation schématique de Uaxe hypathalamo-hypophysaire.
L’hypophyse sécréte la LH et la FSH, qui vont stimuler les testicules pour une production de
testostérone. Cette derniere, lorsqu’elle est produite en trop grande quantité, exerce une
rétroaction inhibitrice sur les neurones sécréteurs hypothalamiques et sur les cellules
endocrines adénohypophysaires.

D’apres http://jeanzin.fr/index.php?2008/04/27/133-la-degenerescence-de-l-homme
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3. Transport des androgenes

Les stéroides comme la testostérone diffusent librement a travers la membrane
des cellules de Leydig. Dans le plasma, la testostérone circule sous trois formes : 2%
sous forme libre, seule forme utilisable directement par les tissus, 45 a 75% sont liés a
la protéine de transport des stéroides sexuels SHBG (Sex Hormone Binding
Globulin), et 30 a 55% sous forme liée a I’albumine. La testostérone liée a la SHBG, a
Iinverse de la fraction liée a l'albumine, se dissocie difficilement et n’est pas
disponible pour l'utilisation tissulaire. La testostérone disponible représente donc la
somme de la testostérone libre et de celle liée a 'albumine, soit 40 a 50% de la
testostérone totale. Les protéines de liaison servent de réserve de stéroides, qui
autrement seraient rapidement meétabolisés par le foie. Lorsque le taux de
testostérone libre baisse, une partie de la fraction liée se dissocie de I'albumine et de

la SHBG afin de maintenir un taux constant de testostérone libre.

4. Métabolisme de la testostérone

La testostérone libre, aprés son passage transmembranaire, peut agir
directement sur le récepteur des androgenes (RA). C'est le cas dans certains tissus
dépourvu de 5a-réductase comme le muscle. Elle a aussi des effets indirects par le
biais de métabolites actifs qui augmentent et diversifient ses effets biologiques. Elle
joue alors le role de pro-hormone et doit étre métabolisée en un androgeéne plus

puissant, la dihydrotestostérone (DHT) qui activera le RA (figure 3).

N OH R FH
e e
Isos——Son

o ey

‘lestosteromne S oe. Dihydr otestoste rone

Figure 3 : Conversion de la testostérone en dihydrotestostérone
par Uenzyme 5a-réductase.
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Cette transformation de la testostérone en DHT se fait par les enzymes
5a-réductase 1 et 2 (Mowszowicz et al, 1995). Le type 2 prédomine au niveau des
organes génitaux, la prostate en particulier. Le type 1 est présent dans la peau avec
une activité enzymatique variable suivant la zone considérée. La testostérone peut
également étre transformée pour étre éliminée. La stabilité du taux de testostérone
dépend donc de I'équilibre entre les systemes de synthese, de transformation et de

dégradation.

5. Catabolisme de la testostérone

La majorité des réactions cataboliques se font dans le foie, mais aussi dans la
peau et la prostate, pour aboutir a une élimination dans 'urine ou par la peau. Cest la
testostérone elle-méme qui induit les enzymes hépatiques responsables de son propre
catabolisme. Elle est convertie en androgeénes faibles et inactifs: la DHEA,
I’androstérone et 1’étiocholanolone éliminés dans I'urine et la bile, les deux derniers
étant les plus abondants dans I'urine.

Cet ensemble métabolique est tres actif puisque la demi-vie de la testostérone

est de 12 minutes, ce qui implique une fabrication permanente par le testicule.

Comme nous I’avons vu précédemment, les stéroides libres peuvent diffuser
aisément jusqu’au noyau des cellules, mais seules certaines cellules sont capables de
les retenir grace a des récepteurs spécifiques. La testostérone et son métabolite actif
la DHT, qui assurent I’essentiel de I'action androgénique chez ’homme, peuvent ainsi
activer des génes spécifiquement sensibles, qui augmentent ’expression de certaines
protéines sous le controle des androgenes.

Bien que la testostérone soit 'androgene prédominant dans la circulation
périphérique avec une concentration 10 a 12 fois supérieure a la DHT, la
concentration tissulaire locale de DHT, dont I'action androgénique est plus forte, est
souvent plus élevée.

L’action des androgénes sur l’expression génomique passe par un capteur

spécifique unique : le récepteur des androgenes (RA).
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B. Le récepteur des androgénes

Le RA est largement distribué dans I'organisme. Il présente toutefois un degré
d’expression tres variable selon les tissus, et pour un tissu donné selon son stade de
développement, et selon le degré de différenciation cellulaire. Les niveaux
d’expression du RA les plus élevées sont présents dans les organes sexuels (prostate,
testicules, ovaires) mais aussi dans le cceur, le muscle et le foie, alors que les niveaux
d’expression du RA dans les autres tissus androgéno-sensibles, comme l'os par

exemple, sont beaucoup plus faibles.

Le gene du RA est localisé sur le bras long du chromosome X en position
q11-q12 (Lubahn et al, 1988), et s’étend sur environ 9o kb (figure 4). Son expression
est donc monoallélique chez ’homme. Le cadre ouvert de lecture s’étend sur 2,7 kb,
comprend 8 exons et code pour une protéine de 919 acides aminés ayant une masse
moléculaire de 110 kilodaltons (kDa). Deux especes d’ARN messagers (ARNm) de
8,5kb et de 11 kb ont été identifiées dans différentes lignées cellulaires, et I'on
présage que des facteurs tissulaires spécifiques déterminent lequel est
préférentiellement utilisé dans un tissu donné. Dans la prostate, c’est le transcrit de

11 kb qui est principalement exprimé.
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Figure 4 : Organisation génique et principaux domaines fonctionnels du
récepteur des androgénes.

Le géne du RA est situé sur le bras long du chromosome X, proche du centromeére en
position qi1-qi12. Il s’étend sur 9o kb de 'ADN génomique, la partie codante est
répartie sur 8 exons séparés par des introns de tailles différentes (de 0.7 kb a plus de
26 kb). LADN complémentaire (ADNc) s’étend sur 2760 pb. L’exon 1 code pour le
domaine N-terminal contenant la fonction d’activation 1 (AF-1), les exons 2 et 3
codent pour le domaine de fixation a TADN (DBD), la portion 5° de l'exon 4 pour la
région charniere (RC), et la portion 3’ de l'exon 4 ainsi que les exons 5 a 8 codent
pour le domaine de liaison au ligand (LBD).

Pour médier son action, le RA se fixe sur 'ADN au niveau de séquences
spécifiques localisées dans le promoteur de ses genes cibles. En effet, il existe le long
du génome des séquences de liaison du RA (séquences ARE) localisées en amont du
promoteur de certains genes. Cependant, malgré leur présence, peu de ces sites sont
activés par le RA en présence d’androgenes (Wang et al, 2007). Ces séquences
correspondant a deux hexameéres séparés par trois nucléotides, seront analysées plus
en détail par la suite.

Le RA est un récepteur des hormones stéroides qui appartient a la superfamille

des récepteurs nucléaires.
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1. Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont une des classes les plus abondantes de
régulateurs transcriptionnels chez les animaux (et plus exactement chez les
métazoaires). Ils régulent diverses fonctions telles que ’'homéostasie, la reproduction,
le développement et le métabolisme (Robinson-Rechavi et al, 2003). Plus de 300
récepteurs nucléaires ont été décrits. Il s’agit de facteurs de transcription régulés pour
la plupart par des ligands.

La superfamille des récepteurs nucléaires comprend en effet non seulement
des récepteurs dont le ligand est connu, mais également des récepteurs orphelins
pour lesquels les ligands n’existent pas ou n’ont pas encore été identifiés. Une
hypothese d’évolution a été suggérée en 2000 dans laquelle le récepteur nucléaire
ancestral était orphelin, le gain de la liaison d’un ligand ayant été acquis par la suite
pour certains récepteurs (Escriva et al, 2000).

A T’heure actuelle, la moitié des récepteurs nucléaires connus sont dépendants
d’un ligand. De part leur origine commune, tous les récepteurs nucléaires partagent

une structure commune que nous détaillerons par la suite pour le RA.

Une analyse phylogénétique a permis de définir sept sous-familles de taille
inégales au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires. Cette classification tient
compte du mode de dimérisation des récepteurs et de leurs propriétés de fixation a
ADN. Les différentes classes de récepteurs nucléaires sont indiquées dans la
figure 5, ainsi que certains des récepteurs appartenant a ces classes. Le récepteur des
androgénes, qui nous intéresse plus particulierement, appartient a la classe III des
récepteurs nucléaires, avec les autres récepteurs des hormones stéroides comme le

récepteur des glucocorticoides (RG).
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Abréviation , .
du récepteur Sous-type Nom complet du récepteur Ligand
TR o, B Récepteur des hormones thyroides Thyroides
RAR o, B,y Récepteur de I’acide rétinoique Acide rétinoique
Classe | o o . L
VDR Récepteur a la vitamine D Vitamine D Dihydroxy-vitamine Ds;
Récepteur des péroxysomes .
PPAR o, B,y o L Prostaglandine
proliférateurs activés
RXR o, B,y Récepteur rétinoide X Acide 9-Cis-retinoique
Classe 11
TR2 a, Récepteur des testicules Inconnu
RG Récepteur des glucocorticoides Glucocorticoides
RA Récepteur des androgénes Androgénes
Classe 111 RP Récepteur de la progestérone Progestérone
RE o, B Récepteur des oestrogénes Oestrogenes
RM Récepteur des minéralocorticoides Minéralocorticoides
Classe IV NGFI-B a, B,y Clone B induit par le NGF Inconnu
Classe V |SF-1/FTZ-F1 a, Facteur I stéroidogénique Oxystérols
Classe VI GCNF Facteur nuclea}re des cellules Inconnu
germinales
SHP Petit partgpalre hgterodlmerlque (DSS- Inconnu
Classe O AHC critical region on the X gene 1)
DAX-1 Dosage-sensitive sex reversal Inconnu

Figure 5 : Classification de la superfamille des récepteurs nucléaires.

Ne sont représentés ici que les membres les plus importants des différentes classes.
D'apres Germain et al, 2006.

2. Structure du récepteur des androgéenes

Le RA est constitué de quatre régions fonctionnelles majeures (Mangelsdorf et

al, 1995 ; Evans, 1988) communs a tous les récepteurs nucléaires (Chambon, 2004).

Chaque région possede des sites d’interaction avec des co-répresseurs et des
co-activateurs du RA (figure 6).
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Tau-1 Tau-5 NES NLS
100 - 370 360 - 526 580 - 585 616- 633
<+—> > <+
NH, — NTD (AF-1) DBD RC LBD (AF-2) — COOH
1 556 628 676 919

Figure 6 : Représentation schématique du récepteur des androgénes.

Les quatre régions constituant le récepteur des androgénes sont représentés : la région
amino-terminale (NTD), contenant la fonction de transactivation de la transcription AF-1
(activation fonction 1) indépendante du ligand ; les domaines de liaison a 'ADN (DBD) et
au ligand (LBD) séparés par la région charniére (RC) abritant le signal de localisation
nucléaire NLS. Le LBD contient un site d’activation de la transcription dépendant de la
liaison du ligand, AF-2 (Activation Fonction 2). Les localisations de Tau-1, Tau-5, NES
(signal d’exportation nucléaire) et NLS sont représentées.

a. Région amino-terminale

Cette région est la moins conservée au sein des récepteurs nucléaires. Elle
présente une longueur et une séquence variables en fonction des récepteurs
(figure 7), le récepteur des minéralocorticoides possédant la région la plus longue au

sein des récepteurs nucléaires.

AFla AF1b AF1 (1)

—
—

1 170 247 382 451 402 L # 262 420

AF3 AF1 AF1
S — — =
1 164 456 547 566 138 149 184
AF1 Al
1 142 485 558 1 30 148

Figure 7 : Région amino-terminale des récepteurs stéroides.

La région N-terminale du récepteur des minéralocorticoides (MR), du récepteur de la
progestérone (PR), du récepteur des androgénes (AR), du récepteur des glucocorticoides
(GR), et des récepteurs des estrogenes a et  sont représentés, ainsi que leur fonction AF-1.
D’apres Lavery et MCEwan, 2005.
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La région amino-terminale est le support de [lactivit¢é AF-1 (Fonction
d’activation 1 ou Activation Fonction 1) qui est impliquée dans la transactivation de la
transcription (indépendante du ligand). Cette transactivation est médiée par deux
domaines majeurs d’activation de la transcription : Tau-1 localisé entre les acides
aminés 100 et 370 ; et Tau-5 qui est localisé entre les acides aminés 360 et 526
(figure 6) (Callewaert et al, 2006). Tau-1 supporte I'activité transcriptionnelle du RA
apres stimulation par un ligand agoniste, et Tau-5 confére une activité constitutive au

RA en absence d’'un domaine de liaison au ligand (Jenster et al, 1995).

De plus, il s’agit de la région majeure de phosphorylation du RA. La
phosphorylation du RA est nécessaire pour sa localisation nucléaire et pour ses
activités transcriptionnelles (Wang et al, 1999). Le RA, qui est une phosphoprotéine,
présente plusieurs sites de phosphorylation. Les résidus sérine en position 16, 81,
256, 308, 424, et 650 montrent une augmentation de la phosphorylation en présence
d’androgenes (Gioeli et al, 2002). La sérine en position 94 est quant a elle
constitutivement phosphorylée. Ces phosphorylations sont réalisées par les voies de
signalisation des kinases comme PI3K/Akt, Ras/MAPK ou ERK.

L’activation des cascades de signalisation des kinases régule I’activité du RA.
En effet, les cascades de kinases sont capables d’activer le RA en absence de ligand,
ou de le rendre plus sensible a de faibles doses de ligands. La capacité des cascades de
signalisation a influencer la fonction du RA doit jouer un roéle significatif dans le
développement et la progression du cancer de la prostate ou une augmentation de
Pactivité des signaux de transduction a été associée a I'acquisition de I'androgéno-
indépendance (Lorenzo et al, 2003). Malgré cette observation, aucune analyse in vivo

des sites de phosphorylations du RA n’est réalisée.
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D’autre part, le domaine de transactivation du RA contient deux régions
hautement polymorphiques au sein des différentes populations. Il y a tout d’abord les
répétitions polyglycines, codées par la séquence GGC, avec des répétitions allant de 8
a 18, les plus couramment retrouvées étant de I'ordre de 16 a 18 (Salinas et al, 2005).
Les effets de la longueur des répétitions GGC sur l'activité transcriptionnelle du RA

ne sont pas bien connus, les études réalisées étant divergentes.

Des extensions polyglutamines sont également retrouvées et sont codées par la
séquence CAG. Le nombre de répétitions CAG varie chez les individus entre 9 et 29,
22 répétitions étant le plus courant chez les hommes caucasiens. La longueur de
l'allele CAG est inversement reliée a I'activité transcriptionnelle du RA. Cependant,
bien qu’il soit connu que les répétitions d’extensions polyglutamines inhibent la
fonction de transactivation du RA (Chamberlain et al, 1994), les mécanismes précis
impliqués ne sont pas connus. D’autre part, des études indiquent que le nombre de
répétitions CAG influe sur les interactions avec certains cofacteurs tels que c-jun

(Grierson et al, 1999).

Lorsque le triplet CAG est répété plus de 40 fois, on observe chez les individus
porteurs le syndrome neurodégénératif de l’atrophie musculaire spino-bulbaire
(SBMA), également appelé maladie de Kennedy. Dans cette maladie, le RA produit
est anormal car il contient une expansion de polyglutamine (on le nomme alors
RA-polyQ). Dans ces conditions, il ne peut pas étre dégradé et s’accumule dans le
noyau en se liant a d’autres molécules normalement chargées de réguler son
fonctionnement (les co-régulateurs). Cet ensemble forme des agrégats nucléaires

toxiques pour la cellule.

Bien que la structure tridimensionnelle du domaine AF-1 ne soit pas encore
résolue, des études ont tout de méme révélées que le domaine AF-1 n’a pas de
structure secondaire stable en solution. Il serait néanmoins composé d’hélices a (de
13 A 16%), de feuillets f (20 %) et de structures non ordonnées (entre 24 et 36 %).

(Lavery et MCEwan, 2005).
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Ce domaine est aussi le siege de nombreuses interactions avec les cofacteurs.
En effet, le RA interagit directement avec le facteur général de transcription TFIIF
par le biais de la sa région N-terminale (MCEwan et Gustafsson, 1997). De plus,
d’autres co-facteurs tels que SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Tyroid
Hormone Receptors) et p160 montrent une préférence pour l'interaction avec ce

domaine du RA.

b. Domaine de liaison a CADN

Le domaine central du RA contient le domaine de liaison a ’ADN (DBD) ainsi

qu’'un signal d’export nucléaire. Le DBD, constitué d’environ 80 acides aminés, est

conservé a plus de 90 % au sein de la famille des récepteurs nucléaires.

Le DBD joue un roéle tres important au sein du RA puisque c’est lui qui va

déterminer les séquences a reconnaitre pour induire 'expression des genes cibles.
Le DBD est composé de deux doigts de zinc, et dans chaque doigt un atome de

zinc central stabilise cette structure secondaire en établissant quatre liaisons avec

quatre cystéines (figure 8).
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Figure 8 : Représentation du domaine de liaison a CADN du récepteur des
androgeénes.

Représentation de la séquence du DBD du RA. Les acides aminés de la boite P (impliquée
dans la liaison a 'ADN) et de la boite D (impliquée dans la dimérisation du RA) sont
représentés encerclés. Sont également représentés les deux hélices a1 et a2 (en bleu), ainsi
que la région d’extension C-terminale, nécessaire pour une grande affinité de liaison du RA
a ses éléments de réponse ainsi que le signal de localisation nucléaire (NLS) en deux parties
encadrées en rouge, et le signal d’export nucléaire (NES) encadré en violet.

Afin de connaitre la structure tridimensionnelle du DBD, des études de
résonance magnétique nucléaire et des études cristallographiques ont été réalisées
pour différents DBD de récepteurs nucléaires complexés ou non a 'ADN. Les
premieres structures 3D a étre reportées étaient celles des homodimeres du récepteur
des glucocorticoides (RG) et du récepteur des estrogenes (RE) complexés a leur
séquence d’ADN cible (figure 9) (Luisi et al, 1991 ; Schwabe et al, 1993).

Ainsi, le DBD est formé de deux hélices a. La premiere, I'hélice de
reconnaissance, est située au niveau des troisiéme et quatriéme cystéines du premier
doigt de zinc. La seconde, située au niveau de la partie C-terminale du second doigt
de zinc, forme un angle droit avec 'hélice de reconnaissance pour stabiliser la

structure et 'orientation du DBD (Renaud et Moras, 2000).
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Figure 9 : Structure tridimensionnelle du domaine de liaison a U’ADN.

A. Représentation tridimensionnelle du DBD du REa. D’apres Germain et al, 2006.

B. Modéle tri-dimensionnel du DBD du RA lié a TADN au niveau des ses éléments de réponse
présentant une répétition directe. Les deux hélices sont indiquées par des fléches, ainsi que
chaque monomere de RA. D’apreés Verrijdt et al, 2006.

Une extension C-terminale existe a la fin du DBD. Elle est nécessaire pour une
interaction spécifique et de grande affinité avec ’ADN (Schoenmakers et al, 1999). De
plus, au sein du DBD, il existe deux courtes séquences nommées boite P et boite D,
impliquées respectivement dans la reconnaissance spécifique de 'ADN et dans la

dimérisation du RA.

Le DBD est la cible de modifications post-traductionnelles, et est également

impliqué dans I’exportation nucléaire de part le signal d’export nucléaire localisé a la
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fin de premier doigt de zinc (séquence 5-KVFFKR-3’). Le DBD du RA interagit
également avec des facteurs de transcription et des cofacteurs. Par exemple, il
interagit avec la protéine inhibitrice de STAT-1 activé (PIAS1, Protein Inhibitor of
Activated STAT1), ce qui augmente Dactivation des genes médiée par le RA

(Tan et al, 2002).

Comme énoncé précédemment, les récepteurs nucléaires se fixent aux
éléments de réponse mettant en jeu deux séquences consensus caractéristiques. Ces
séquences consensus sont divisées en deux catégories; une séquence pour les
récepteurs des hormones stéroides de classe III, 5- AGAACA - 3’, et une séquence
pour le reste de la famille des récepteurs nucléaires, 5- AG(G/T)TCA - 3. Les
récepteurs des hormones stéroides forment des homodiméres ou chacun des
monomeres se fixe sur un demi-site du ARE. Les ARE consistent en la répétition
inversée de la séquence 5-AGAACA-3° séparée par trois nucléotides :
5-AGAACAnnnTGTTCT- 3’, on les note ainsi IR3 (Inverted Repeat 3).

Bien que les séquences des éléments de réponse des récepteurs stéroides soient
similaires, les récepteurs reconnaissent avec une spécificité différente ces séquences.
Ainsi, pendant longtemps la question de la spécificité de la régulation des genes cibles
par les différents récepteurs stéroidiens a été soulevée.

Pour chaque type de récepteur, la spécificité de liaison a TADN est déterminée
d’une part par l'orientation et I’espacement de ces courtes séquences nucléotidiques,
mais aussi par les séquences primaires de ces éléments de réponse, a la fois a
Iintérieur et autour de ces séquences répétées. Mais cette spécificité et cette
reconnaissance avec une grande affinité de ces séquences résident aussi en partie
dans la présence de lextension C-terminale située a la fin du DBD
(Schoenmakers et al, 1999).

Comme indiqué précédemment, il est acquis que les récepteurs stéroides se
lient en dimeres aux éléments de réponse contenant des répétitions inversées de deux
demi-sites hexamériques séparés par trois paires de bases (IR3). Cependant le RA
possede également la capacité de se lier a des séquences présentant des répétitions
directes de type 5" -TGTTCTnnnTGTTCT- 3°, nommées ADR3 (Claessens et al, 1996 ;
Verridjt et al, 1999 ; Verrijdt G et al, 2003).
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Des études cristallographiques du récepteur de la vitamine D (VDR),
reconnaissant des répétitions directes de type DR3, similaires a celles reconnues par
le RA, ont révélé une conformation « téte a queue » appelée également « head-to-
tail » du dimere. En revanche, la méme étude réalisée avec le RA a indiqué que ce
dernier se fixe dans une conformation « téte a téte » ou « head-to-head » a la fois sur
les éléments communs IR3 que sur les séquences spécifiques ADR3 (figure 10). Cette
conformation spécifique du RA contribuerait ainsi a la spécificité de son mode

d’action (Shaffer et al, 2004 ; Verrijdt et al, 2003).

VDR DBD
Subunit &

Figure 10 : Complexes formés par le récepteur des androgénes (A) et le
récepteur de la vitamine D (B) avec des éléments de réponse en répétition
directe.

Le RA se lie en conformation « téte a téte » sur la séquence DR3 alors que le VDR y adopte
une conformation « téte a queue ».

Les deux monomeéres sont représentés en rouge et en bleu. Les atomes de zinc sont indiqués
par les fleches. Les deux demi-sites sont représentés en jaune alors que les nucléotides
espacant les hexameres et ceux les entourant sont en noir.

D’apres Shaffer et al, 2004.

De plus, I'étude de mutations et de délétions effectuée par Schoenmakers et al
en 2000 a permis d’établir les acides aminés au sein du DBD importants pour la
différence de reconnaissance spécifique de ’ADN entre le RA et le RG. 1l s’agit de la

thréonine en position 602 dans la surface de dimérisation, de la Glycine 627 et ainsi
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que de la Leucine 634 localisées dans I’extension C-terminale du DBD. Ces acides
aminés permettent aux deux monomeres du RA d’établir des contacts favorisant la

conformation « téte a téte » (Schoenmakers et al, 2000).

c. Région charniere

La région charniere, située entre le DBD et le domaine de liaison au ligand
(LBD), est peu conservée au sein des récepteurs nucléaires.

Pendant longtemps ce domaine était considéré sans fonction. En réalité, il est
reconnu a ’heure actuelle qu’il sert de pont entre le DBD et le LBD afin de permettre
une certaine flexibilité du RA.

Ce domaine abrite un signal de localisation nucléaire (NLS-1) ainsi qu’'un site
de phosphorylation au niveau de la sérine 650 (Gioeli et al, 2002). Il a été montré en
2007 que cette région est impliquée dans plusieurs fonctions du RA, a savoir sa
localisation nucléaire, la liaison a ’ADN, le recrutement des cofacteurs et I'interaction
entre le domaine N-terminal et le domaine C-terminal du RA (Haelens et al, 2007),
interaction dont nous parlerons par la suite. Tout ceci indique I'importance de cette

région au sein du RA.

d. Région carboxy-terminale

Bien que la séquence de cette région soit moins bien conservée que celle du
DBD au sein des récepteurs nucléaires, sa structure tridimensionnelle est similaire
pour les récepteurs nucléaires, suggérant 'importance du repliement tridimensionnel
de ce domaine.

La région carboxy-terminale abrite le domaine de liaison au ligand (LBD)
(Sack et al, 2001) et un signal de localisation nucléaire hormono-dépendant (NLS-2).
Le LBD contient lui-méme une surface d’interaction avec les protéines chaperonnes
HSP (protéines de choc thermique); une fonction de transactivation (AF-2)
dépendante de la liaison au ligand (Kumar et al, 1986) ; une surface impliquée dans

le processus de dimérisation, qui médie I'interaction avec des partenaires du LBD ;
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une poche de liaison du ligand, qui interagit avec diverses petites molécules
lipophiliques ; une surface d’interaction avec des co-régulateurs qui permettent de
moduler positivement ou négativement I’activité transcriptionnelle du RA.

Enfin, le LBD a une influence sur le DBD en stabilisant sa liaison a TADN

(Farla et al, 2004).

Les structures du LBD des récepteurs nucléaires seuls ou en présence dun
agoniste ou d’'un antagoniste ont été résolues. En revanche, la plupart des structures
cristallographiques des récepteurs orphelins ne sont pas encore connues. La premiére
résolution de la structure cristallographique d'un LBD a indiqué que ce domaine est
hautement structuré (Bourguet et al, 1995). Le LBD du RA est constitué de 11 hélices
a et d'un court feuillet B, arrangés en trois couches pour former un sandwich
antiparallele formant ainsi une poche hydrophobique (figure 11). Les autres
récepteurs nucléaires sont composés de 12 hélices a, mais ’hélice 2 n’existe pas chez
le RA.

Figure 11: Structure du domaine de liaison au ligand du récepteur des
androgeénes.

Le LBD du RA est formé de 11 hélices a représentées par les cylindres verts, agencées en
sandwich tri-lamellaire. Quelques mutations ponctuelles décrites dans les CaP et ayant un
impact sur la liaison du ligand sont représentées en rose.

D’apreés Duff et al, 2006.
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Les hélices 1 a 3 forment une face du LBD, les hélices 4, 5, 8 et 9 ainsi que le
feuillet B correspondent a la couche centrale du LBD, et les hélices 6, 7 et 10 forment
la troisieme face du « sandwich ». L’hélice 12 permet au LBD de réguler la
transcription. Les ligands sont reconnus grace a deux types de contact : des liaisons
hydrogenes aux extrémités et des liaisons hydrophobes de type van der Waals pour
tout le corps du ligand. Suite a la liaison du ligand, le LBD subit un réarrangement
structural ou I’hélice 12 va changer de position afin de fermer la poche de liaison du
ligand, ce qui conduit a la formation dune surface d’interaction protéine-protéine
hautement conservée appelée fonction d’activation 2 (AF-2). Le domaine AF-2 est
alors capable d’interagir avec des co-activateurs et ainsi de promouvoir la

transcription des geénes cibles (Warnmark et al, 2003).

3. Mode d’action du récepteur des androgenes

Le RA sous sa forme inactive, donc non lié au ligand, est situé dans le
cytoplasme (figure 12). Il y est maintenu dans un état conformationnel favorable a la
liaison avec un androgene par des protéines chaperonnes telles que les protéines de
choc thermique HSP9o, HSP70 et FKDP52 (HSP56). La fraction libre de testostérone
entre dans la cellule cible des androgenes par diffusion, ou elle se lie au RA apres sa

conversion en DHT (métabolite plus actif) par la 5a-réductase (isoforme de type 2).

La liaison du ligand naturel du RA, la dihydrotestostérone (DHT) au récepteur
entraine une modification conformationnelle (Chang et al, 1995), suivie de la
libération des protéines chaperonnes qui démasquent les sites de dimérisation et le
signal de localisation nucléaire. Suite a cette fixation, Le RA shomodimérise et il est

phosphorylé au niveau des résidus sérine précédemment décrits.
Par la suite, il y a translocation dans le noyau, suivie de la fixation du dimere a
’'ADN au niveau du promoteur de genes cibles. Le RA se fixe a ’ADN au niveau de

séquences spécifiques décrites auparavant appelées éléments de réponse aux
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androgenes (ARE). Cette fixation a pour conséquence d’entrainer la transcription des
genes cibles, suite au recrutement de co-activateurs ; ou au contraire d’en inhiber la

transcription par le recrutement de co-répresseurs.

Testostérone
@O — o

So-réductase
() —— () pHT

FelT e Lo @
aux androgénes du ligand
Homodimérisation

et phosphorylation

iz D dlme) (>

Figure 12 : Mode d’action des androgénes.

La testostérone libre, non liée a l'albumine ou au sex hormone binding globulin (SHBG),
entre dans les cellules prostatiques ot elle est convertie en dihydrotestostérone (DHT) par
Ienzyme s5a-réductase. La liaison de la DHT au RA induit la dissociation des protéines
chaperonnes, la phosphorylation du RA, son homodimérisation suivie de sa translocation
nucléaire. Dans le noyau, le complexe DHT/RA se lie aux éléments de réponse des
androgenes (ARE) au niveau du promoteur de génes cibles du RA.

Des co-activateurs (comme ARA70) ou des corépresseurs (non illustrés) se lient aussi a ce
complexe DHT/RA, facilitant ou inhibant, respectivement, son interaction avec Uappareil de
transcription (GTA). L’activation (ou la répression) de génes cibles conduit a des réponses
biologiques comme la croissance, la survie et la production de I'Antigéne Spécifique de la
Prostate (PSA).

D’apres Feldman et Feldman, 2001.
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La translocation nucléaire du RA est cruciale pour sa fonction. Elle est médiée
par les protéines importines a et 3 (Gorlich et Kutay, 1999 ; Cutress et al, 2008). La
séquence de localisation nucléaire (NLS) du RA, chargée positivement, est constituée
de deux parties qui recouvrent le DBD et la région charniére (figure 8) (Zhou et al,
1994). Cette séquence NLS est reconnue dans le cytoplasme par I'importine a, qui
sert d’adaptateur au facteur de transport nucléaire importine 3. Ce complexe cargo
importine a / importine  se déplace ensuite a travers les pores nucléaires dans le
noyau ou il est dissocié par 'intermédiaire de la GTPase Ran de la famille Ras,
libérant ainsi le RA. Les importines sont ensuite recyclées dans le cytoplasme afin
d’effectuer d’autres cycles de transport nucléaire.

L’exportation du RA du noyau est réalisée a 'aide des protéines exportines
(Cook et al, 2007), grace au signal d’export nucléaire (NES) localisé au niveau du
premier doigt de zinc du DBD. L’exportine lie la protéine a exporter, ici le RA, avec du
RanGTP. Suite a 'exportation nucléaire du complexe, la conversion de la RanGTP en

RanGDP permet la libération cytoplasmique du RA.

Les geénes dont I'expression est controlée par le RA possedent toujours des
ARE dans leur région promotrice et/ou au niveau des séquences activatrices distales
(« enhancer »). La formation d'un complexe d’activation de la transcription implique
la liaison du RA au niveau de ces deux régions promotrice et activatrice, suivie du
recrutement de co-activateurs incluant des histones acétylases, de facteurs de
transcription et de TARN polymérase 11, comme décrit par Shang et al en 2002 pour
le géne PSA humain. A linverse, la formation du complexe de répression du RA
n’implique que des facteurs liés au promoteur, mais pas au niveau des séquences
distales. Ceci suggére un modele de complexe de transcription du RA dans lequel les
co-activateurs servent de pont liant les séquences activatrices au promoteur comme

indiqué dans la figure 13.
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Figure 13 : Modéle de formation du complexe de transcription du récepteur des
androgeénes.

Les homodimeres de RA sont recrutés au niveau des deux régions promotrice et activatrice
du géne PSA humain, contenant chacune des éléments de réponse aux androgéenes (ARE).
Ceci est suivi d’'un recrutement ordonné et coordonné des protéines p160, CBP, p300, et de
la RNA polymérase I1, afin de former le complexe de transcription du RA.

D’apres Shang et al, 2002.

4. Interaction avec les cofacteurs

Comme vous pouvez le voir sur la figure 14, de nombreuses protéines sont
capables de se lier au RA et ce sur tous les domaines du récepteur. Par exemple, la
protéine ARA70 (AR-Associated protein de 70kDa) joue le role de co-activateur du
RA et a pour effet d’augmenter la transcription (Yeh et Chang, 1996). Ou encore la
B-caténine qui augmente l’activité androgénique en présence de différents ligands
comme l'cestradiol ou les androgenes surrénaliens, cette molécule pouvant étre mutée

dans les cancers de la prostate (Chesire et al, 2000).
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Figure 14 : Lieu d’interaction des cofacteurs du récepteur des androgénes.

Les co-activateurs du RA sont représentés vert, les co-répresseurs en rouge et les autres
protéines qui interagissent avec le RA sont en jaune. Toutes ces protéines sont notées au
niveau du domaine du RA avec lequel elles interagissent, celles qui interagissent avec
plusieurs domaines o dont le domaine est inconnu sont indiquées en bas.

D’apres http://androgendb.mcgill.ca/

\

On compte a ce jour plus de 70 molécules qui interagissent avec le RA.
Beaucoup d’entre elles interagissent avec plusieurs classes de récepteurs (récepteurs
des cestrogenes, des progestatifs et des glucocorticoides) tels que HMG1 et HMG2
(High Mobility Group protein 1 et 2).

Ainsi, le changement conformationnel résultant de la liaison dun ligand
agoniste autorise des interactions du RA avec les molécules co-activatrices du RA, le
recrutement de la machinerie transcriptionnelle, et Dactivation spécifique de

I'ensemble des genes cibles.
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En présence d’un ligand antagoniste (anti-androgene pur), le RA adopte une
conformation spatiale permettant une interaction préférentielle avec les molécules
co-répressives avec pour conséquence la répression de la transcription des genes

cibles.

Cependant, il existe une troisieme classe de ligands, dénommés molécules
modulatrices spécifiques des récepteurs nucléaires (SRM). La présence d’'une de ces
molécules au niveau du site de liaison entraine une conformation intermédiaire du
RA entre la forme active et la forme inactive (figure 15). L’activité du RA lié aux SRM
dépend donc essentiellement de l'expression tissulaire des co-activateurs ou
co-répresseurs (Smith et O'Malley, 2004). L’expression et la localisation des
molécules co-activatrices ou co-répressives conditionnent en cascade les

changements d’activités cellulaires dépendants du RA.
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Figure 15 : Modéle de contribution des co-activateurs et co-répresseurs dans la
détermination de Uactivité agoniste / antagoniste des molécules modulatrices
spécifiques des récepteurs nucléaires (SRM).

En fonction de la concentration des cofacteurs, les SRM agissent comme co-activateurs ou
bien en tant que co-répresseurs du RA. Ainsi, lorsque la concentration de co-activateurs au
sein du tissu est forte, les SRM permettront Uactivation du RA.

D’apres Smith et O'Malley, 2004.

Les co-activateurs interagissent avec le RA grace a leur motif «LxxLL», ou
« L » désigne une leucine et « x » tout autre acide aminé (Dubbink et al, 2006). Ce
motif permet aux co-activateurs d’interagir physiquement avec la poche hydrophobe
présente au niveau du LBD. Cette interaction est suivie d’'un recrutement de facteurs
remodelant la chromatine, puis d’'une dissociation de p160 et du recrutement

concomitant de ’ARN polymérase II.
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Les co-régulateurs du RA sont des protéines recrutées par le RA pour
augmenter (co-activateurs) ou réprimer (co-répresseurs) sa transactivation.
Cependant, ces co-régulateurs n’altérent pas significativement le taux basal de
transcription et ne possédent pas de capacité de liaison a ’'ADN. En revanche, ils
influent sur la transactivation médiée par le RA en agissant au niveau du promoteur
de genes cibles, en facilitant I'occupation de 'ADN, le remodelage de la chromatine,
et / ou en permettant le recrutement des facteurs généraux de transcription associés a
I'ARN polymérase II.

Les protéines qui interagissent avec le RA peuvent étre divisées en trois
classes : les composants de la machinerie générale de transcription, des protéines
diverses possédant des propriétés de co-activation ou de co-répression pour le RA, et

des facteurs de transcription spécifiques (Heemers et Tindall, 2007).

a. Composants de la machinerie de transcription

La transcription due au RA dépend du recrutement de ’ARN polymérase II au
niveau des promoteurs des genes cibles. Briévement, la mise en place du complexe de
pré-initiation est accompagnée de la liaison a proximité du site de démarrage de la
transcription du facteur TFIID, qui est composé de la protéine de liaison a la boite
TATA (TBP, pour TATA-binding protein), et de facteurs associés a TBP. Par la suite
TFIIB vient se lier sur TBP et recrute TARN polymérase II et le facteur TFIIF, qui
assure l'interaction spécifique de ’ARN polymérase II avec le promoteur. TFIIE et
TFIIH sont ensuite recrutés par ’ARN polymérase II pour faciliter la séparation des
brins de ’'ADN, ce qui permet l'initiation de la transcription (Hahn, 2004).

Le RA interagit directement avec des composants de la machinerie
transcriptionnelle basale. Par exemple, le RA interagit par sa partie N-terminale avec
RAP74, la grande sous-unité de TFIIF. Cela facilite par la suite I'interaction entre le
RA et le co-activateur SRC-1. Une interaction plus modeste a aussi été décrite avec la
sous-unité RAP30 de TFIIF et avec TBP (McEwan et Gustafsson, 1997). Le RA
interagit aussi avec TFIIH ce qui entraine une augmentation de la phosphorylation de
Pextrémité carboxy-terminale de 'ARN polymérase, événement nécessaire pour la

transition de l'initiation de la transcription a son élongation (Lee et al, 2000). De
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plus, en accordance avec cela, une interaction entre le RA et le facteur d’élongation de
la transcription p-TEFDb a été décrite (Lee et al, 2001). Cette interaction entraine de la
méme facon une phosphorylation de la polymérase, mais celle-ci intervient a un stade
différent de la transcription (Lee et Chang, 2003).

En plus d’interagir avec les facteurs de la machinerie transcriptionnelle, le RA
interagit également avec ’ARN polymérase II par une association avec sa sous-unité
RPB2.

Toutes ces données confondues indiquent que le RA peut réguler la
transcription de ses geénes cibles en agissant a la fois au niveau de l'initiation de la

transcription mais aussi au niveau de son élongation.

b. Co-régulateurs du RA

Le premier co-activateur des récepteurs nucléaires décrit fut SRC-1 en 1995
(Onate et al, 1995). Depuis lors, plus de 200 co-régulateurs des récepteurs nucléaires
ont été identifiés, 169 d’entre eux étant de potentiels co-régulateurs du RA. Ces
co-régulateurs ont différentes fonctions qui ne seront pas détaillées ici (pour revue
voir Heemers et Tindall, 2007).

Certains d’entre eux sont des composants du complexe de remodelage de la
chromatine. Une ATPase nucléaire, ARIP4 (AR-Interacting Protein 4), appartenant a
la famille de protéine SNF2-like et remodelant la chromatine, stimule la
transactivation dépendante du RA en interagissant avec le DBD du RA (Rouleau et al,
2002). De plus, plusieurs composants du complexe de remodelage de la chromatine
SWI / SNF (switching / sucrose nonfermenting) améliorent la transactivation due au
RA (Heemers et Tindall, 2007). Parmi eux, on peut citer deux ATPases nécessaires
pour le repositionnement du nucléosome, BRG1 (Brahma-related gene) et hBRM
(human homolog of Drosophila brm gene) qui sont capables de stimuler 'activité du
RA (Marshall et al, 2003).

D’autres co-régulateurs sont des modificateurs d’histones. Il s’agit d’acetyl-
transférases (HAT) dans le cas de co-activateurs, et de déacétylases (HDAC) pour les
co-répresseurs. C’est le cas des membres de la famille p160, SRC-1 et SRC-3 qui

possedent une activité HAT. Ils interagissent directement avec le RA de facon
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ligand-dépendante pour améliorer la transcription médiée par le RA (Heinlein et
Chang, 2002 ; Alen et al, 1999 ; Bevan et al, 1999). Les protéines SRC recrutent p300,
un homologue CBP, et p/CAF (p300/CBP Associated Factors). Une interaction
indépendante de SRC existe entre le RA, p300, CBP et p/CAF (Fu et al, 2000).
D’autres protéines arborant des activités HAT interagissent avec le RA. C’est le cas de
Tip60 (Tat interactive protein 60 kDa) qui interagit au niveau du LBD du RA et qui
joue un role de co-activateur en acétylant les histones ainsi que le RA. HBO1 (Human
origin recognition complex interacting protein) interagit également au niveau du LBD
et du DBD du RA mais présente un role de co-répresseur du RA.

Des protéines ayant une activité méthyltransférase ou déméthylase
interagissent également avec le RA pour moduler sa transactivation. Cest le cas
notamment de ARA267 (AR-Associated protein 267a) qui interagit au niveau de la
région DBD-LBD du RA et qui posséde une activité méthyltransférase
(Wang et al, 2001).

De nombreuses autres protéines impliquées dans diverses voies interagissent
avec le RA. Ces voies sont notamment celles de I'ubiquitination et du protéasome
(comme E6-AP (Khan et al, 2006) ou Mdm2)et de la sumoylation (SUMO-3
(Zheng et al, 2006) ou Ubc9g).

Comme cela a été indiqué auparavant, des protéines chaperonnes interagissent
avec le RA dans sa conformation inactive (comme Hsp9o et Hsp70). Des protéines
impliquées dans I'épissage (comme PSF, PSP1), dans le métabolisme de I'ARN
(p54nrb, p44/MEP50) et dans la réparation de 'ADN (Kuyo, DNA-PKc), des
protéines du cytosquelette (Actine, Supervilline), d’autres impliquées dans
I'endocytose (HIP1, APPL) ou encore des régulateurs du cycle cellulaire (Cycline D1,
Cycline E) ou de l'apoptose (Caspase 8, Par-4) sont aussi impliquées dans la

régulation de la transactivation du RA.

c. Facteurs de transcription spécifiques

De nombreux facteurs de transcription interagissent physiquement avec le RA.
Une partie de ces facteurs sont répertoriés dans la figure suivante (figure 16). Leur

régulation se fait par différents mécanismes. Certains, comme DAX-1, affectent la
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capacité du RA a interagir avec ses ARE sans se lier eux-mémes a ’ADN. En effet,
DAX-1 interfere dans la dimérisation du RA et dans sa communication inter-
domaine, ce qui a pour conséquence de prévenir la translocation nucléaire du RA en
absence de ligand, et de réprimer le RA en présence de ligand par la dissociation du
dimere (Holter et al, 2002 ; Iyer et McCabe, 2004).

D’autres comme le facteur AP-1, entrent en compétitions avec le RA pour des
co-régulateurs présents en quantité limité dans la cellule comme CBP. D’autres
facteurs de transcription encore se lient a 'ADN a proximité des ARE permettant la
coopération pour la transcription des genes cibles (c’est le cas de Foxa2)
(Yu et al, 2006).

Transetiption — y g Directindirect
AMLA/CBFal A Direct

AP-1 E Dhrect-MNTD, LED
ATF2 E Direct-DED

Brn-1 AR Direct

e-Jun AR Direct-DBEDh, DED-LED
c-rel E Direct

oEBP: R Direct—MNTD, DEDh
Daxl E Direct-LBD

EGRL A Direct-NTD

ERc E Direct-MNTD
FEHE R Dhrect-NTD, LED
Foxal A Direct-DEDh
Foxal AR Dhrect-DED
FoxH1 E Direct-NTD-DED
GATA-2 A ND

GATA-2 A ND

GR E Direct-DED
HoxE12 R Direct

MF1 A ND

Oet-1 AR Direct-DED

Oet-2 ND  Direct-DED

Pod-1 E Direct-DEDh

pha E Indirect

PDEF A Direct-DBD

RelA R Direct-MNTD-DED
RXR AR Direct-LBD

Soxd AR Dhrect-DED

Spl A Direct

SEY R Direct-DEBD

SHP R Direct-MNTD, LED
SF1 A Direct-DED

TR2 E Direct

TE4 R Dhreet-MNTD, DED, LED
USF2 A Direct

Figure 16 : Liste de différents facteurs de transcription interagissant avec le
récepteur des androgenes.

Sont représentés dans ce tableau les facteurs de transcription qui activent (A) ou qui
répriment (R) la fonction du RA, et cela de facon directe (Direct), indirecte (Indirect) ou
Uannotation ND si cela n'est pas déterminé. Leur lieu d’interaction, domaine N-terminal
(NTD), DBD ou la région DBD associé a la région charniére (DBDh) est également indiqué.
D’apreés Heemers et Tindall, 2007.
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5. Interaction endogene du récepteur des androgenes :

interaction N-C.

Lors de 'activation de ses genes cibles, le RA voit son domaine amino-terminal
(NTD) interagir avec sa partie carboxy-terminale contenant le LBD formant ce que
I'on appelle I'interaction N-C (Doesburg et al, 1997). Les motifs impliqués dans cette
interaction sont le domaine AF-2 du LBD, et les motifs situés dans le NTD sont le
motif FQNLF (appartenant a la famille de motifs FxxLF) et a un degré moindre le
motif WHTLF (appartenant a la famille de motifs WxxLF).

Cette interaction N-C est facilitée par les co-activateurs (Ikonen et al, 1997).
Une étude sur GRIP1 en 2005 a montré que ce dernier forme un pont entre le
domaine NTD et le LBD du RA (Shen et al, 2005). Ainsi, ’activité de transactivation
du RA est améliorée directement par l'interaction du motif FQNLF du NTD avec le
domaine AF-2 du LBD, ou indirectement par le pont formé par GRIP1.

Une étude publiée en 2006 a démontré que l'interaction N-C joue également
un roéle dans le contréle de la liaison du RA a la chromatine. Dans cette étude, les
auteurs suggerent un modele dans lequel une interaction N-C correcte est nécessaire
pour que le RA puisse recruter le complexe SWI / SNF (intervenant dans le
remodelage de la chromatine), qui va a son tour remodeler la chromatine pour
permettre au RA de se lier a ses éléments de réponse localisés sur la chromatine
(Li et al, 2006).

D’autre part, des études récentes ont mené a la connaissance de deux unités
d’activation de la transcription localisées dans le NTD du RA qui sont impliquées
dans cette interaction N-C. Il s’agit des domaines Tau-1 et Tau-5 (figure 6). L’étude de
Callewaert et al en 2006 indique que Tau-1 et Tau-5 sont des acteurs majeurs de la
transactivation médiée par le NTD en ce sens que Tau-5 est impliqué dans le
recrutement de cofacteurs tel que SRC-1, et que Tau-1 participe indirectement a ce

recrutement par l'intermédiaire d’un partenaire de co-activation.
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6. Exemple de génes cibles du récepteur des androgenes

a. Le gene PSA

Ce géne est situé sur le chromosome 19 en position q13.3-q13.4. Il appartient a
la famille de genes codant pour des sérines protéases « Kallikrein-like ». Il code pour
I’Antigene Spécifique de la Prostate (PSA). Le PSA est une glycoprotéine de faible
masse moléculaire (34 kilodaltons), mise en évidence par Wang en 19779 dans le tissu
prostatique (Wang et al, 1999). Elle est constituée d’une chaine polypeptidique de
240 acides aminés fabriquée exclusivement par les cellules épithéliales du tissu
prostatique, normal, hyperplasique ou néoplasique. Le role physiologique du PSA est
de liquéfier le sperme afin de faciliter le déplacement des spermatozoides. Il est aussi
supposé qu'il aide a dissoudre la muqueuse cervicale, favorisant ainsi l'entrée du
sperme.

La régulation de ce gene par le RA se fait au niveau de trois ARE présents au
sein de son promoteur. Deux d’entre eux (ARE I et ARE II) sont localisés au niveau
du promoteur proximal respectivement aux positions -170 a -156 pb et -394 a -376 pb
du site d’initiation de la transcription (figure 17), et ARE III se situe dans la région
activatrice distale en position -4148 a -4134 pb (Cleutjens et al, 1997). Le site ARE I
est un site de liaison de haute affinité pour le RA, de plus cette séquence
« 5-GGTACAnnnTGTTCT-3’ » est proche de la séquence ARE consensus. Au
contraire, le site ARE II est une séquence consensus de faible affinité mais qui peut
coopérer avec d’autres ARE pour augmenter ainsi le pouvoir transcriptionnel du
promoteur (Cleutjens et al, 1996). Par ailleurs, le site ARE III
« 5'-GGAACAtatTGTATC-3’ » est une séquence de haute affinité pour le RA. D’autres
ARE (-4366 a -3874 pb), AREIIIA, AREIIIB, AREIV, AREV et AREVI, entourent le
site principal ARE III. Ces ARE sont de faibles affinités mais comme pour ARE II,
leur présence conduit a des activités transcriptionnelles plus fortes

(Huang et al, 1999).
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4148/4134 -3196/-3188 -396/-376 -170/-166 -123/-93/-64 -28/-23

. : :
— ARE Il CRE '/ ARE Il '—-{ ARE | m-«— TATA

,;:|" SP-1
4366 -3874

AREs VIV IV III IIA B

Figure 17 : Promoteur du géne PSA.

La région régulatrice du gene PSA est composée d’'un promoteur proximal contant, ARE I et
ARE II, la boite TATA et le site de reconnaissance de SP1 (Specificity Protein 1) appartenant
a une large famille de facteurs transcriptionnels, et d'une région promotrice en amont
refermant les séquences ARE III et CRE (cAMP Response Element), le site potentiel de
fixation du facteur CREB (cAMP responsive Binding Protein).

D’apres Kim et Coetzee, 2004.

b. Le gene TMPRSS2

Le gene TMPRSS2 est localisé sur le chromosome 21 en position q22, et code
pour une protéine transmembranaire de type II avec une activité protéase dans sa
partie extracellulaire (Afar et al, 2001). Le promoteur du gene TMPRSS2 est régulé
par le RA au niveau d’un site potentiel ARE nommé ARE V, situé en position -13,5 kb
par rapport au site d’initiation de la transcription. En effet, bien qu’il existe cinq sites
de liaison du RA dans la région régulatrice du gene TMPRSS2 (figure 18), le site
AREV (localisé a la position -13,5 kb du site d’initiation de la transcription) est celui
qui est le mieux reconnu par le RA sauvage, et a partir duquel le RA sauvage est le

plus fonctionnel (Wang et al, 2007).
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TMPRSS2 14 kb regulatory region —
Potential AREs: VIV 1l I

il | I

-13545 -12871 -9719 -9080 -T70

Figure 18: Représentation schématique de la région régulatrice du gene
TMPRSS2.

Les 5 sites ARE potentiels sont indiqués ainsi que leur position par rapport au site
d’initiation de la transcription.

D’apres Wang et al, 2007.

Récemment, des réarrangements chromosomiques impliquant le locus du gene
TMPRSS2 et ceux des génes ERG, ETV1 et ETV4, codant pour des facteurs de
transcription de la famille ETS ont été mis en évidence dans une large fraction de
cancer de la prostate. La famille des facteurs ETS est impliquée dans I'intégration des
signaux engagés dans la régulation de la croissance cellulaire, de la différenciation et
de la réponse au stress des cellules (Petrovics et al, 2005).

Ces translocations aboutissent a des fusions géniques entre la région
promotrice du gene androgéno-dépendant TMPRSS2 et le facteur ERG situé sur le
méme chromosome en position 21q22.3. Alternativement, la région promotrice du
gene TMPRSS2 peut étre transloquée en amont de genes codant pour les facteurs
ETV1 (7p21) ou ETV4 (17q21). Ces translocations aboutissent aux génes de fusion
TMPRSS2:ERG, TMPRSS2:ETV1 ou TMPRSS2:ETV4, dont I'expression devient ainsi
androgéno-dépendante. Suivant les études, les réarrangements chromosomiques
issus de fusions géniques TMPRSS2:ETS seraient présents dans 50 a 70 % des
cancers de la prostate (Tomlins et al, 2005). Ces fusions sont responsables de la
surexpression des oncogenes ERG et ETV dans les cellules cancéreuses prostatiques
et par la méme contribueraient a 'agressivité de la tumeur.

Il s’agit du premier mécanisme moléculaire décrit impliquant directement les
activités transcriptionnelles du RA dans le soutien a la prolifération des cellules
cancéreuses prostatiques. En effet, les facteurs de transcription de la famille ETS
controlent I'expression des génes IGF-I et IGF-II, deux facteurs de croissance connus

pour stimuler la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques. Suite aux
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translocations, l'’expression de ces deux genes, et par voie de conséquence, la
prolifération des cellules cancéreuses prostatiques, est étroitement lié aux activités

transcriptionnelles du RA.

D’autre part, puisque les cellules cancéreuses arborant ces fusions géniques
possedent des caractéristiques morphologiques spécifiques, la recherche de ces
fusions au niveau des tumeurs pourrait devenir un moyen de diagnostic routinier. En
effet, cinq caractéristiques morphologiques ont été associées a la fusion TMPRSS2-
ERG dans le CaP dont un aspect de croissance cribriforme et des macronucléoles

(Mosquera et al, 2007).
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Il. La prostate et le cancer de la prostate

A. Anatomie et fonction de la prostate

La prostate englobe le carrefour des voies urinaires et des voies génitales, d’ou
l'origine de son nom « prostates » en grec, qui signifie « protecteur, ou qui se tient
devant ».

La prostate saine est approximativement de la taille d'une prune, de 15a 25 g a
I’age adulte (volume estimé a 20 cms3 environ). Tres petite a la naissance, c’est lors de
la puberté qu’elle prend du volume. Cette glande subie une seconde période de
croissance apres ’age de 60 ans.

La prostate est située a l'intérieur de la loge prostatique, elle-méme localisée
en dessous de la vessie (figure 19 A). C’est une large glande de l'appareil génital
masculin. Sa fonction principale est de sécréter et de stocker le liquide séminal, 'un
des constituants du sperme. Ce liquide séminal est composé de nombreuses enzymes
dont la phosphatase acide (PAP pour prostatic acid phosphatase) et I'antigene
spécifique de la prostate (PSA pour prostate specific antigen), ce dernier participant a
la liquéfaction du sperme. Le sperme se compose des spermatozoides et du fluide
séminal ; environ 10 a 30% du fluide séminal est produit par la prostate, le reste étant
produit par la vésicule séminale.

La prostate est située devant le rectum et juste au-dessous de la vessie, et
entoure le canal de l'uretre (figure 19). L'uretre, dans cette portion prostatique, est
entouré de deux sphincters (anneaux musculaires), I'un a l'entrée, I'autre a la sortie
(figure 19 B). L'urétre masculin a deux fonctions : évacuer I'urine pendant la miction

et transporter le sperme pendant 1’éjaculation.
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B.

vésicules séminales
sémina]ﬁ {stockage des sécrétions prostatiquas).
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(Vus en coupe)

Figure 19 : Représentation de la prostate.
A. Localisation spatiale de la prostate chez Thomme.
B. Représentation des canaux présents a l'intérieur de la prostate.

La prostate contient les canaux éjaculateurs. En effet, c’est a I'intérieur de la
prostate que se fait la jonction entre I'uretre venant de la vessie, le canal déférent
(canal permettant aux spermatozoides de sortir de chacun des testicules et de
rejoindre la prostate) et la vésicule séminale (produisant un liquide riche en glucides,
partie majoritaire du sperme, servant a nourrir les spermatozoides) (figure 19 B). La
prostate contient également un muscle qui aide a expulser le sperme pendant
I’éjaculation.

Pour fonctionner correctement, la prostate a besoin d’androgenes, les
hormones masculines. Comme énoncé précédemment, ’'androgene principal est la
testostérone, hormone stéroide produite principalement par les testicules. Elle a une

action permanente et indispensable sur les vésicules séminales et la prostate.
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La prostate est composée de trois zones anatomiques (figure 20) : la zone
périuréthrale également appelée zone de transition (ZT), la zone centrale (ZC) située
autour des canaux éjaculateurs, et la zone périphérique (ZP). Cette glande est
composée d'un ensemble d'éléments appelés lobules. Ces lobules sont formés d'un
tissu de soutien contenant des fibres musculaires lisses, des vaisseaux sanguins, des
terminaisons nerveuses, ainsi que des formations glandulaires qui secretent le liquide

prostatique.

Zone de
@,  transition

périphérique

Figure 20 : Zones anatomiques de la prostate.

ZT : zone de transition ; ZC : zone centrale ; ZP : zone périphérique.

Les chiffres correspondent a la fréquence d’apparition des cancers de la prostate dans
chacune des zones.

B. Composition tissulaire de la prostate

La prostate est composée dun épithélium glandulaire et d’'un stroma
fibromusculaire. Cest a partir de 1’épithélium que se développe le carcinome

prostatique.
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1. Epithélium prostatique

L’épithélium prostatique est composé de deux couches cellulaires
(Long et al, 2005). Tout d’abord la couche basale, qui renferme les cellules souches
ainsi que des cellules intermédiaires prolifératrices (differentiating transit
amplifying cells), impliquées dans la différenciation. Ces derniéres cellules sont donc
dans un état intermédiaire entre les cellules non différenciées (cellules souches) et les
cellules différenciées de la couche supérieure. La seconde couche présente dans
I’épithélium est la couche luminale, arborant les cellules sécrétrices différenciées.
Traditionnellement, il était considéré que les deux couches basales et luminales
étaient deux types cellulaires distincts. Cependant, nous savons désormais que les
cellules impliquées dans le transit de différenciation donnent naissance a une
sous-population hétérogene de cellules lorsqu’elles migrent de la couche basale vers
la couche luminale.

Un troisieme type cellulaire est également retrouvé, dispersé dans toute la
glande prostatique, constitué par les cellules neuroendocrines (Schalken et
Van Leenders, 2003). Ces cellules sont indépendantes des androgenes
(Abrahamsson, 1996). Leur role exact n’est actuellement pas complétement compris,
mais ces cellules doivent jouer un role dans la croissance et la différenciation de la
prostate, et sont impliquées dans la carcinogenése (di Sant'Agnese, 1998).

Les cellules souches, qui ont pour propriété de se diviser de facon infinie,
représentent 2 % de la couche basale (Rizzo et al, 2005). Elles n’expriment pas le RA
mais des récepteurs aux facteurs de croissance. Elles constituent les précurseurs des
cellules prolifératives. La population de cellules du compartiment de transition et
d’amplification constitue un intermédiaire entre les cellules souches indifférenciées et
les cellules neuroendocrines et luminales sécrétrices hautement différenciées
(Lam et Reiter, 2006). Les cellules luminales ne proliférent pas, mais elles expriment
le récepteur des androgenes (RA) et sont responsables de la sécrétion du fluide

séminal et de 'antigene spécifique de la prostate (PSA).
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2. Stroma prostatique

Le stroma est constitué de fibroblastes, de cellules musculaires lisses, de
cellules endothéliales, dendritiques, nerveuses et de quelques cellules infiltrées de
type lymphocytaire. Les cellules stromales, les cellules musculaires lisses et les
macrophages, expriment un RA et sont ainsi androgéno-dépendantes alors que les
fibroblastes, n’exprimant pas de RA, sont androgéno-indépendants
(Prins et al, 1991).

Le stroma produit de nombreux facteurs de croissance. Certains sont
impliqués dans la différenciation prostatique, d’autres dans la prolifération ou dans
I'inhibition de la croissance cellulaire (Wong et Wang, 2000). Ces facteurs agissent de
facon paracrine sur les cellules épithéliales prostatiques. Les interactions
stroma-épithélium sont d’'une importance capitale dans la régulation de la croissance
et de la réponse hormonale prostatique. De plus, les effets androgéniques observés
sur les cellules épithéliales impliqueraient le RA des cellules stromales et non celui
des cellules épithéliales (Cunha et al, 2004). Par ailleurs, alors que le RA des cellules
stromales conduit a la sécrétion de facteurs de croissance qui vont agir directement
sur les cellules épithéliales pour induire leur différenciation, le RA des cellules
épithéliales permet d’activer la production des sécrétions prostatiques (PSA, PAP).
(Figure 21).

Ainsi, le processus de différenciation implique des interactions complexes
entre le stroma et I'épithélium, afin de maintenir un équilibre entre prolifération,

différenciation et apoptose.
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Figure 21 : Relation entre les différents types cellulaires de la prostate.

Les cellules stromales sécrétent des facteurs de croissance qui vont agir de facon paracrine
sur les cellules épithéliales afin d’induire leur différenciation. Les cellules épithéliales
différenciées expriment le RA et sécretent les enzymes du fluide séminal (PSA, PAP).

D’aprés Maitland et Collins, 2005.

La matrice extracellulaire, les facteurs de croissance provenant du stroma,
ainsi que les androgenes sont essentiels au bon fonctionnement et a la différenciation
de D’épithélium prostatique. Etant donné l'importance des interactions entre le
stroma et ’épithélium prostatique, on comprend que des modifications du stroma
soient impliquées dans le processus de carcinogenése prostatique. En effet, le stroma
d’'une tumeur de la prostate differe d'un stroma prostatique normal en fonction de
Iexpression de certains genes comme SDF-1, une cytokine impliquée dans

Pangiogénese.

C. Histoire du cancer

Dans la Grece antique, les Asclépiades désignent diverses familles vouées a
I'exercice de la médecine. Ce sont les Asclépiades qui ont dénommé karkinos cette

redoutable affection que I'on compte parmi les plus grands fléaux de ’humanité. Ils
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désignaient ainsi toutes les tumeurs a marche envahissante et rapide, qui
déterminent la mort.

Mais pourquoi les Grecs ont-ils donné a ces tumeurs le nom de karkinos, mot
qui signifie « crabe » ? Deux possibilités se présentent a nous. La premiere pourrait
étre en raison d’'une comparaison des pattes d’un crabe a la forme des veines dilatées,
des lymphatiques engorgés et des trainées cancéreuses qui s’écartent en rayonnant
autour d’'une tumeur, masse principale rappelant le corps d'un animal. L’autre
possibilité pourrait étre que les Asclépiades ont cru qu’un animal rongeait les tissus,
tenaillant les malades, les enserrant comme dans un étau. C’est ainsi qu'Hippocrate
définit en premier la maladie, comme un gonflement dur (tumeur), non-
inflammatoire, ayant tendance a récidiver et se généraliser jusqu’a la mort. Les latins

ont par la suite conservés 'appellation grecque sous la forme latine de cancer.

D. Le cancer

Le cancer est une maladie due a une prolifération cellulaire anormale au sein
d'un tissu normal de l'organisme. Au cours de 1'évolution de la maladie, certaines
cellules peuvent migrer de leur lieu de production et former des métastases. Les
cellules cancéreuses possedent des caractéristiques propres. Elles présentent ainsi
une capacité de croissance exagérée qui est stimulée de facon non physiologique. Par
ailleurs, ces cellules sont insensibles aux inhibiteurs physiologiques de la croissance
cellulaire, et elles ont la particularité d’échapper a I'apoptose. De plus, les cellules
cancéreuses sont capables de se diviser de fagon illimitée, mais aussi d’induire une
néo-angiogénese, processus nécessaire au soutien de la croissance tumorale. Enfin,
ces cellules possedent des capacités d’invasion et de métastases. Tous ces avantages

acquis caractérisent une cellule cancéreuse.

A Theure actuelle, plusieurs hypotheéses existent quand a l'origine des cellules
cancéreuses. L’hypothese la plus ancienne est que les cellules cancéreuses dérivent
toutes d'un méme clone, appelée cellule initiatrice du cancer (figure 22 A). Dans ce
cas, la transformation de cellules humaines normales en cellules cancéreuses met en

jeu plusieurs altérations géniques successives faisant du cancer une pathologie

43



INTRODUCTION

multigénique. Ces altérations se produisent de manieres successives, chacune d’entre
elles favorisant la suivante (figure 22 B). Ainsi, dans de rares cas, une mutation peut
atteindre et modifier la structure d'un gene codant pour un facteur qui regle le
contrble de la multiplication cellulaire (oncogene ou gene suppresseur de tumeur).
Dans ce cas, la cellule peut acquérir un avantage sélectif qui lui permettra de donner
naissance a un premier clone de cellules anormales (1ésion pré-cancéreuse). Dans ces
cellules qui ont un avantage sélectif, la probabilité quune seconde mutation
apparaisse et soit sélectionnée est plus importante. Dans ce cas, une seconde
population sera générée, plus anormale que la premiere et qui va se développer aux
dépens de cette derniere. Il y a ainsi, par diverses étapes successives, accumulation de
plusieurs mutations, chacune d’entre elles permettant la sélection d’un clone de plus
en plus malin pour finir par une cellule hautement cancéreuse. La progression
tumorale correspond donc a un processus dynamique qui, a chaque étape, sélectionne
une nouvelle cellule ayant subi une ou plusieurs altérations, donnant naissance a une

tumeur dans laquelle toutes les cellules ont un pouvoir tumorigene.

Actuellement, bien que la théorie des mutations reste valable pour certains
cancers, deux autres hypothéses sont avancées pour expliquer I'origine des cancers.
Ainsi, le modele des cellules souches prédit que seules certaines cellules présentes au
sein de la tumeur, les cellules souches, ont des capacités tumorigéniques. Dans ce
modele, des mutations initiatrices du cancer ont donc lieu dans quelques cellules
souches, capables de soutenir la prolifération de la tumeur (Maitland et

Collins, 2005).

Le dernier modeéle avancé pour l'origine des cancers est un défaut de
communication entre le stroma et I'épithélium. En effet, comme précisé auparavant,
il y a des échanges entre ces deux tissus importants pour un bon développement de la
glande prostatique. Si ces échanges sont perturbés, I'épithélium peut donc se
développer trées vite par augmentation des signaux de prolifération en provenance des
cellules stromales, induisant ainsi le développement dune tumeur

(Cunha et al, 2004).
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Figure 22 : Origine du cancer.

A. Lorsqu’une cellule subit une altération de son génome et que celle-ci n’est pas réparée, elle
donne naissance a un clone.

B. Dans le clone formé, lUacquisition d’une autre mutation est favorisée. Plusieurs étapes
d’accumulation de mutations conduisent a la naissance de cellules cancéreuses.
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E. Le Cancer de la Prostate

Peu reconnu au 19é¢me siecle ou des cas de cancer de la prostate (CaP) étaient
présentés lors de congres médicaux comme un phénomeéne rare (Lytton, 2001), c’est
actuellement le cancer le plus commun chez les hommes. En effet, avec plus de
62 000 nouveaux cas par an, le CaP représente le premier cancer de ’homme en
France devant le cancer du poumon (24 000 nouveaux cas), et arrive au deuxieme
rang des déces par cancer chez ’'homme dans les pays occidentaux apres le cancer
bronchique avec environ 10 000 décés par an (contre environ 27 000 pour le cancer

bronchique). Ainsi, le CaP représente un probleme majeur de santé publique.

Apreés des années de croissance lente mais réguliere, 'incidence du CaP a
augmenté de facon significative entre 1989 et 1993. Le nombre de CaP a augmenté de
9% en moyenne entre 1995 et 2000. Cette augmentation est estimée a 15% par an
depuis 2000 (Villers et al, 2004). Cet accroissement serait attribuable au
vieillissement de la population (au 19éme siecle, les hommes vivaient moins de 50 ans
contre 73 ans aujourd’hui), ainsi qu’a 'amélioration des techniques de dépistage et de
I'utilisation du dosage du PSA comme test de diagnostic précoce. Ainsi, des CaP non
détectés auparavant le sont actuellement. De plus, de nombreux hommes meurent
avec un cancer de la prostate sans que celui-ci n’en soit la cause. Entre les années
2000 et 2004, ’age moyen de diagnostique d’un CaP était de 68 ans.

Comparativement a d'autres cancers, le pronostic du cancer de la prostate est
plutot bon. La survie augmente nettement au cours du temps. L’amélioration des
pratiques de diagnostic et le dépistage sont a l'origine du diagnostic de cas peu
évolués qui sont de bon pronostic, ce qui entraine automatiquement une
augmentation de la survie moyenne. Derriére cet impact majeur du dépistage, il est
difficile de faire la part d’'un effet di a 'amélioration des traitements. La gravité du
cancer dépend de I’étendue de la tumeur (locale, avec métastases avoisinantes ou a
distance), et du type de cellules cancéreuses, c’est a dire de leur degré de malignité.
De plus, le cancer demeure bien souvent localisé dans la prostate et n'a que peu ou

pas d'effet sur I'état de santé général de la personne.
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F. Origine du Cancer de la Prostate

La majorité des cancers prostatiques se développeraient a partir de l1ésions
précancéreuses de 1’épithélium prostatique. La néoplasie intra-épithéliale prostatique
(PIN) a été reconnue comme une lésion précurseur du CaP. Il s’agit d’anomalies
nucléo-cytoplasmiques présentes sur une seule assise cellulaire au niveau des glandes
et des tubules de la prostate. Trois grades ont été définis, de la dysplasie 1égere,
parfois difficile a différencier de I’épithélium normal, a la dysplasie sévere (PIN de
haut grade) (Vandenbos et al, 2004).

Comme cela a été précisé précédemment, la prostate est composée de trois
zones anatomiques : la zone périuréthrale également appelée zone de transition (ZT),
la zone centrale (ZC) située autour des canaux éjaculateurs, et la zone périphérique
(ZP) (figure 20).

La zone de transition et la zone centrale sont au contact de l'uretre et des
canaux éjaculateurs. C’est dans ces zones que se développe I'hyperplasie bénigne
(HPB) ou adénome de la prostate. L’'HPB est une tumeur bénigne qui se traduit par
une augmentation de volume (hypertrophie) d’'une partie de la prostate. Cette
augmentation de volume concerne la majorité des hommes apres 50 ans, mais n’a pas
obligatoirement de retentissement clinique. Le CaP survient indépendamment de
ladénome prostatique. Autour de ces zones se trouve la zone dite périphérique, tres
riche en petites glandes et ou se développent fréquemment (mais non exclusivement)
les cancers. En effet, environ 75 % des CaP naissent dans la zone périphérique de la
glande prostatique, n’entrainant des manifestations urologiques que tres
tardivement, 20 % dans la zone de transition et 5 % dans la zone centrale, conduisant
a des complications urinaires imminentes.

Les CaP ne dépassant pas la capsule prostatique sont dits localisés (a la glande
prostatique), et ceux dont les cellules cancéreuses ont dépassé cette capsule sont au

moins localement avancés voir métastatiques.
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G. Diagnostic du Cancer de la Prostate

Les carcinomes prostatiques apparaissant en général dans la zone
périphérique de la glande, il est de ce fait inhabituel qu’ils soient symptomatiques a
un stade localisé ou méme extra-capsulaire. Les symptomes initiaux du cancer de la
prostate sont le plus souvent secondaires a l’extension extra-prostatique et aux
métastases, notamment osseuses. Les symptoémes typiques de «prostatisme»
(diminution du jet, difficultés a initier et interrompre la miction, fréquence excessive
des mictions appelées pollakiurie) sont en général dus a I’hyperplasie bénigne de la
prostate (HBP) et non pas au cancer prostatique. Toutefois, comme la prévalence de
I'HBP et de cancer augmente avec I’age, il n’est pas rare qu’un cancer soit découvert

fortuitement lors de la prise en charge de symptémes urinaires.

H. Dépistage du Cancer de la Prostate

Le dépistage du CaP repose sur des tests complémentaires incluant un test
sanguin afin de doser ’Antigéne Spécifique de la Prostate (PSA), un toucher rectal, et
un diagnostic issu d'un examen par imagerie révélant les anomalies de la glande
prostatique. Que la maladie ait une progression lente ou agressive, elle ne peut étre

détectée de facon certaine qu’avec une biopsie.

1. Dosage de I’Antigéne Spécifique de la Prostate

Le PSA est normalement présent dans le sang de tous les hommes a un taux
infime, et sous une forme libre ou bien conjugué. Son taux sanguin augmente avec
I'age et le volume prostatique (HBP, CaP). Cependant, le PSA peut aussi étre
augmenté transitoirement en cas de prostatite (infection de la prostate), de chirurgie
prostatique, de biopsie, d’irritation, d’éjaculation récente ou de toucher rectal. Le PSA
n’est donc pas spécifique des lésions cancéreuses, mais signale plutot une pathologie
prostatique. Cependant, une gamme de concentration du PSA indique quel genre de

pathologie est en jeu. Ainsi, il est considéré qu'un taux de PSA de 4 ng/ml est normal.
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En revanche, des taux compris entre 4 et 10 ng/ml sont jugés comme suspects vis a
vis du CaP. Des taux au dela de 10 ng/ml sont hautement significatifs. Les taux tres
élevés de PSA témoignent le plus souvent de formes évoluées de CaP
(Bradford et al, 2006).

Comme nous I'avons vu, le taux de PSA dépend de plusieurs facteurs qui sont
le volume de la prostate, la masse tumorale mais aussi la différenciation prostatique.
En effet, un taux de PSA faible peut correspondre a une prostate normale tout comme
a une néoplasie prostatique tres différenciée donc tres agressive, d’ou I'importance

d’associer le dosage du PSA aux examens de toucher rectal.

Dans la circulation sanguine, la demi-vie du PSA est de deux a trois jours. Son
élévation dans le sérum semble résulter davantage de modifications et d'altérations
de structures cellulaires que d'une hypersécrétion de cette protéine par les cellules
cancéreuses. Une augmentation de la concentration du PSA a été montrée dans
différentes pathologies prostatiques incluant le CaP mais aussi I'hypertrophie bénigne
et les prostatites aigués ou chroniques. C'est pourquoi son utilisation au titre de
dépistage du CaP est contestée. De plus, lors d'une étude évaluant I'efficacité du test
du PSA, 15% des hommes ayant obtenu un résultat négatif a ce test (sur une cohorte
de 2950 hommes agés de 62 ans a 91 ans) avaient effectivement le CaP
(Thompson et al, 2004). Le calcul du rapport PSA libre/PSA total, diminué en cas de
cancer, augmente la sensibilité et la spécificité du test, cependant I'implication

pratique de ce dosage n’est aujourd’hui pas encore établie.

Ainsi, la détermination du PSA reste tres utile dans le pronostic, la surveillance
des cancers ainsi que pour les controles effectués apres prostatectomie radicale, mais

il est important qu’il soit associé au toucher rectal.

Le PSA est actuellement le seul biomarqueur du CaP reconnu par la FDA (Food
and Drug Administration) pour le dépistage du CaP. De plus, le taux de PSA est un
indicateur essentiel pour le suivi et le traitement des cancers déclarés. Il existe
cependant d’autres candidats potentiels au statut de biomarqueurs de CaP, dont les

plus étudiés sont listés dans le tableau ci-dessous (Figure 23).
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Marqgueur Description Fonction Meéthode de détection
Prostate Glycoprotéine Peptidase de surface Mesurée dans le sérum,
Specific membranaire 100 cellulaire, transduction |dans le fluide séminal,

Membrane |kDa surexprimée par |du signal, migration dans I'urine par PCR et
Antigen les cellules du CaP | cellulaire, récepteur spectrométrie de masse,
(PMSA) potentiel ou in vivo par

immunoscintigraphie

Prostate Stem
Cell Antigen
(PSCA)

Glycoprotéine de 123
acides aminés
exprimée a la surface
des cellules basales
prostatiques

Inconnue, rdle possible
dans la progression
clinique du CaP

Détectée dans les tissus
par immunohistochimie
et dans le sang par RT-

PCR

Early Prostate
Cancer
Antigen
(EPCA)

Protéine de structure
nucléaire associée au
CaP

Inconnue, probable
implication dans la
carcinogenese
prostatique

Détectée dans les tissus
par immunohistochimie
et dans le sérum par test
ELISA

Chromogranin

Peptide pro-hormone

Inconnue, possibles

Détecté dans le sérum

régulé par les
androgenes
TMPRSS2 aux
facteurs
transcriptionnels
ERG et ETV1

ERG et ETV1 de fagon
androgéno-dépendante

A relargué par les fonctions autocrines et | par test ELISA ou par
cellules paracrines des méthodes
neuroendocrines immunoradiométriques

a-méthyl-CoA | Enzyme Synthése de 1’acide Détectée dans les tissus
racemase |peroxisomale et biliaire et ’oxydation | par immunohistochimie,
(AMACR) [mitochondriale des chaines ramifiées |RT-PCR, dans I’urine par
d’environ 44 k Da des acides gras western-blot
surexprimée dans les
CaP
Fusions de | Fusion de la partie Inconnue, régulation | Détection par FISH, RT-
génes 5’terminale du géne | probable des geénes PCR

Figure 23 : Biomarqueurs candidats pour la détection de cancers de la
prostate. D’aprés Bradford et al, 2006.
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2. Toucher rectal

La réalisation d'un toucher rectal a pour but d’établir la présence d’une
anomalie dans la forme et la consistance de la glande. Puisque la prostate est située
immédiatement a 'avant du rectum, le médecin peut la palper a travers la paroi
rectale. Une prostate normale est lisse et ferme sans étre dure. Il est recommandé de

réaliser le toucher rectal et le dosage de PSA a titre de tests complémentaires.

I. Classification du Cancer de la Prostate

1. Classification TNM

Un systéme de classification identique pour tous les cliniciens et les
pathologistes a été adopté par le comité «American Joint Committee on Cancer »
(AJCC) pour définir les CaP en terme de stade clinique. Il s’agit du systeme TNM
(tumeur, ganglion, métastase). Le systeme TNM décrit I'extension de la tumeur
primitive (stade T), ’absence ou la présence de métastases aux ganglions avoisinants
(stade N) et 'absence ou la présence de métastases a distance (stade M). Cette
classification est d’'une grande importance pour évaluer I’état clinique du patient et
décider d’un traitement adapté (Hoedemaeker et al, 2000). Elle comporte différents

stades décrits ci-dessous selon la version 2002 de ’AJCC.

> LestadeT1
Une tumeur T1 est non palpable et non visible a I'imagerie. Sa détection se fait
de manieére fortuite sur une résection transuréthrale, une adénomectomie, ou a été
recherchée par biopsie. On distingue le stade T1a quand la tumeur représente moins
de 5 % du tissu de résection et le stade T1b quand elle représente plus de 5 % du tissu
de résection. Une tumeur décelée sur une biopsie quelque soit le nombre de sites

biopsiques atteints est classifiée de stade T1c.
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» Lestade T2
Ce stade concerne les tumeurs confinées a la glande prostatique, mais
macroscopiquement identifiables et éventuellement palpables selon leur localisation.
Une tumeur est dite T2a lorsqu’elle atteint moins de 50% dun lobe, et T2b lorsqu’elle
atteint plus de 50% d’un lobe. Enfin, elle est dite T2c lorsqu’il y a atteinte des deux

lobes (figure 24).

Figure 24 : Représentation schématique des stades T de la classification TNM
du cancer de la prostate (AJCC de 2002).

> Lestade T3
On parle de stade T3 lorsque la tumeur s’est étendue au dela de la capsule
prostatique. Lorsqu’il y a atteinte du tissu extra-prostatique (de facon unilatérale ou
bilatérale) on parle alors de stade T3a, et lorsque l’extension atteint les vésicules
séminales on parle de stade T3b (figure 24). A ce stade la chirurgie radicale n'a plus
de raison d'étre. En effet, I'exérese de la prostate n'est plus suffisante pour contréler

la maladie néoplasique.
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» Lestade T4
A ce stade, la tumeur s’est étendue aux structures adjacentes autres que les

vésicules séminales (vessie, urétre, rectum).

» Lestade N
Ce stade correspond a l'atteinte des ganglions régionaux, essentiellement les
ganglions pelviens situés au-dessous de la bifurcation des artéres iliaques. On
distingue l'absence de métastases ganglionnaires (stade No), et la présence de

métastases ganglionnaires (stade N1).

» LestadeM
Ce stade est divisé en deux sous-classes et correspond a l'apparition des
métastases a distance. On distingue ainsi l'absence de métastases a distance (stade
Mo) de la présence de métastases en dehors du petit bassin (stade M1). Le site

privilégié des métastases du CaP est la moelle osseuse.

2. Grade et score de Gleason

Lorsqu’un cancer de la prostate est diagnostiqué, le systeme de gradification le
plus fréquemment utilisé est le grade de Gleason, qui comprend une échelle de 1 a 5
en fonction de l'architecture de la tumeur, le grade 1 correspondant a un carcinome

bien différencié, le grade 5 a un carcinome indifférencié. Ce systeme de gradient a été

établi par le Docteur Donald Gleason en 1966 (figure 25).
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Grade Glandes tumorales / épithélium Aspect histologique
1 Prolifération monotone de glandes simples, Nodules arrondis aux bords bien
arrondies étroitement regroupées dessinés
2 Glandes simples, arrondies, plus dispersées Masses vaguement efrro.ndles,
aux bords mal définis
3A Glandes simples, de tailles moyennes, de forme, Masses irrégulieres aux bords
de taille et d'espacement irrégulier déchiquetés
3B Glandes simples, de trés petites tailles, Masses irrégulieres aux bords
de forme, de taille et d'espacement irrégulier déchiquetés
3C Massifs épithéliaux cribriformes ou papillaires, Zones irréguliéres constituées
a bords réguliers de cylindres et massifs arrondis
4A Massifs épithéliaux de glandes fusionnées Massifs et cordon§ '”e?’“"ers
de glandes fusionnées
4B Méme aspect que 4A, avec présence Massifs et cordons irréguliers
de cellules claires Aspects "d'hypernéphrome"
Massifs arrondis papillaires ou cribriformes  |Cylindres et massifs arrondis disposés
5A . de facon variable, avec nécrose
avec nécrose centrale i ,
("Comédocarcinome")
5B Adénocarcinome anaplasique Massifs tres irréguliers

Figure 25 : Systeme de classement des tumeurs réalisé par D. Gleason en 1974.
Ce systeme tient compte de la diversité morphologique des carcinomes et permet de donner
une signification pronostique au type de cancer.

Compte tenu de 'hétérogénéité fréquente des carcinomes prostatiques, on a
recours a une score appelé score de Gleason, qui correspond a la somme des grades
des deux territoires les plus représentés dans la tumeur. Lorsque la tumeur est
homogene, on double le grade existant pour ne pas entrainer de confusion entre le
grade et le score. Ce score de Gleason varie donc de 2 a 10. Les scores de 2 a 4 sont
généralement jugés faibles ; 5 et 6 sont plus faibles que la moyenne ; 7 est
intermédiaire et le plus courant ; les scores de 8 a 10 sont jugés élevés. Plus le score
de Gleason est faible, plus les tumeurs sont différenciées, et inversement plus le score
de Gleason est élevé (supérieur a 8) plus la tumeur est indifférenciée et agressive

(figure 26).
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Le score de Gleason permet d’établir le degré de propagation du cancer a

Pextérieur de la prostate. Ainsi, un score de Gleason élevé, de 8 a 10, combiné a un

PSA élevé, rend probable la présence de cancer a l'extérieur de la prostate, ce qui a

d'importantes répercussions sur le traitement et le pronostic. Le pronostic est en effet

d’autant plus défavorable que les tumeurs sont moins bien différenciées.

TUMEUR |
DIFFERENCIEE

les cellules
ressernblent aux
cellules du tissu
d'orgine

Score de
2 a4

TUMEUR
PEU DIFFERENMCIEE

ressemblance rmoins
importante avec
le tissu d'ongine

Score de
5a%7

| el

L A >

TUMEUR
INDIFFEREMCIEE
ou AMAPLASIQUE

aucun carackére de
la cellule malade
ne permet de
reconnaitre

le tissu d'ongine
Score de 8 a 10

Figure 26 : Caractere de différentiation des tumeurs.
Plus la tumeur est agressive, moins elle est différenciée, c'est-a-dire qu’'elle ne
ressemble plus au tissu d'origine. La corrélation des stades avec le score de Gleason

est indiquée.

Le stade tumoral selon le score de Gleason a une meilleure valeur pronostique

quant a I'évolution attendue dun cancer que la classification formelle selon le

systeme TNM. Le score de Gleason influence donc de facon prépondérante les

traitements qui seront choisis. Cependant, le taux de PSA ainsi que la classification

selon le systeme TNM rentrent également en jeu pour le choix des traitements.

J. Facteurs de risque du Cancer de la Prostate

Actuellement, seul l'age, 'existence d’antécédents familiaux de CaP ou de

cancer du sein, et 'origine ethnique sont identifiés avec certitude comme étant des

facteurs de risques pour le CaP. D’autres facteurs de risques ont été rapportés,
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principalement liés a l'environnement. En réalité, les variations complexes de
Iincidence du CaP seraient dues a une combinaison de facteurs génétiques et

environnementaux.

1. Age

Une augmentation des risques de CaP est observée avec 'augmentation de

I’age. En effet, le risque augmente nettement tous les ans apres 50 ans (figure 27).

Figure 27 : Incidence du nombre de cancer de la prostate en fonction de Uage
des hommes.
Les CaP sont plus fréquents a partir de l'age de 60 ans.

2. Facteurs familiaux et hérédité

Dés les années 1950, les travaux de Morganti avaient relevé D'existence
d’agrégation familiale pour le CaP (Morganti et al, 1956-1957). C’est ainsi qu’il a été
découvert que les hommes présentant un ou plusieurs antécédents familiaux de ce
type de cancer présentaient une fréquence plus élevée de CaP. Par ailleurs, le risque
pour un individu est d’autant plus élevé que le cancer est survenu a un jeune age chez
lapparenté atteint.

Au sein des formes familiales, la reconnaissance d’'une forme héréditaire est

établie sur des criteres stricts. Il faut en effet observer trois cas chez des apparentés
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du premier ou du deuxiéme degré, ou bien observer deux cas diagnostiqués avant
l’age de 55 ans. La transmission héréditaire peut se faire non seulement sur un mode
autosomique dominant (transmission par le pére ou la mere), mais aussi sur un mode
lié au sexe (transmission par la meére, qui atteint les fils mais ceux ci ne transmettront
pas la prédisposition a leurs propres fils). Les criteres de reconnaissance des formes
héréditaires sont donc étendus a au moins trois cas (ou deux cas avant 55 ans) chez
les apparentés du deuxieme degré sur la branche familiale des meres et des filles des
hommes atteints. Cette transmission liée au sexe est probablement sous-estimée car
la maladie ignore régulierement une génération (Fournier et al, 2004 ; Cussenot et

Cancel-Tassin, 2004).

Certaines mutations germinales dans le gene du RA prédisposeraient au CaP.
Ainsi, la substitution R726L dans le LBD du RA augmenterait de 6 fois le risque de
CaP, et pourrait contribuer au développement de ce cancer, comme décrit dans la

population finlandaise (Mononen et al, 2000).

Plusieurs locus de prédisposition au CaP ont été découverts. Le premier a été
décrit en 1996 par I'équipe de I’'Hopital John-Hopkins situé a Baltimore. Il s’agit du
locus HPCi1 localisé sur le chromosome 1 en position q24-q25 (Smith et al, 1996). Le
gene RNASEL, codant pour 'endoribonucléase RNase L se situe au niveau de cette
région HPC1. La RNase L intervient dans les activités pro-apoptotiques et anti-virales
par la dégradation de molécules d’ARN virales. Ainsi, I’association du locus HPC1 au
gene RNASEL suggere que la RNase L inhibe une ou plusieurs étapes de la
tumorigenése prostatique (Maier et al, 2005).

Par la suite, en 1998 le locus PCaP (pour gene Prédisposant au Cancer de la
Prostate) a été découvert dans la région télomérique du bras long du chromosome 1
en position q42.2-q43 (Berthon et al, 1998). Les quatre locus suivants : HPCX situé
sur le chromosome X en position q27-q28 (Xq27-q28), HPC20 (20q13), HPC2
(17q11) et PG1 (8q22-q23) ont aussi été décrit dans ce sens. Des locus en position
5q31-q33, 7932 et 19q12 ont été associés a des formes familiales particulierement
agressives de la maladie. Tous ces résultats confirment ’hétérogénéité génétique de la

prédisposition au CaP.
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3. Facteurs ethniques, géographigues et environnementaux

Les données provenant des registres mondiaux indiquent qu’il existe une tres
grande variation d’incidence du CaP en fonction des pays et selon I'origine ethnique.
Ainsi, les populations Afro-Américaine et Antillaise sont davantage touchées par le
CaP.

La figure 28 montre bien que les incidences les plus élevées s’observent aux
Etats-Unis et au Canada. De plus, aux Etats-Unis I'incidence est plus élevé de 30%
chez les Afro-Américains que chez les Américains caucasiens. La Chine, le Japon,
PAfrique du Nord et I'Inde présentent les incidences les plus faibles. Les pays
d’Europe sont a un taux intermédiaire avec une différence nord-sud. En effet, les pays
du Nord de I’Europe présentent une incidence élevée comme la Suede, alors que dans
le Sud l'incidence est faible comme en Espagne. La France présente une incidence
plus faible que les pays du Nord mais elle reste cependant élevée. De plus, la
Guadeloupe tout comme la Martinique présentent une forte incidence de CaP en

liaison vraisemblable avec les origines africaines de la population.
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Figure 28 : Incidence standardisée pour le cancer de la prostate en
Jonction de Uorigine ethnique.
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Plusieurs observations permettent de soupconner un role combiné de facteurs
génétiques et de lenvironnement pour expliquer ces variations. En effet,
I'augmentation de l'incidence chez les populations asiatiques récemment émigrées
aux USA comparé aux populations qui n’ont pas migrées, suggere l'influence de
facteurs environnementaux (Fournier et al, 2004). De plus, I'incidence du CaP a
augmenté au Japon au cours de l’évolution vers un mode de vie occidental.
Cependant des facteurs génétiques ont probablement une part de responsabilité
puisque l'incidence des Asiatiques aux Etats-Unis n’atteint pas malgré tout celle des
Américains (Shimizu et al, 1991). De la méme facon, la plus grande fréquence de CaP
chez les Américains d’origine africaine s’expliquerait par des facteurs génétiques
prédisposant puisque leur incidence est la méme que celle des Africains vivant au
Niger ou a la Jamaique. Les genes concernés pourraient étre ceux impliqués dans le
métabolisme des androgénes ou dans la détoxification de facteurs carcinogenes de
Penvironnement par exemple. De plus, il semble y avoir un impact probable des
variations nucléotidiques au niveau des alleles entre les différentes populations
(polymorphisme), touchant des genes impliqués dans le processus de détoxification

ou du métabolisme des hormones (Mao et al, 2004).

4. Facteurs hormonaux et autres facteurs de croissance

a. Les androgénes

Le role des androgenes dans le développement de la prostate normale et dans
la progression des CaP est largement établi depuis les travaux du Dr. Huggins
(Huggins et Hodges, 1941). Une méta-analyse réalisée en 2000 conclue qu'un taux de
testostérone élevé expose a un risque supérieur a la normale (Shaneyfelt et al, 2000).
Ceci s’explique bien par le fait que les androgenes (notamment la testostérone
convertie en DHT) vont activer le RA dont I'un des roles est la régulation de genes
impliqués dans la prolifération cellulaire. Ainsi, si la concentration d’androgene est
augmentée, la prolifération cellulaire le serait d’autant, entrainant un accroissement
du risque de développer un CaP. Cependant, une récente méta-analyse indique que

les concentrations d’hormones stéroides ne sont pas associées a un risque de CaP
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(Endogenous Hormones, Prostate Cancer Collaborative Group, 2008). Les études
réalisées jusqu’ici sont contradictoires et ne sont donc pas concluantes quant a

I'impact des androgenes comme facteur de risque du CaP.

b. Le récepteur des androgénes

Comme mentionné précédemment, le RA possede dans sa région N-terminale
un petit nombre de répétitions CAG (< 18-23) ou GGC (< 16). Ces répétitions sont
associées au haut niveau de transactivation du RA, mais également a une
augmentation du risque de CaP. En effet, il a été montré que les Afro-Américains,
ayant un risque élevé de développer un CaP, présentent le plus souvent des alléles
courts en CAG et GGC. En revanche, chez les Blancs non hispaniques leur nombre est
intermédiaire tout comme leur risque, et les Asiatiques a faible risque de CaP ont un
nombre de répétitions élevé (Irvine et al, 1995).

De plus, lorsque le nombre de répétition est plus faible, non seulement le
risque de développer un CaP est augmenté, mais en plus ceux-ci sont plus agressifs.

D’autre part, les populations a forte incidence de CaP ont en général un
nombre de glutamine diminué par rapport aux populations a faible risque.
Cependant, les résultats d’'une méta-analyse effectuée en 2004 montrent que la
diminution du nombre de répétition est faiblement associée a un risque de CaP, mais
que la différence absolue de ce nombre de répétition entre les cas et les controles est

inférieure a 1 (Zeegers et al, 2004).

c. Enzyme 5a-réductase

Un polymorphisme du gene de 'enzyme 5a-réductase de type 2 (SDRSA2) est
fréquemment retrouvé dans les populations Afro-Américaines et a été associé au
risque de CaP. Il s’agit de la répétition d’'un dinucléotide (TA) dans la région 3’ non
traduite de TARNm de SDRSA2. Une augmentation du nombre de ces répétitions
conduit a une stabilisation de TARNm et par conséquent a une augmentation de

I’'expression de ce gene.
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d. Facteurs de croissance

Il a été montré que le taux sanguin circulant d’'IGF1 (Insuline Growth Factor 1)
est corrélé au risque de CaP (Chan et al, 1998). En effet, plus ce taux est élevé, plus le

risque de présenter un CaP est fort.

5. Facteurs provenant de I’'alimentation

L’alimentation riche en graisses augmenterait le risque de CaP, ceci
essentiellement par le biais des acides gras poly-insaturés. Cela se ferait par divers
mécanismes tels que l'augmentation du taux d’hormones sexuelles, la réponse
immunitaire, la composition des membranes cellulaires en phospholipides, la
formation de radicaux libres, la diminution de la vitamine D, 'augmentation de
I'IGF-1 ou encore par une action sur la 5a-réductase de type 2. De plus, une forte
consommation de calcium et de produits laitiers est associée a un risque plus élevé de
CaP (Fournier et al, 2004).

En revanche, certains aliments ont un role protecteur vis-a-vis du CaP du fait
de la diminution du risque lorsqu’ils sont consommés (Weisburger, 2000). Ainsi, les
polyphénols contenus dans le thé vert grace a leurs propriétés anti-oxydantes, les
aliments a base de soja contenant des isoflavones (Zhou et al, 1999), les tomates de
par les lycopénes sont autant d’aliments a privilégier. Le sélénium, les vitamines D et
E font également partis des éléments dont ’'apport semble avoir une importance sur

la diminution du risque du CaP.

Pour conclure, le CaP a des origines diverses, mais son apparition est favorisée

par différents facteurs décrits ci dessus présents seuls, ou en combinaison.
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K. Traitements du Cancer de la Prostate

Le CaP peut étre traité par la chirurgie, la radiothérapie, la thérapie
hormonale, la chimiothérapie, ou une combinaison de ces méthodes. L’état de
différenciation de la tumeur ainsi que son étendue, tout comme 1'age, la santé et I'état
général du patient sont importants pour le choix de la thérapeutique. En effet, le
bien-étre et la qualité de vie du patient sont des éléments primordiaux pris en compte
par les cliniciens, puisque la maniere dont sera traité un cancer repose sur un

arbitrage entre les effets positifs et négatifs du traitement adopté.

1. La prostatectomie radicale

La prostatectomie radicale est le traitement qui assure le meilleur controle de
la maladie. Cet acte chirurgical présente I'intérét majeur d’obtenir de grandes chances
de guérison dans le cas ou le cancer est bien confiné a la glande prostatique c'est-a-
dire jusquau stade T2. Il s’agit de l'ablation totale ou partielle de la glande
prostatique et des vésicules séminales, permettant d’éliminer le CaP et d’éviter tout
risque de récidive.

Les effets secondaires de ce traitement sont un risque de troubles érectiles voir
d’impuissance, mais aussi d’incontinence urinaire. L'impuissance est définie par
I'impossibilité a obtenir une érection. En effet, la chirurgie prostatique peut
endommager les nerfs érecteurs. Apres prostatectomie totale, 60 a 90% des patients
sont impuissants. Les chances de récupérer des érections sont liées a 1'age du patient,
a la préservation des nerfs érecteurs et au stade de la maladie. Interviennent alors des
traitements comme les prothéses péniennes, les injections intra-caverneuses de
prostaglandine E1 et l'administration de citrate de sildénafil (Viagra®).
L’incontinence urinaire correspond a l'impossibilité de controler les urines. Il peut
s'agir d'une incontinence urinaire d'effort qui est causée par une insuffisance du
sphincter, la chirurgie prostatique pouvant endommager le sphincter ou d'une

incontinence par regorgement qui est due a la mauvaise évacuation de la vessie.
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2. Laradiothérapie

La radiothérapie est utilisée pour traiter les cancers qui sont localisés a la
prostate, ou qui ont atteint les tissus voisins proches. Elle peut étre utilisée a titre
palliatif pour diminuer le volume de la tumeur ou éviter des complications locales.

Deux types de radiothérapies existantes sont employés a ’heure actuelle.

a. La radiothérapie externe

La premiére technique employée est la radiothérapie externe qui utilise des
radiations électromagnétiques externes, émises par un appareil de radiothérapie. Ces
radiations loco-régionales ont pour but de détruire les cellules cancéreuses en
bloquant leur capacité a se multiplier. Cependant l'irradiation a pour but de détruire
toutes les cellules tumorales tout en épargnant les tissus sains périphériques. Elle est,
avec la chirurgie, un des traitements le plus fréquent des cancers et peut entrainer
une guérison a elle seule. La radiothérapie externe peut étre utilisée seule ou associée
a la chirurgie et a la chimiothérapie. Ses indications sont liées au type de la tumeur, a
sa localisation, a son stade et a I'état général du patient. En cas de cancer localement
avancé ou métastatique, elle peut étre utilisée dans un but palliatif afin de soulager le
patient par de faibles doses afin d’atténuer la douleur due au cancer.

La radiothérapie externe peut entrainer des troubles intestinaux (tels que
diarrhée, colite), et des troubles urinaires survenant essentiellement pendant le
traitement (fréquence urinaire, diminution du jet, envies pressantes, brilures en
urinant, présence de sang dans les urines, ou fuites par impériosités mictionnelles
quand la tolérance de la vessie au remplissage est diminuée). De plus, la

radiothérapie peut engendrer une certaine fatigue en cours de traitement.
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b. La curiethérapie

Le deuxieme type de radiation utilisé est la curiethérapie (ou brachythérapie)
qui consiste a placer des sources radioactives directement dans le tissu prostatique. A
la différence de la radiothérapie externe, le rayonnement photonique utilisé traverse
d'abord la tumeur, ou il s'atténue rapidement, avant d'irradier secondairement les
tissus sains adjacents a la tumeur (Garnick et Fair, 1996). L’avantage principal de la
curiethérapie est la possibilité de délivrer une dose importante dans un volume étroit,

avec en principe une dose satellite réduite au niveau des organes voisins.

3. Traitement hormonal

Ce traitement hormonal résulte des travaux du Dr. Charles Brenton Huggins
(Huggins et Hodges, 1941).

Charles B. Huggins (figure 29) est né en 1901 a Halifax en Nouvel Ecosse
(Canada), et est décédé en 1997 a Chicago en Illinois (USA). Il est a la base du
traitement par hormonothérapie deés 1941. Il a en effet été le premier a démontrer une
relation entre les hormones et certains types de cancers. Cela a apporté de I’espoir a la
perspective de traiter les cancers avancés. Ses travaux lui ont valu d’obtenir le Prix

Nobel de Physiologie et de Médecine en 1966.

Figure 29 : Portraits de Charles B. Huggins.
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Il s’est apercu en 1941, en collaboration avec ses étudiants Clarence V. Hodges
et William Wallace Scott, qu’il pouvait retarder la croissance du CaP en bloquant
Paction des hormones males des patients avec des doses d’hormones femelles, les
cestrogenes (Huggins et Hodges, 1941). Ces recherches ont montré que certaines
cellules cancéreuses, tout comme les cellules normales du corps, sont dépendantes de
signaux hormonaux pour leur survie et leur croissance. Ainsi, en privant les cellules
cancéreuses des signaux corrects, la croissance des tumeurs pouvait étre ralentie, au
moins temporairement. En 1951, Charles B. Huggins a montré que les cancers du sein
sont aussi dépendants d’hormones spécifiques. En retirant les ovaires et les glandes
adrénales, qui sont les sources d’cestrogenes, il arrivait a une régression significative
de la tumeur chez certaines de ses patientes.

Grace a ses travaux, des drogues capables de bloquer la production endogene
d’cestrogenes ou d’androgenes sont devenues d’importantes ressources pour le

traitement des cancers du sein et des cancers de la prostate avancés.

Le traitement hormonal est utilisé lorsque le CaP a dépassé le stade localisé,
c’est a dire lorsque le cancer s’est étendu au dela de la glande prostatique. A ce
moment 13, les traitements par radiothérapie ou par chirurgie ne sont plus
envisageables. Ce traitement est également utilisé en seconde ligne, lorsque la
chirurgie ou la radiothérapie en premiere ligne thérapeutique ont échoué et que le
CaP est toujours présent ou lorsqu’il récidive. Enfin, lorsque le patient présente un
risque élevé de récurrence du CaP, 'hormonothérapie peut étre utilisée en
complément de la radiothérapie.

Le but du traitement hormonal est de s'opposer a l'action des androgenes qui
stimulent la prostate. Ainsi, la diminution du taux de testostérone bloquera la
prolifération des cellules cancéreuses et diminuera ainsi le volume tumoral. Le
traitement hormonal n'a qu'un effet palliatif puisqu’il bloque la prolifération du
cancer sans le guérir. Cependant, bien que ce traitement ne soit pas curatif, il permet
de diminuer de maniere spectaculaire la taille de la tumeur et le nombre de
métastases, et de réduire la croissance tumorale. C’est le traitement principal utilisé
contre le CaP métastatique. A long terme, le traitement hormonal peut entrainer une
ostéoporose avec fragilisation osseuse, due a l'action inhibitrice des androgenes,

directe ou indirecte suite a leur conversion en cestrogenes, sur le remodelage osseux.
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Les différents traitements utilisés en hormonothérapie sont précisés

ci-dessous.

a. Analogues de la LH-RH

La premiere ligne d’hormonothérapie utilisée a T’heure actuelle est
Padministration d’agonistes de la LH-RH. Le mode d'action des agonistes de la
LH-RH s'explique par un rétrocontroéle au niveau de 1'hypophyse. Ces molécules vont
se fixer sur les récepteurs hypophysaires pour la LH-RH, qui sont alors totalement
saturés et deviennent insensibles a tout autre stimulus. Par la suite, les récepteurs
gonadiques pour la LH ou pour la FSH sont aussi réduits. Ce blocage de la libération
de LH et de FSH entraine ainsi une diminution de la production de testostérone par
les testicules. En conséquence, les taux d’androgénes diminuent et les cellules
cancéreuses ne sont donc plus exposées aux hormones masculines, ce qui a pour
conséquence de bloquer dans un premier temps, puis de ralentir leur croissance
(figure 30 B).

Au début de ce traitement, les cellules hypophysaires répondent a la
stimulation des analogues des hormones hypothalamiques par une augmentation de
sécrétion de LH-RH. Ceci aboutit dans un premier temps au fait que le testicule
répond par une augmentation de sécrétion de testostérone, stimulant donc les
cellules cancéreuses (figure 30 A). Cela a été nommé effet « flush ». Il y a donc un
temps de latence avant de voir un effet bénéfique de ce traitement qu’il est important
de considérer afin de se préparer a une aggravation de la symptomatologie
douloureuse du patient. Pour éviter cet effet «flush », on démarre souvent un
traitement par un anti-androgene quelques jours avant d’administrer les agonistes de
la LH-RH.
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Figure 30 : Traitement du cancer de la prostate par les agonistes de la LH-RH.
A. La stimulation des récepteurs de la LH-RH conduit dans un premier temps a une
production massive de testostérone par le testicule, qui va stimuler la prostate, et donc les
cellules cancéreuses.

B. Dans un deuxiéme temps, les récepteurs de la LH-RH étant saturés, la production de
testostérone par les testicules diminue fortement. La prostate n’est alors que peu stimulée ce
qui entraine une chute de la croissance tumorale.

D’apres http: //www.oncoprof.net/Generale2000o/gi10_ Hormonotherapie/g10_hto6.html

b. Antagoniste de la LH-RH

Une étude clinique est actuellement en cours pour I’évaluation de I'utilisation
d’'un antagoniste de la LH-RH. Cette molécule, le Degarelix provenant du laboratoire
Ferring, a fait preuve d’'une grande efficacité lors de la phase II de I’essai clinique. Le
Degarelix est concu pour bloquer sélectivement le récepteur de la LH-RH. Cette
action entraine une suppression rapide, importante et soutenue de la production de
testostérone, sans pic, et évite ainsi le risque d'une flambée tumorale contrairement

aux agonistes de la LH-RH.
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L'étude randomisée multicentrique menée sur 172 hommes, agés de 48 a
89 ans, a permis de tester, grace au controle du niveau de testostérone et de PSA,
I'efficacité du Degarelix chez des patients traités avec des doses comprises entre
120 mg et 320 mg a des concentrations variant entre 20 et 60 mg/ml. 169 patients
(c'est-a-dire 98%) ont été évalués a 28 jours, aucun abandon suite a des effets
secondaires n'a été observé. Les effets du Degarelix sont dépendants de la dose et de
la concentration. La meilleure réponse a été obtenue avec une dose initiale de 240 mg
(40 mg/ml) pour laquelle 96% des patients obtiennent des niveaux de testostérone
inférieurs ou égaux a 0,5 ng/ml aux 3éme et 28¢me jours de 1'étude. Ainsi, grace au
Degarelix, les problemes traditionnellement associés aux traitements hormonaux,
tels que les symptomes occasionnés par la premiére poussée de testostérone et ceux
dus a l'aggravation de la maladie, semblent pouvoir étre évités. Les résultats d'autres
études en cours sur les doses sont nécessaires pour déterminer le schéma posologique
optimal, mais ces résultats sont extrémement encourageants pour l’avenir du

traitement des formes avancées de CaP.

c. Anti-androgénes

La fraction de testostérone provenant de la conversion de précurseurs
surrénaliens se soustrait a laction des analogues de la LH-RH. Lorsquun anti-
androgene est administré, il inhibe I'effet de ces androgénes résiduels au niveau des
organes cibles, en particulier la prostate, en bloquant le site de liaison de I’'hormone
du RA. Les cellules cancéreuses ne peuvent plus ni croitre ni proliférer. Les anti-
androgenes sont souvent utilisés en combinaison avec la castration chirurgicale ou la
prescription d'analogues de la LH-RH car cela permet un blocage androgénique
complet (BAC).

Leurs effets secondaires les plus fréquents sont directement liés a la
diminution du taux d’hormones : bouffées congestives, perte de libido et
impuissance. De plus, 'administration de certains anti-androgénes peut entrainer des
effets secondaires tels que diarrhée, difficultés respiratoires, troubles de

l'accommodation visuelle...
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d. Les cestrogenes

Ils sont utilisés en seconde intention. Ils permettent de diminuer le taux de
testostérone en bloquant la sécrétion hypothalamique de LH-RH. Ceci a pour
conséquence d’induire une suppression de la sécrétion de testostérone. L’cestrogene
de synthése le plus couramment utilisé est le diéthylstibestrol (DES). Le recours a un
traitement par cestrogenes a forte dose (5 mg par jour) s’accompagne d’'une morbidité
cardiovasculaire. Les doses plus faibles ont néanmoins montré qu’elles limitaient ce
type de risques. Une dose de 3 mg par jour permet une meilleure efficacité mais
augmente les risques d’effets secondaires. C’est pourquoi ce traitement par le DES est

limité chez certains patients.

e. Castration chirurgicale

Il s'agit d'une intervention chirurgicale qui consiste a faire une incision au
niveau des bourses et a enlever la partie des testicules qui sécrete la testostérone
(pulpectomie). L’ablation totale des testicules ou orchidectomie permettait de priver
les cellules cancéreuses de testostérone. Bien quune petite quantité d’hormones
persiste dans le sang (sécrétée par les glandes surrénales), une réponse favorable
d’une durée moyenne d’efficacité de 2 ans et demi pouvait étre attendue chez environ
80% des patients traités. Ces interventions sont peu pratiquées actuellement car les

médicaments permettent une castration dite médicale.

f. Conclusion sur le traitement hormonal

Le plus souvent, 'hormonothérapie permet d’obtenir une régression de la
maladie. En effet, dans 70 a 80% des cas, les patients répondent a cette
hormonothérapie de premiére ligne mais malheureusement, tous les patients
rechutent apres une durée médiane de rémission de 12 a 18 mois, avec des extrémes
allant de quelques mois a plusieurs années. On parle alors d’échappement a la

privation androgénique.
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Suite a un traitement hormonal, une réponse est généralement observée (qui
se caractérise par une diminution du taux de PSA) et correspond a un recul de la
maladie. Apres le premier échappement hormonal, des hormonothérapies de seconde
ligne sont administrées. Il y a toujours maintient de 'analogue de la LH-RH mais
associé a un anti-androgene différent, ou a un cestrogene ou a ’hydrocortisone. Il
peut y avoir plusieurs lignes de réponse suivies de relances de la maladie, jusqu’a
atteindre un stade ou la tumeur ne répond plus au traitement hormonal
(généralement apres la troisieme ligne de traitement). Dans ce cas, on dit que la
tumeur est devenue hormono-résistante (figure 31). Nous verrons par la suite les

mécanismes impliqués dans cet échappement hormonal.
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Figure 31: Réponse d’un patient atteint d’un cancer de la prostate
métastatique a différentes tentatives d’hormonothérapie.
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4. Chimiothérapie

La chimiothérapie est utilisée dans le cancer de la prostate quand celui-ci a
évolué avec une extension extra-prostatique et qu'il ne répond plus au traitement
hormonal. La chimiothérapie diminue la croissance tumorale et peut diminuer les
douleurs liées au cancer.

Elle consiste a administrer des agents chimiques toxiques combinés a un
stéroide afin d’éliminer les cellules cancéreuses. Les agents chimiothérapeutiques
utilisés appartiennent a différentes familles de molécules actives sur différentes
phases du cycle cellulaire. Leurs principales cibles sont 'ADN et les fuseaux qui
guident la division cellulaire, le but étant de stopper la multiplication des cellules
cancéreuses. A partir de 1994, le traitement recommandé était l'association de
Mitoxantrone et de Prednisone, suite a ’étude de Tannock et de ses collaborateurs
qui montrait un bénéfice significatif en terme de palliation de la douleur, de
diminution de consommation d’antalgiques et de qualité de vie par rapport a la
prednisone seule (Tannock et al, 1996). Depuis 2004, I’association du Taxotere a la
Prednisone est le traitement de référence puisqu’il permet une meilleure réponse et
un bénéfice de survie significatif de l'ordre de deux a trois mois

(Tannock et al, 2004).

Puisque la chimiothérapie cible les cellules en prolifération, elle a pour
conséquences de détruire des cellules normales de tissus en renouvellement
permanent (peau, muqueuses, cellules sanguines...). Les effets secondaires de ce
traitement sont donc en grande partie liés a ce mode d’action, mais varient selon le
type de médicament, la dose utilisée et la durée du traitement. Ces effets sont
notamment 'apparition de nausées et de vomissements, une chute des cheveux, une
inflammation de la muqueuse buccale, des diarrhées, une constipation, une chute du
taux de globules blancs, de globules rouges et de plaquettes, des troubles cutanés,
etc... Les effets secondaires, parfois extrémement génants et d’intensité variable, sont
en général transitoires, et disparaissent habituellement a larrét du traitement. Ils

peuvent pour la plupart étre prévenus par un traitement adapté.

71



INTRODUCTION

La chimiothérapie est moins efficace dans le traitement du CaP que pour
d’autres cancers parce que les cellules cancéreuses de la prostate ne croissent pas

aussi rapidement que d’autres types de cellules cancéreuses.

5. Surveillance (traitement différé)

Pour certains patients, une surveillance sans traitement immédiat est parfois
la meilleure stratégie. Ce traitement est choisi lorsque la tumeur est bien circonscrite
a la prostate. Ce traitement est couramment employé chez certains patients agés,
présentant un petit cancer peu agressif, et dont ’'espérance de vie est inférieure a dix
ans. En effet, la tumeur n’aurait pas le temps de grossir avant que d’autres problémes
de santé ne surviennent. On évite ainsi les effets secondaires éventuels d'un
traitement plus invasif (douleur, incontinence urinaire, infection, incapacité a avoir

une érection).

6. Traitement de la douleur

Dans certains cas, en particulier quand il existe des métastases osseuses, des
douleurs peuvent entrainer une altération de la qualité de vie et nécessiter un
traitement adapté. Certains médicaments comme le biphosphonate peuvent ralentir
les 1ésions osseuses liées au cancer de la prostate et diminuer les douleurs. Il existe
d'autres méthodes pour traiter les douleurs osseuses comme des séances de rayons
focalisés sur les zones douloureuses ou une injection intraveineuse de produits

radioactifs qui vont se fixer sur les métastases osseuses (comme le Strontium 89).

7. Traitements expérimentaux

La cryochirurgie permet de détruire les cellules cancéreuses par congélation
brutale et répétée de la prostate a 1'aide d'une sonde refroidissante (azote liquide)

introduite sous anesthésie dans la prostate. Elle est utilisée pour certains cancers de
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tres petite taille ou pour des lésions précancéreuses. Cependant, 1'efficacité de cette
technique n'est pas encore démontrée. La plupart des médecins réservent cette
technique pour les patients qui ne sont pas de bons candidats pour les autres

traitements du cancer.

Un deuxiéme traitement expérimental est I’Ablatherm®. Il s’agit d’'un systéeme
de traitement du CaP par ultrasons focalisés par voie endorectale. Il repose sur la
destruction thermique des tissus par un faisceau d’ultrasons convergents. Ce
traitement peu invasif semble adapté aux patients de plus de 67 ans non candidats a

la chirurgie. En cas d’échec, on peut recourir a la radiothérapie externe.

L. Mécanismes de U'échappement hormonal

Comme énoncé précédemment, il est inévitable que les patients traités pour un
CaP avancé deviennent résistants a tout traitement. Ceci est di au fait que les
tumeurs deviennent réfractaires a la privation androgénique, c’est a dire qu’elles sont
capables de croitre sans apport d’hormones. La physiopathologie de cet échappement
hormonal ou, plus exactement, de cet échappement a la privation androgénique est
encore mal connue et peut faire appel a plusieurs mécanismes (Feldman et
Feldman, 2001). Il apparait que le RA joue un role essentiel dans ’échappement a la
privation androgénique puisqu’il est impliqué dans la plupart de ces mécanismes. Un
des mécanismes par lequel un CaP peut contrecarrer la privation androgénique est de
devenir tres sensible aux faibles niveaux d’androgenes. Cela est réalisé par plusieurs
approches que nous verrons par la suite. Le RA peut également étre rendu inductible
par des ligands non androgéniques, ou voire méme devenir indépendant de tout
ligand, ou encore pouvoir activer des voies de signalisation comme MAPK/ERK ou
PI3K et des genes impliqués dans la prolifération cellulaire. Enfin, le RA peut
court-circuiter sa voie d’activation par la présence de mutation au sein de son géne

(Feldman et Feldman, 2001).
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1. Amplification du récepteur des androgenes

Environ 30% des tumeurs devenant résistantes a la privation androgénique
possédent une amplification du gene du RA, alors que ce n’est pas le cas des tumeurs
non traitées (Koivisto et al, 1997). Ce mécanisme permet en effet aux cellules

tumorales de survivre et de proliférer a partir du peu d’androgenes présents.

2. Augmentation de la sensibilité du récepteur des

androgenes

Ce mécanisme résulte d'une sur-expression du RA, d’une stabilité accrue du
RA et d’'une localisation nucléaire du RA améliorée dans les cellules tumorales. De
plus, les cellules tumorales sont aussi hypersensibles a la DHT puisque environ
quatre fois moins de DHT sont nécessaires pour une activation équivalente a celle des
cellules non tumorales. Cette sensibilité améliorée peut également étre due a la
sur-expression de co-activateurs du RA tout comme a une diminution de 1'expression

de ses co-répresseurs.

3. Augmentation des concentrations d’androgenes

Ce mécanisme permet de contrecarrer la privation androgénique, et donc la
baisse de testostérone circulante, en augmentant la production locale d’androgenes.
Ceci est réalisé en augmentant Dactivité de l'enzyme 5a-réductase, enzyme
responsable de la conversion de la testostérone en DHT. Ce mécanisme a un impact
notable puisque lors de la déprivation, la concentration d’androgénes au niveau des
tissus de la prostate n’est diminuée que de 60% contre 95% de diminution de la
testostérone dans le sérum (Labrie et al, 1986). Ce mécanisme meéne ainsi a

Pactivation d’un plus grand nombre de RA.
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4. Activation du récepteur des androgenes indépendamment

d’un ligand

Dans ce cas, le RA est activé par d’autres voies de signalisation en absence de
tout ligand. Cela est réalisé sous l'effet de phosphorylations induites par des kinases
comme PKB (Akt) et MAPK, impliquées dans la transduction des signaux émanant de
facteurs de croissance et de cytokines. Les voies de signalisation engagées dans ce
mécanisme d’échappement hormonal impliquent des facteurs de croissance tels que
TGFp, IGF-I et KGF ou encore les voies des récepteurs a activité tyrosine kinase, tels
que les récepteurs a 'EGFR et Her2/neu. De plus, la voie d’Akt semble étre une voie
centrale dans l'activation du RA par les voies de signalisation alternatives au ligand

(So et al, 2003 ; Feldman et Feldman, 2001).

5. Activation des genes de survie cellulaire

Ce mécanisme implique un jeu combiné de l'activation d'oncogenes et de
I'inhibition de génes suppresseurs de tumeur pouvant court-circuiter le RA afin de
permettre aux cellules cancéreuses une survie et une prolifération cellulaires
indépendantes du RA. Dans certains CaP, 1'expression du RA est totalement abolie
(par méthylation de son promoteur). Il s’agit par ce processus de bloquer notamment
le signal de I'apoptose. Cela est réalisé par I'intermédiaire du gene BCL2. Ce gene fait
partie de la famille des genes régulateurs de I'apoptose qui fonctionnent comme
inhibiteur de 'apoptose contrairement aux génes Bax et Bad, qui eux l'induisent.
Dans les cellules épithéliales d’'une prostate normale, ce géne n’est normalement pas
exprimé (McDonnell et al, 1992). En revanche, lors d'un CaP en échappement
hormonal il T'est fréquemment, ce qui a pour conséquence de protéger les cellules

cancéreuses de 'apoptose (So et al, 2003).
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6. Les mutations du RA

Les mutations du RA augmentent avec le stade évolutif du cancer, puisque
seules 0 a 4% de mutations sont retrouvées dans des tumeurs latentes, alors que dans
les tumeurs métastatiques traités par hormonothérapie, 10 a 44% de mutations sont
observées selon les auteurs, la technique d’échantillonnage et les thérapeutiques
antérieures (Tilley et al, 1996 ; Marcelli et al, 2000 et Taplin et al, 2003). Ces
mutations du RA, sélectionnées au cours de '’hormonothérapie, entrainent une
modification du phénotype tumoral, permettant aux cellules tumorales de s’adapter a
leur milieu environnant afin d’augmenter leur taux de survie (Taplin et al, 1999), et

sont donc impliquées dans I’échappement des CaP a la privation androgénique.

Les mutations décrites dans les CaP touchent les différents domaines
fonctionnels du RA (Gottlieb et al, 2004) ; (figure 32). La plupart des mutations sont
des mutations ponctuelles conduisant a la substitution d’un acide aminé par un autre
ou a des délétions. Elles se produisent le plus souvent au niveau du LBD, entrainant
généralement un élargissement du spectre de sensibilité du RA aux stéroides
endogénes ou exogenes. Mais les mutations se produisent également au niveau du
DBD, permettant de modifier notamment les capacités de reconnaissance du RA
vis-a-vis de TADN, comme nous le verrons par la suite.

Les conséquences de ces mutations sont de permettre I'activation du RA dans
des conditions théoriquement non favorables de part l'acquisition de nouvelles
propriétés fonctionnelles permettant au RA muté de soutenir la prolifération et la

survie cellulaire cancéreuse.
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Figure 32 : Mutations du géne du récepteur des androgénes dans le cancer de
la prostate.

Les mutations touchent tous les domaines du RA. Les mutations encadrées de la méme
couleur ont été retrouvées dans le méme échantillon de CaP.

D’apres : http://androgendb.mcgill.ca/

L'émergence de récepteurs mutants est un phénomene relativement fréquent
au cours de 1'évolution des CaP traités par hormonothérapie. Elle suppose d"une part
une instabilité génétique particulierement élevée qui pourrait étre favorisée par
I'inactivation du gene de glutathion-S-transférase =n1 (GSTP1) rencontrée
précocement dans la quasi-totalité des CaP (Song et al, 2002 ; Harden et al, 2003),
associée d’'une part au dysfonctionnement de systemes de réparation de I'ADN, en
particulier de la réparation des mésappariements de base (Yeh et al, 2001;
Chen et al, 2003), et d'autre part a une pression de sélection positive des clones

mutés stimulés par des ligands endogenes ou exogenes.

La fréquence des mutations varie en fonction du stade d'évolution du cancer
étudié et des thérapeutiques antérieures administrées. Les patients ayant eu une
longue exposition a une thérapie hormonale ont une fréquence de mutations plus
élevée que ceux qui n’ont pas été traités (Taplin et al, 1995 ; Marcelli et al, 2000). Ces
résultats confirment que des mutations du RA peuvent étre un des mécanismes de
résistance a la thérapie. Les mutations sélectionnées conferent un avantage de

croissance aux cellules tumorales dans des conditions défavorables.
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Cependant, le fait que des mutations du RA soient présentes dans 20 a 45 %
des CaP métastatiques n’ayant pas subi d’hormonothérapie, suggere que la privation
androgénique n’est pas seule responsable de 'apparition des mutations du RA. Ceci
n’exclue cependant pas le fait que ’hormonothérapie pourrait entrainer la sélection
de mutations conférant des avantages de survie ou de prolifération aux cellules
cancéreuses.

Dans ces conditions, il est clair que ’échappement hormonal ne fait pas partie
de l'histoire naturelle de la maladie mais résulterait plutét d’'une pression sélective

induite par ’hormonothérapie.

La premiere mutation faux sens du RA a été décrite dans une lignée cellulaire
de CaP, la lignée LNCaP (Veldscholte et al, 1992). Il s’agit d'une mutation du RA au
niveau du codon 877 ot une thréonine est remplacée par une alanine. Cette mutation
est notée T877A. Cette mutation est retrouvée fréquemment chez des patients (40 %)
traités par un anti-androgene (le flutamide) au cours d'un blocage androgénique
complet. Cette mutation T877A entraine un changement de spécificité du RA, ce qui a
pour conséquence de le rendre activable par plusieurs hormones stéroidiennes
(progestérone, cestradiol) mais surtout par des anti-androgénes comme le
4-hydroxyflutamide (métabolite actif du flutamide) (Veldscholte et al, 1992). De ce
fait, la mutation T877A promeut la croissance et la survie des cellules
(Sun et al, 2006). Ceci indique I'importance du résidu T877 localisé dans la poche de
liaison du ligand.

Lors de I’étude menée par Taplin et al en 1999, il a été observé que I’émergence
de clones présentant la mutation T877A est plus fréquente chez les patients traités
par flutamide (31% contre 0% chez les patients non traités), ce qui suggére un effet de
sélection des clones anormaux in vivo par le traitement administré.

De plus, I'émergence de ce mutant T877A explique 1'observation de cas de
rémissions transitoires de la maladie lorsque les patients en échappement au
traitement sont sevrés de flutamide (Paul et Breul, 2000).

D'autres mutants du RA isolés chez des patients en échappement hormonal
semblent également répondre aux glucocorticoides (Zhao et al, 1999;

Chang et al, 2001), aux anti-androgénes, et/ou aux précurseurs androgéniques
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surrénaliens et/ou aux cestrogenes et/ou a la progestérone (Zhao et al, 2000 ;

Wang et al, 2000).

a. Mutations dans le domaine de liaison au ligand

Les mutations au niveau du LBD sont nombreuses et peuvent affecter aussi
bien la reconnaissance du ligand que I'interaction avec les co-activateurs.

Un exemple d’altération de reconnaissance du ligand est la mutation L7y01H
(remplacement de la lysine en position 701 par une histidine), qui diminue fortement
Paffinité du RA pour la DHT. Cependant, elle favorise la fixation de corticostéroides
surrénaliens comme le cortisol et la cortisone. Un double mutant L701H/T877A a
également été trouvé pour lequel I’hydrocortisone et la cortisone fonctionnent comme
des agonistes. Etant donné que ce double mutant a une forte affinité pour le cortisol
et la cortisone, un niveau physiologique semble suffisant pour permettre la croissance
tumorale chez les patients ayant cette double mutation (Zhao et al, 2000). Ces études
mettent en évidence I'importance du résidu L701 dans la poche de liaison du ligand.

Depuis quelques années, le bicalutamide est utilisé préférentiellement au
flutamide dans le blocage androgénique complet. L’étude de Hara et al en 2003 a
montré '’émergence d'une nouvelle mutation du RA dans les CaP ainsi traités. Ainsi,
le RA exprimé par ces cellules possede les mutations W741C et W741L (remplacement
du tryptophane en position 741 par une cystéine ou par une leucine), ce qui lui
permet d’établir une interaction de type agoniste avec le bicalutamide.

Le recrutement de cofacteurs du RA peut également étre modifié en présence
de mutations dans le LBD. Ainsi, la mutation T877A renforce les interactions du RA
avec les motifs de type FxxLF, présents au niveau de certains cofacteurs spécifiques
du RA comme les membres de la famille SRC, expliquant I'activation du RA par les
anti-androgenes (Ozers et al, 2007).

Une nouvelle classe de récepteurs mutés a été découverte au laboratoire. Il
s’agit de récepteurs tronqués de leur partie C-terminale par l'apparition dune
mutation non-sens conduisant a un codon stop prématuré. Ces RA tronqués ont été
retrouvés dans 18% de CaP localisé, et dans 100% des prélevements de moelle

osseuse présentant des cellules cancéreuses prostatiques. Un exemple de ces RA
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tronqués est le RA Q640X. Ce dernier manifeste des activités transcriptionnelles
constitutives et supérieures a celle du RA sauvage a partir de constructions
artificielles = contenant un  promoteur répondant aux  androgenes
(Céraline et al, 2004). De plus, I'expression de ce RA mutant semble conduire a des
actions paracrines. En effet, les cellules prostatiques LNCaP transfectées avec le RA
Q640X sécretent des facteurs solubles capables d’induire en absence d’hormone la
translocation nucléaire des RA endogenes des cellules voisines non transfectées

(Lapouge et al, 2007).

b. Mutations dans le domaine de liaison a CTADN

Comme énoncé précédemment, les mutations ne touchent pas seulement le
LBD, mais également les autres domaines du RA. C'est ainsi que I'on retrouve des
mutations au niveau du DBD. Ces dernieres seraient ainsi a la base de modifications
de spécificité d’interaction avec 'ADN, mais également de l'altération des capacités

de dimérisation et de translocation nucléaire du récepteur.

Des mutations dans ce domaine de liaison a ’ADN conduisant a une perte de
fonction du RA, qui devient alors incapable d’exercer ses fonctions de facteur
transcriptionnel, sont retrouvées dans le cadre du syndrome d’insensibilité aux
androgenes (SIA). Le SIA est une maladie génétique dans laquelle les foetus
masculins XY sont insensibles aux hormones masculines (les androgenes), ce qui
résulte en un morphotype féminin. Il existe des formes plus ou moins séveres, avec
des morphotypes masculins plus ou moins partiels jusqu’a un morphotype totalement
féminin.

En revanche, dans le cadre du CaP, les mutations retrouvées au niveau du DBD
du RA lui apportent un gain de fonction, conférant ainsi de nouvelles propriétés
fonctionnelles au RA. Deux exemples de telles mutations dans le DBD du RA sont

décrits ci-dessous.

Une insertion de 23 acides aminés entre les deux doigts de zinc du DBD a été

mise en évidence au laboratoire dans un échantillon de CaP métastatique. Ce RA
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mutant présente un défaut de translocation nucléaire apres stimulation hormonale, et
forme des agrégats cytoplasmiques et périnucléaires. Cette nouvelle localisation
intracellulaire du RA muté apres stimulation hormonale s’accompagne d’actions non
génotropiques sur les activités de certains facteurs de transcription tels que AP-1 et

NF-«B (Jagla et al, 2007).

D’autre part, une mutation dans le DBD peut modifier la spécificité de
reconnaissance des éléments de réponse aux hormones par le RA. Cest le cas de la
mutation T575A (ou une thréonine en position 575 est remplacée par une alanine) qui
a été détectée dans un CaP métastatique en échappement a la privation
androgénique. En effet, le RA portant cette mutation T575A voit ses activités
transcriptionnelles renforcées sur des promoteurs contenant des éléments de réponse
non spécifiques des androgenes (Monge et al, 2006). Cette étude ayant consisté en
mon travail de thése, nous verrons par la suite le détail des gains apportés au RA par

cette mutation.

La figure 33 récapitule les différentes origines possibles de I’échappement

hormonal.

Activation du RA

indépendante du ligand Amplification génique du RA

Surexpression
de co-activateurs du RA
ou
Sous-expression /

Mutations du RA
Augmentation de l'activité de 10 a 50 % des cas

la 5-alpha réductase

de co-répresseurs du RA
Figure 33 : Récapitulatif des origines de U'échappement hormonal dues
au récepteur des androgénes.
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M. Détection des mutations du récepteur des androgénes dans le

cancer de la prostate

Dans le but de mieux évaluer l'impact des mutations du RA dans
I'échappement hormonal des CaP, un test fonctionnel du RA chez la levure a été
élaboré au sein de notre laboratoire (Céraline et al, 2003). Ce test fonctionnel permet
non seulement de détecter la présence de mutations du RA dans un échantillon de
cancer de la prostate mais aussi d’étudier leurs propriétés fonctionnelles.

Le gene du RA étant situé sur le chromosome X, ’expression du RA est mono-
allélique chez les sujets de sexe masculin. La détection d'une mutation dans un

échantillon de CaP sera donc représentative de ce qui se passe in vivo chez ce patient.

1. Principe du test fonctionnel

La souche de levure utilisée dans ce test possede une croissance conditionnée
par 'expression d’un gene rapporteur dont 'expression est nécessaire a la croissance
des levures. Ce gene rapporteur est le gene ADE2 qui code pour une enzyme
intervenant dans la biosynthése de ’adénine. Les levures qui ne possédent pas cette
enzyme ne sont pas capables de pousser sur un milieu de culture dépourvu d’adénine.
Dans ce test, le géne ADE2 est placé sous le contréle d'un promoteur
androgéno-dépendant contenant trois répétitions de I’élément de réponse aux
androgénes (ARE). Le géene ADE2 ne sera transcrit que si le RA exprimé dans la
levure reconnait le ligand ajouté au milieu de culture et s’il a conservé ses capacités
de liaison aux éléments ARE.

Briévement, le test se déroule comme décrit ci-apres. Les ARNm extraits de
biopsies tumorales (tumeurs primitives ou ponctions de moelle osseuse) sont
transformés en ADNc. Un fragment d’ADNc de 1786 pb comprenant une partie de
AF-1, le DBD, la région charniere et la région carboxy-terminale, correspondant ainsi
a une partie du RA du patient, est amplifié a I’aide d’amorces spécifiques et inséré par
recombinaison homologue chez la levure dans un vecteur d’expression nommé « Gap

Repair » (figure 34).
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Figure 34 : Vecteur d’expression du récepteur des androgeénes Gap Repair.

Le plasmide Gap Repair (pGR), contenant la partie AF-1 et 3UTR du RA est digéré par
BstEII et EcoRI afin de permettre la recombinaison homologue avec le fragment du RA a
tester. Le plasmide pGR porte le marqueur de sélection TRP1 afin de sélectionner les levures
dont plasmide a intégré le RA du patient.

Les levures sont ensuite transformées avec ce vecteur d’expression avant d’étre
ensemencées pour trois jours sur un milieu sélectif contenant ’'hormone a tester. Une
gamme de différentes doses d’hormones est testée, de 10 nM a 100 uM. Ceci permet
d’étudier in vitro le spectre de sensibilité du RA a différentes hormones stéroides et a
différents agonistes et antagonistes de synthese, testés a différentes concentrations.

Suite au résultat du test, deux cas de figure peuvent se présenter.

> Le RA inséré dans la levure est sauvage

L’activation du RA sauvage par la DHT ou par d’autres stéroides comme
I’androstenedione, la progestérone et I'cestradiol entraine 1’expression du gene ADE2
suite a la liaison du RA au niveau des ARE. Le géne ADE2 étant produit par la levure,
cette derniére est a méme de produire de ’adénine, et ainsi de pousser sur un milieu
minimum sans adénine. On observera donc des colonies sur la boite (figure 35 A).

En présence d’un anti-androgene ou d’un stéroide non agoniste, le RA sauvage
n’est pas activé. Le gene ADE2 n’est donc pas exprimé, et les levures ne peuvent pas

croitre sur un milieu dépourvu d’adénine (figure 35 B).
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» Le RA inséré dans la levure est muté
Si le RA porte une mutation entrainant une spécificité vis-a-vis des ligands
élargie en comparaison au récepteur sauvage, il peut étre activé par d’autres ligands
que ceux qui activent le RA naturellement, comme certains stéroides, voir méme par
un anti-androgene comme le flutamide (c’est le cas pour le RA T877A). Ainsi, lors du
test, ce RA muté menera a la croissance des levures sur un milieu minimum sans

adénine en présence de ligands activateurs (figure 35 C).
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Figure 35 : Principe du test fonctionnel du récepteur des androgénes chez la

levure.

L’expression du gene rapporteur ADE2 est androgéno-dépendante.

A. L’activation du RA sauvage par la dihydrotestostérone (DHT) entraine lexpression du
gene ADE2 suite a la liaison du RA au niveau des éléments de réponse aux androgenes
(ARE), permettant aux levures de pousser sur milieu minimum sans adénine.

B. En présence d’un anti-androgéne ou d’un stéroide non agoniste, le RA sauvage n’est pas
activé, ne permettant pas la croissance des levures sur milieu dépourvu d’adénine.

C. Un RA mutant présentant une spécificité vis-a-vis des ligands élargie par rapport au
récepteur sauvage peut étre activé par dautres ligands, menant a la croissance des
levures sur milieu minimum sans adénine.

84



INTRODUCTION

Ce test permet de distinguer différents types de mutations du RA. Ainsi, dans
le cas d’'une mutation rendant le RA actif de maniéere constitutive, on observera une
croissance des levures méme en absence de ligand. En revanche, si une mutation
entraine une modification de reconnaissance des éléments de réponse présents au
niveau du promoteur, la croissance des levures différera de celle du RA sauvage. Cest
a dire que 'on aura malgré tout une croissance, mais qui sera plus forte ou plus faible
en comparaison au RA sauvage pour la méme hormone, voir méme une croissance
sur une hormone ou le RA sauvage ne pousse pas (comme le flutamide). Enfin, si la
mutation élimine la capacité de reconnaissance du RA vis-a-vis de 'ADN, aucune
croissance des levures ne pourra étre observée méme en présence d'un ligand

agoniste.

2. Résultats du test fonctionnel

Un comptage des colonies est réalisé pour chaque condition testée apres trois
jours d’ensemencement des levures sur les boites. Ce comptage permet de réaliser un
hormonogramme dans lequel est indiqué le nombre de colonies pour chaque
hormone testée. Le profil de réponse obtenu, spécifique a chaque patient, est
comparé a celui du RA sauvage. Un exemple d’hormonogramme d’'un RA sauvage et

d’un RA portant la mutation T877A est montré en figure 36.
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Figure 36 : Résultats du test fonctionnel du récepteur des androgénes chez la
levure.

Comparaison du RA sauvage et du RA mutant T877A. Des différences de croissance sont
observées avec la mutation T877A, comme indiqué par les fleches. Les levures poussent en
effet en présence du flutamide et pour des doses plus faibles de progestatifs en présence du
RA T877A.

Les levures ont été transformées avec le plasmide d’expression codant le RA sauvage (A) ou
le RA mutant T877A (B), puis placées sur un milieu sélectif contenant l'un des ligands
stéroides, ou non stéroides suivants : DHT, dihydrotestostérone ; A, androsténedione ;
Form, formestane; Flut, flutamide; E2, [p-estradiol; DES, diethylstilbestrol ;
Prog, progestérone ; Mprog, medroxyprogestérone ; HC, hydrocortisone ;
CA, cortisone acetate ; DHEA, dehydroepiandrosterone ; Ald, aldosterone ;
SP, spironolactone.

Les histogrammes représentent le nombre de colonies obtenues pour chaque dose
d’hormone. Les concentrations employées pour les différents ligands sont indiquées. Chaque
expérience a été réalisée trois fois.
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Les molécules testées dans ce test fonctionnel sont pour certaines utilisées
dans les lignes d’hormonothérapie. Ces molécules incluent les androgenes et leurs
précurseurs : la DHT, l'androsténedione, la prégnénolone et la DHEA; les
cestrogenes comme le [(-cestradiol ; les progestatifs comme la progestérone, la
17a-hydroxyprogestérone ou son dérivé synthétique la médroxyprogestérone ; les
glucocorticoides : T’hydrocortisone, la cortisone ; un minéralocorticoide
l’aldostérone et un anti-minéralocorticoide : la spironolactone, mais aussi un anti-

androgéne : le flutamide et un agoniste partiel : I’acétate de cyprotérone.

Un protocole hospitalier de recherche clinique (PHRC) a été mené au
laboratoire de novembre 2003 a janvier 2008. Cette étude clinique a porté sur 140
patients, au sein desquels de nombreuses mutations du RA ont déja été détectées a
I’aide du test fonctionnel chez la levure. La plupart des mutations touchent le LBD et
la région charniére, notamment une nouvelle classe de mutation du RA conduisant a
des récepteurs tronqués de leur partie carboxy-terminale, mais des mutations dans le

DBD ont aussi été retrouvées (figure 37).
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Type de mutation |Acide aminé Changement Localisation
Substitution 701 Leu au lieu de His LBD
(L701H)
Substitution 877 Ala au lieu de Thr LBD
(T877A)
Insertion 589 Insertion de 21 acides aminés DBD
Substitution 711 Arg au lieu de Gln LBD
(Q711R)
I Arg au lieu de GIn
Substitution 738 LBD
(Q738R)
Substitution 640 Codon stop au lieu de Gin Région charniéere
(Q640X)
I Codon stop au lieu de Gin
Substitution 670 LBD
(Q670X)
Substitution 693 Codon stop au lieu de Gin LBD
(Q693X)
I Codon stop au lieu de Glu
Substitution 709 LBD
(E709X)
Substitution 711 Codon stop au lieu de Gin LBD
(Q711X)

Figure 37 : Exemple de mutations détectées par le test fonctionnel chez la
levure au sein du laboratoire.

La majorité des mutations détectées sont localisées au niveau du LBD, et résultent de
substitutions d’acides aminés. Elles aboutissent a des protéines tronquées lorsque la
substitution entraine la formation dun codon stop, ou a des protéines dont la
reconnaissance du ligand est modifiée. Deux mutations au niveau du DBD ont également
été mises en évidence.
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Mon travail de thése a consisté a étudier le RA portant les deux mutations
T575A et T877A découvert au cours de ce protocole clinique.

La mutation T575A est localisée dans le DBD du RA, et la mutation T877A est
située dans le LBD. Les propriétés fonctionnelles apportées au RA par ces deux
mutations ont tout d’abord été analysées, suivies d'une étude sur les conséquences de
la mutation sur la reconnaissance de ’ADN par le RA mutant T575A, ainsi que sur la
structure du DBD. Les conséquences fonctionnelles de la mutation T877A étant
connues, le RA simple mutant T575A a été étudié en parallele au RA double mutant
afin d’appréhender les modifications des propriétés du RA dues a cette mutation dans

le contexte double mutant T575A/T877A.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Dans le cadre du PHRC mené au laboratoire, le test fonctionnel chez la levure a
permis de détecter de nombreuses mutations du RA. L'un des patients inclus dans ce
protocole clinique présentait un CaP métastatique en échappement a plusieurs lignes
d’hormonothérapie, dont le profil de réponse hormonale est présenté dans la figure
suivante (figure 45). Les différences notables de sensibilité aux hormones comparées
au RA sauvage sont indiquées par les fleches rouges. Le bruit de fond présent pour
toutes les conditions y compris pour le controle négatif fait également partie des

différences par rapport au RA sauvage.
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Figure 45 : Hormonogramme obtenu chez un patient du protocole clinique.
L’histogramme représente le nombre de colonies obtenues. Sont indiquées les
concentrations employées des différents ligands. L’expérience a été réalisée trois fois.

Les levures ont été transformées avec le plasmide d’expression codant le RA du patient, puis
placées sur un milieu sélectif contenant lun des ligands stéroides, ou non stéroides
sutvants : DHT, dihydrotestostérone; A, androsténedione; Flut, flutamide; E2, -
estradiol ;Prog, progestérone ; Mprog, medroxyprogestérone ; CA, cortisone acetate ; HC,
hydrocortisone ; Ald, aldosterone ; SP, spironolactone.

Les différences notables de sensibilité aux hormones comparées au RA sauvage sont
indiquées par les fleches. Le bruit de fond présent pour toutes les conditions y compris pour
le controle négatif fait également partie des différences par rapport au RA sauvage (dont le
profil est représenté a la page 86).
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Chez ce patient, trois mutants du RA ont été détectés :

> Le RA T877A, présentant une sensibilité plus grande par rapport au RA
sauvage pour certains stéroides endogeénes et pour le flutamide comme indiqué
dans la figure 35 ;

» Le RA Q640Stop/T877A portant deux mutations, I'une, Q640Stop dans la
région charniere entre le DBD et le LBD, et la substitution T877A dans le LBD. La
mutation non-sens Q640Stop conduit a I'expression d'un récepteur tronqué de son
extrémité C-terminale, et donc dépourvue du domaine de liaison au ligand et de
AF-2. Il a été démontré dans notre laboratoire que ce mutant du RA présente une
activité intrinseque et puissante indépendante de la liaison au ligand
(Céraline et al, 2004) ;

» Le RA Ts75A/T877A portant une double substitution dune thréonine en
alanine en position 575 (située dans le DBD) ainsi qu’en position 877 (localisée
dans le LBD).

Il s’agit de la premiere description du RA double mutant T575A/T877A.
L’association des deux mutations dans un méme récepteur conféere au RA de
nouvelles propriétés structurales et fonctionnelles certainement nécessaires pour la
prolifération et la survie des cellules tumorales, malgré le traitement infligé au
patient.

La mutation T877A a été largement décrite dans la littérature. Il est établi que
cette mutation, présente dans le LDB, permet au RA d’étre activé par des hormones
autres que ses ligands habituels, du fait notamment de 'agrandissement de la poche
de liaison au ligand (Sack et al, 2001), la chaine latérale de l'alanine ayant un
encombrement plus faible que celle de la thréonine.

La simple mutation T575A du RA a déja été décrite dans un CaP métastatique
(Marcelli et al, 2000), mais ses conséquences sur l'activité du récepteur n’ont encore
jamais été étudiées. Cette mutation est située dans le premier doigt de zinc du DBD
(figure 8), juste avant la boite P, intervenant dans la liaison a ’ADN et la dimérisation
du RA, ce qui laisse penser que cette mutation T575A pourrait intervenir dans
I'interaction du RA avec ’ADN.
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Les objectifs de mon travail de thése ont consisté a étudier les propriétés
apportées par cette mutation T575A au RA mutant, au niveau fonctionnel mais aussi
au niveau structural. Les conséquences fonctionnelles de l’association des deux

mutations T575A et T877A a également été un autre point de mon travail de these.

Ce travail a été réalisé en étudiant tout d’abord les conséquences des deux
mutations sur les activités transcriptionnelles du RA, en comparaison au RA sauvage.
Ceci a été réalisé sur différents promoteurs spécifiques des androgénes et non
spécifiques des androgenes. L'impact des mutations sur I'expression de deux genes
cibles du RA, ainsi que sur le recrutement de certains cofacteurs a été analysé. Par
ailleurs, les conséquences structurales de la mutation T877A étant déja connues, une
analyse structurale de la mutation T575A a été réalisée. Ainsi, un alignement de
séquences de différents DBD, une modélisation moléculaire, et des études de

résonance magnétique nucléaire ont été réalisées.

A. Analyse fonctionnelle du récepteur des androgéenes T575A/T877A

1. Test fonctionnel chez la levure

Comme précisé auparavant, le premier test réalisé sur le RA du patient était le
test fonctionnel chez la levure, dont le résultat est présenté dans la figure 45. Le profil
du RA de ce patient étant différent du profil du RA sauvage, 'analyse de '’ADNc de ce
RA a permis de détecter le RA mutant T575A/T877A comme décrit auparavant. Nous
avons par la suite testé ce RA double mutant avec le test fonctionnel chez la levure.

Comme vous pouvez le voir sur la figure 46 C, le RA double mutant
T575A/T877A n’entraine aucune croissance des levures, quelque soit ’hormone et la
dose testée. Nous avons ensuite étudié I'impact des simples mutations sur les
activités transcriptionnelles du RA. Pour cela, les hormonogrammes des RA mutants
T877A et T575A ont été réalisés. Le RA mutant T877A (figure 46 B) entraine une
croissance des levures avec un profil de réponse aux hormones différent de celui du
RA sauvage (figure 46 A), les différences étant indiquées par les fleches rouges. Par

contre, en présence du RA T575A, aucune colonie n’est visible, en dehors du controle
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positif (figure 46 D), dans lequel la croissance des levures est indépendante des

activités transcriptionnelles du RA.
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Figure 46 : Hormonogrammes du récepteur des androgenes sauvage, T877A,
T575A et T575A/T877A.

Les histogrammes représentent le nombre de colonies obtenues. Sont indiquées les
concentrations employées des différents ligands. Chaque expérience a été réalisée trois fois.
Les levures ont été transformées avec le plasmide d’expression codant le RA sauvage (A), le
RA mutant T877A (B), le RA mutant T575A/T877A (C) ou le RA mutant T575A (D), puis
placées sur un milieu sélectif contenant l'un des ligands stéroides, ou non stéroides
sutvants : DHT, dihydrotestostérone; A, androsténedione; Form, formestane; Flut,
flutamide ; E2, p-estradiol; DES, diethylstilbestrol; Prog, progestérone; Mprog,
medroxyprogestérone; HC, hydrocortisone; CA, cortisone acetate; DHEA,
dehydroepiandrosterone ; ; Ald, aldosterone ; SP, spironolactone. Les fleches indiquent les
différences notables de sensibilité aux hormones dues a la mutation T877A, comparées au
RA sauvage.
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Ainsi, 'absence de colonies observée en présence du RA double mutant
T575A/T877A peut étre imputée a la simple mutation T575A. Cette observation peut

étre expliquée par plusieurs hypotheses.

» La premiere possibilité est que le RA du patient n’est pas exprimé chez la
levure. Afin de vérifier cette hypothése, un western blot a été réalisé a partir d’extraits
protéiques de levures transfectées par les différents RA. Comme vous pouvez le voir
sur la figure 47 ci-dessous, le niveau d’expression des différents RA sont équivalents,
suggérant que tous les RA mutants sont bien exprimés chez la levure. L’absence de
colonies dans le test fonctionnel en présence du RA T575A ou du RA T575A/T877A ne

s’explique donc pas par un défaut d’expression de ces RA chez la levure.
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Figure 47 : Le niveau d’expression des récepteurs des androgénes sauvage ou
mutants chez la levure est équivalent.

Des extraits protéiques issus de levures exprimant le RA sauvage (wt), T575A, T877A ou
T575A/T877A ou de levures non transfectées ont été séparés sur un gel de polyacrylamide
de 7,5% en conditions dénaturantes. Les bandes correspondantes au RA ont été révélées a
l'aide d’'un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le RA.

» La deuxiéme hypothése, qui semble la plus probable, est que le RA mutant est
fonctionnel, mais la mutation touche la fonction de reconnaissance des éléments de

réponse aux androgenes situés dans le plasmide du test fonctionnel.
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Afin de tester cette possibilité, nous avons continué I’exploration fonctionnelle
du RA T575A et du RA T575A/T877A dans des lignées cellulaires. Nous avons tout
d’abord vérifié par immunofluorescence la distribution intracellulaire de ces

différents récepteurs en comparaison au RA sauvage et au RA T877A.

2. Localisation intracellulaire des récepteurs mutants

Une étude d'immunomarquage a été effectuée sur les cellules CV-1, issues de
rein de singe vert, transfectées par les plasmides d’expression du RA sauvage ou des
RA mutants T575A, T877A, et T575A/T877A. La lignée CV-1 a été utilisée car elle
présente I'avantage de ne pas exprimer de RA endogéne, cela nous permet ainsi de

suivre aisément la distribution intracellulaire du RA transfecté dans ces cellules.

Comme indiqué sur la figure 48, la présence de la mutation T575A ne semble
pas interférer avec la translocation nucléaire du RA apres stimulation par 100 nM de
DHT. En effet, comme pour le RA sauvage et le RA T877A, qui ne portent pas de
mutation dans le DBD, les RA mutants T575A et T575A/T877A montrent une
localisation exclusivement nucléaire aprés stimulation hormonale. En absence de
DHT, ces deux RA sont cytoplasmiques, tout comme le RA sauvage et le RA mutant
T877A. Ces résultats indiquent que la mutation T575A n’altére pas la dynamique
intracellulaire du RA apres une stimulation hormonale, et nous oriente plutot vers
une modification de I'affinité et/ou de la spécificité du RA vis-a-vis des éléments de

réponse hormonaux.
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RA sauvage

RA TE75A

RA TB77TA

RA TE75AITB77A

Figure 48 : Localisation des récepteurs des androgénes sauvage et mutants
T575A, T877A et T575A/T877A.

Les images ont été obtenues par immunofluorescence apres incubation des cellules CV-1
avec un anticorps monoclonal anti-RA, puis avec un anticorps secondaire couplé au FITC.
Les cellules des figures A, C, E et G ont été traitées avec de 'éthanol (EtOH).

Comme les contrdoles RA sauvage et RA T877A (B et F), les RA mutant T575A et
T575A/T877A présentent une localisation intranucléaire aprés stimulation par 100 nM de
DHT (D et H). La fleche indique le noyau des cellules.

D’apres cette hypothése, le RA mutant T575A/T877A et le RA mutant T575A
ne reconnaitraient pas les éléments de réponse présents dans la construction utilisée
lors du test chez la levure. Afin de vérifier si les RA mutants sont capables de
reconnaitre d’autres éléments de réponse, des tests d’activation transcriptionnelle

dans une lignée cellulaire n’exprimant pas de RA ont été réalisés.
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B. Analyse des capacités d’activation transcriptionnelle des

récepteurs mutants dans la lignée cellulaire CV-1

1. Etude de la mutation T575A

Pour vérifier notre hypotheése, les capacités d’activation transcriptionnelle du
RA mutant T575A/T877A en réponse a une stimulation par 100 nM de DHT ont été
étudiées a I'aide d’un test de géne rapporteur dans des cellules CV-1, et comparées a
celles du RA sauvage ainsi qu’a celles des RA mutants T575A et T877A. La DHT étant
diluée dans de I’éthanol, les activités transcriptionnelles des différents récepteurs ont
été observées en présence d’éthanol (EtOH) afin de vérifier que l'effet observé n’est
pas dii au diluant mais bien a 'hormone elle-méme.

Les cellules CV-1 sont co-transfectées avec un plasmide d’expression du RA
sauvage ou de I'un des RA mutant T575A, T877A ou T575A/T877A, ainsi qu’avec une
construction contenant un promoteur hormono-sensible en amont du géne
rapporteur luciférase. Les constructions utilisées, PSA 61-Luc et MMTV-LTR-Luc
correspondent respectivement a un fragment de 6 kb du promoteur du gene humain
PSA, contenant les trois ARE décrit précédemment, et a la séquence LTR (Long
Terminal Repeat) du virus de la tumeur mammaire de la souris, MMTV (Mouse
Mammary Tumour Virus). Cette derniere construction contient des éléments de
réponse aux glucocorticoides (GRE), qui sont plus reconnus par le récepteur des
glucocorticoides, mais les autres récepteurs des hormones stéroides, notamment le

RA, peuvent également les reconnaitre.

Dans la figure 49 A sont représentés les résultats obtenus avec la construction
pPMMTV-Luc. Apres stimulation par 100 nM de DHT, les RA mutants T575A et
T575A/T877A conduisent a une activité luciférase exceptionnellement forte comparée
a celle obtenue avec le RA sauvage (3,5 fois supérieure pour le RA T575A et 3,4 fois
pour le double mutant). Le RA mutant T877A, qui comme le RA sauvage ne possede
aucune mutation dans le DBD, présente une activité transcriptionnelle comparable a
celle du RA sauvage (induction de 1,3 fois). Ces résultats confirment ’hypothése selon
laquelle la mutation T575A n’empécherait pas la liaison du RA a 'ADN, mais au

contraire modifierait I’affinité et/ou la spécificité du RA pour les HRE.
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La méme expérience mais en présence de la construction PSA 61-luciférase a
été effectuée. Dans ce cas, les RA sauvage et mutant T877A présentent une forte
activité luciférase (respectivement 3500 et 7350 unités arbitraires) (figure 49 B). En
revanche, les RA mutants T575A et T575A/T877A présentent une activité luciférase
réduite a partir de ce promoteur (1500 et 2150 UA respectivement, soit 0,4 et 0,6 fois
moins comparés au RA sauvage). Ces résultats suggerent que la liaison du RA a ses
HRE serait altérée par la présence de la mutation T575A. Cette mutation semblerait

donc diminuer I'affinité du RA pour ses éléments de réponse naturels.
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Figure 49 : La mutation T575A dans le domaine de liaison a I’ADN du récepteur
des androgeénes affecte son activité transcriptionnelle.

Les deux histogrammes présentent Lactivité luciférase (en unités arbitraires, UA) obtenue
apres transfection des cellules CV-1 avec les vecteurs d’expression du RA sauvage ou des RA
mutants, ainsi qu'avec le plasmide rapporteur pMMTV-Luc (A) ou PSA 61-Luc (B).

Les cellules ont été traitées avec de lUéthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de stéroides pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés
en triplets + écart-type.
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Afin de déterminer si la mutation T575A meéne effectivement a une diminution
de laffinité du RA pour ses ARE naturels, d’autres ARE présents au niveau du
promoteur de genes connus pour étre régulés par les androgenes ont été utilisés dans
des expériences similaires aux précédentes. Les différentes constructions utilisées
correspondent a ces éléments ARE placés en amont d’une boite TATA, le tout disposé

en amont du gene rapporteur luciférase.

Comme indiqué sur la figure 38, les éléments de réponse aux hormones
utilisés dans cette étude peuvent étre divisés en trois classes en fonction de leur
réponse au RA. En effet, nous pouvons distinguer les éléments de haute affinité et
spécifiques du RA, c’est-a-dire situés au niveau des promoteurs de genes régulés par
le RA in vivo, comme pbARE2, scARE1.2, ou slpHRE2 ; un élément de faible affinité
mais spécifique du RA, scARE et les éléments de haute affinité mais non spécifiques
du RA telles que la séquence C3(1)ARE.

La Probasine (pb) est exprimée par I'épithélium prostatique chez le rat, elle
peut se présenter sous une forme nucléaire ou sécrétée. Son expression dans la
prostate du rat est régulée par le zinc et par les androgénes de part la présence d’'un
élément ARE dans sa région promotrice (Zhang et al, 2004).

Le « Secretory Component » (sc) joue un role majeur dans le transport des
immunoglobulines IgA et IgM dans la lumiere de nombreuses glandes. Ce géne est
exprimé de maniere constitutive, néanmoins son expression peut étre modulée par
les hormones. Le promoteur et le premier exon du géne codant pour le sc comportent
un ARE (Haelens et al, 1999).

Le « Sex Limited Protein » (slp) est exprimé chez la souris. C’est une protéine
du sérum qui partage 95% d’identité de séquence avec le composant C4 du
complément murin, mais qui ne possede pas d’activité C4. Son promoteur contient
trois HRE, et il a été démontré que HRE 2 est spécifique des androgenes (Adler et al,
1992).

Le C3(1)ARE, est une séquence présente en amont du gene codant pour le
complément C3, cette séquence est reconnue par le RA mais également par d’autres
récepteurs stéroidiens et de ce fait n’est pas considérée comme spécifique du RA

(Claessens et al, 2001).
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Des cellules CV-1 ont été co-transfectées transitoirement par les vecteurs
d’expression du RA sauvage ou des RA mutant, ainsi qu’avec une des constructions
de genes rapporteurs décrites ci-dessus, puis stimulées par 100 nM de DHT. Dans ces
conditions, la construction contenant le motif C3(1)ARE, de haute affinité mais non
spécifique du RA, est induite 1,6 fois plus avec le RA mutant T575A par rapport au RA
sauvage (figure 50 A). En revanche, les éléments de réponse de haute affinité et
spécifiques du RA tels que pbARE2, scARE1.2 et slpHRE2 présentent une réponse
inférieure avec le RA mutant T575A comparé au RA sauvage apres stimulation par
100 nM de DHT (figure 50 B). En effet, ppbARE2 est induit 3 fois par 100 nM de DHT
avec le RA sauvage, mais seulement 2 fois avec le RA mutant T575A. De méme,
scARE1.2 et slpHRE2 sont induits respectivement 8 et 10 fois par 100 nM de DHT
avec le RA sauvage, mais seulement 2 et 5 fois avec le RA T575A. En utilisant un
promoteur de faible affinité mais spécifique du RA : scARE, le RA sauvage stimulé
par 100 nM de DHT induit une activité transcriptionnelle modérée (4 fois), alors
qu'en présence du RA mutant T575A l'induction est encore plus faible (2 fois)

(figure 50 C).
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Figure 50 : La mutation T575A modifie la spécificité de reconnaissance des
éléments de réponse aux hormones du récepteur des androgénes.

Les trois histogrammes présentent Lactivité luciférase (en unités arbitraires) obtenue apres
transfection des cellules CV-1 avec les vecteurs d’expression du RA sauvage ou des RA
mutants, ainsi qu'avec les plasmides suivants : C3(1)ARE-Luc de haute affinité et non
spécifique du RA (A), pbARE2, scARE1.2 ou slpHRE2-Luc de haute affinité mais spécifique
du RA (B), ou encore avec scARE-Luc de faible affinité et spécifique du RA (C).

Les cellules ont été traitées avec de léthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de stéroides pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés
en triplets + écart-type.
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Tous ces résultats indiquent que le RA mutant T575A présente une activité
transcriptionnelle plus forte que le RA sauvage sur des promoteurs contenant des
éléments de réponse non spécifiques des androgenes, comme les promoteurs MMTV
et C3(1), mais en revanche plus faible sur les HRE spécifiques du RA. Ces résultats
confirment les précédents obtenus en présence des promoteurs MMTV et PSA 61.
Tout ceci suggere que la mutation T575A pourrait modifier la spécificité du RA pour
les HRE. D’autre part, des tests complémentaires de retardement sur gel réalisés au
laboratoire par Mlle Monika Jagla ont par ailleurs indiqué que ces différences
d’activation transcriptionnelle s’expliquent par une plus forte fixation de la protéine

entiere T575A sur les HRE non spécifiques (Monge et al, 2006).

Jusque 13, il était admis que seuls les acides aminés de la boite P intervenaient
dans la reconnaissance de ’ADN. Or dans notre cas, la mutation T575A est située
juste avant la boite P et semble jouer un réle important dans la spécificité d’action du
RA. De plus, il a été montré que le changement d'un acide aminé dans le récepteur
des glucocorticoides (substitution d'une glycine en valine en position 437,
correspondant a la position 568 dans le RA) entraine une discrimination du
promoteur différente (Necela et Cidlowski, 2004). Cette observation confirme notre
étude dans le fait que les acides aminés de la boite P ne seraient probablement pas les

seuls a permettre la discrimination des différents promoteurs.

2. Impact de la double mutation T575A/T877A sur les activités

transcriptionnelles du récepteur des androgéenes

Il est établi que la mutation T877A, présente dans le LDB, permet au RA d’étre
activé par des hormones autres que ses ligands habituels. Afin de connaitre les effets
des deux mutations combinées T575A et T877A, les capacités d’activation
transcriptionnelle du RA double mutant T575A/T877A ont été étudiées en présence
du promoteur MMTV, sur lequel le RA mutant T575A est trés actif, et de
17a-hydroxyprogestérone, un stéroide endogene pour lequel le RA mutant T877A

présente une affinité tres grande comparée au RA sauvage. Les cellules CV-1 sont
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donc co-transfectées avec le plasmide pMMTV-Luc et le plasmide d’expression du RA
sauvage, ou de lI'un des RA mutants T575A, T877A, ou Ts575A/T877A. Cette
transfection est suivie d'une stimulation hormonale par de I’éthanol ou par 100 nM
de 17a-hydroxyprogestérone. La figure 51 représente le taux d’induction obtenu suite
a cette stimulation hormonale. En présence du RA sauvage et du RA mutant T575A
dont le LBD est normal, aucune induction significative n’est observée. En revanche,
en présence du RA mutant T877A la 17a-hydroxyprogestérone entraine une
augmentation de l'activité luciférase de 6 fois. Cependant, le RA double mutant

T575A/T877A conduit a une induction encore plus forte de pres de 36 fois.
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Figure 51 : La double mutation T575A/T877A conféere de nouvelles propriétés
au récepteur des androgenes double mutant.

L’histogramme indique le pourcentage d’induction de Uactivité luciférase, obtenu suite a une
stimulation par 100 nM de 17a-hydroxyprogestérone (pendant 48h dans un milieu
dépourvu de stéroides). La stimulation a été réalisée apres transfection des cellules CV-1
par les vecteurs d’expression du RA sauvage ou des RA mutants, ainsi qu'avec le plasmide
pMMTV-Luc.

L’induction est calculée par rapport a Uactivité trouvée dans les cellules traitées par de
léthanol. Les données représentent la moyenne de tests réalisés en triplets + écart-type.
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Ces résultats semblent indiquer que les deux mutations T575A et T877A
cooperent pour donner de nouvelles propriétés au RA double mutant T575A/T877A.
La mutation T877A permet d’'une part d’élargir le spectre de sensibilité a des
hormones autres que les androgénes, et la mutation T575A quant a elle modifie la

spécificité du récepteur pour les HRE (Monge et al, 2006).

C. Etude des mutations T575A et T575A/T877A dans une lignée

cellulaire de cancer de la prostate

1. Effet de la mutation T575A sur les activités transcriptionnelles
du RA.

Les résultats obtenus dans les cellules CV-1 indiquent une différence de
reconnaissance des HRE deés lors que le RA porte la mutation T575A, en comparaison
au RA sauvage.

Par la suite, notre but a été de voir ce qu’il se passait dans un contexte
prostatique en présence du RA mutant T575A. A cette fin, les mémes expériences
d’activation transcriptionnelle que celles effectuées dans les cellules CV-1 ont été
réalisées dans la lignée cellulaire LNCaP. Il s’agit d’'une lignée humaine de cancer de
la prostate. Ces cellules sont toujours dépendantes des androgénes, et expriment un
RA nommé RA endogéne par la suite. Ce dernier présente la mutation T877A dans
son LBD. Du fait de la présence d'un RA endogene dans ces cellules, lors des
expériences décrites par la suite, un contréle transfecté dans les mémes conditions
que les tests a systématiquement été réalisé. Ce controle, noté C3, correspond au
plasmide d’expression du RA vide. Ce contréle nous permet de vérifier le niveau
d’expression de base des cellules dii au RA endogéene en réponse a la stimulation
hormonale.

Les cellules LNCaP sont co-transfectées avec un plasmide d’expression du RA
sauvage ou du RA mutant T575A ou avec le plasmide C3, et avec une construction
contenant un promoteur répondant aux hormones tel que les constructions

PSA 61-Luc ou MMTV-Luc dans lesquels un gene rapporteur luciférase est placé
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respectivement sous le contréle d’HRE spécifiques du RA (ARE) ou d’HRE non
spécifiques du RA (GRE).

A Tinverse de ce qui a été observé dans les cellules CV-1, les tests luciférase
dans les cellules prostatiques LNCaP indiquent que le RA mutant T575A présente
toujours une activité transcriptionnelle supérieure comparé au RA sauvage,
indépendamment des HRE testés (figure 52). En effet, dans les deux cas, le RA
sauvage présente une activité transcriptionnelle plus faible que celle du RA T575A,

différant ainsi des résultats obtenus dans les cellules CV-1.
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Figure 52 : La mutation T575A dans le domaine de liaison a I’ADN du récepteur
des androgénes augmente son activité transcriptionnelle dans une lignée
cellulaire prostatique.

Les deux histogrammes présentent lactivité luciférase (en unités arbitraires, UA) obtenue
apres transfection des cellules LNCaP avec les vecteurs d’expression du RA sauvage ou des
RA mutants, ainsi qu’avec le plasmide rapporteur pMMTV-Luc (A) ou PSA 61-Luc (B).

Les cellules ont été traitées avec de lUéthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de stéroides pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés
en triplets + écart-type.
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Par la suite, afin de confirmer ces résultats, les capacités d’activation
transcriptionnelle du RA sauvage et du RA mutant T575A ont été analysées dans les
cellules LNCaP a partir de promoteurs minimum. Ces constructions consistent en
une boite TATA précédée de deux ou quatre répétitions de I’élément de réponse aux
hormones, le tout disposé en amont du gene rapporteur luciférase. Les HRE utilisés
dans cette étude sont GREcs et STAT-GRE pour les éléments non spécifiques des
androgenes, et ARE PSA ainsi que scARE1.2 pour les éléments spécifiques.

Comme indiqué dans la figure 53, nous n’observons aucune différence entre
les activités transcriptionnelles du RA mutant T575A et celles du RA sauvage sur les
promoteurs minimum étudiés. Ainsi, que ce soit a partir d’HRE spécifiques des
androgenes, ou ’'HRE non spécifiques des androgenes, ’activation transcriptionnelle
induite par le RA sauvage est équivalente a celle induite par le RA mutant T575A. La
plus forte activité observée en présence du RA T575A sur le promoteur minimum
sTAT-GRE n’est pas significative en raison de la barre d’erreur. Ces résultats different

de ceux obtenus a partir des promoteurs entiers MMTV-LTR et PSA 61.
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Figure 53 : La mutation T575A n’influence pas l'activation transcriptionnelle
du récepteur des androgéenes a partir de promoteurs minimum.

Les deux histogrammes présentent U'activité luciférase (en unités arbitraires) obtenue apres
transfection des cellules LNCaP avec les vecteurs dexpression du RA sauvage ou du RA
mutant T575A, ainsi qu'avec les plasmides rapporteurs luciférase contenant un promoteur
minimum spécifique (A) ou non spécifique (B) des androgénes.

Les cellules ont été traitées avec de léthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de stéroides pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés
en triplets + écart-type.
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Pris ensemble, nos résultats indiquent que :

» La mutation T575A semble affecter la liaison du RA a 'ADN en augmentant
lactivité transcriptionnelle du RA a partir de promoteurs non spécifiques du
RA.

» Limpact de la mutation T575A dépend du contexte cellulaire car dans une
lignée de CaP, le RA mutant T575A est toujours plus actif ou au moins aussi

actif que le RA sauvage.

Ces résultats suggerent que des cofacteurs pourraient interagir différemment
avec le RA sauvage et avec le RA mutant T575A de maniere a moduler I'activité du
RA, ce qui expliquerait les différences observées dans nos tests.

En effet, les lignées cellulaires de rein de singe et de prostate humaine ne
présentent pas le méme profil d’expression de cofacteurs interagissant avec le RA. Les
résultats obtenus ici suggerent que certains cofacteurs doivent étre recrutés
différemment par le RA sauvage en comparaison au RA mutant T575A, ce qui résulte
en une modulation différente des activités du RA. Cette hypothéese est appuyée par les
tests d’activation transcriptionnelle a partir de promoteur minimum dans les LNCaP,
ou la simple présence des HRE ne suffit pas au RA T575A pour entrainer une
activation transcriptionnelle plus importante. De plus, les promoteurs des genes
cibles contiennent des sites de fixation pour de nombreux facteurs notamment pour
des cofacteurs, sites qui sont absents de ces constructions minimales.

Le niveau d’expression de certains cofacteurs du RA pourrait expliquer les
différences observées entre les deux lignées. La mutation T575A pourrait affecter le
recrutement de certains cofacteurs jouant un role important pour les activités du RA.
Les interactions du RA sauvage et du RA mutant T575A avec certains cofacteurs

seront analysées par la suite.
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2. Effet de la double mutation T575A/T877A sur les activités
transcriptionnelles du RA

Comme réalisé dans la lignée CV-1 (figure 51), jai regardé si les deux
mutations T575A et T877A pouvaient coopérer afin d’augmenter les activités
transcriptionnelles du RA dans la lignée cancéreuse prostatique LNCaP.

Nous avons vu que le RA mutant T575A activé par la DHT est tres actif sur le
promoteur MMTV, et que le RA T877A posséde une grande affinité pour la
17a-hydroxyprogestérone. Ainsi, les activités transcriptionnelles du RA double
mutant T575A/T877A sur le promoteur MMTV ont été étudiées dans les cellules
LNCaP en présence de 17a-hydroxyprogestérone.

Les cellules LNCaP sont donc co-transfectées avec le plasmide pMMTV-Luc et
le plasmide d’expression du RA sauvage, ou de I'un des RA mutants T575A, T877A, ou
T575A/T877A. Cette transfection est suivie d’'une stimulation hormonale par de
I’éthanol ou par 100 nM de 17a-hydroxyprogestérone.

La figure 54 représente le taux d’induction obtenu suite a cette stimulation
hormonale. Comme dans les cellules CV-1, en présence du RA sauvage et du RA
mutant T575A dont le LBD est normal, aucune induction significative n’est observée.
En revanche, en présence du RA mutant T877A la 17a-hydroxyprogestérone entraine
une augmentation de l'activité luciférase 3,6 fois plus forte que celle du RA sauvage. A
la différence des cellules CV-1, le RA mutant T575A/T877A ne conduit pas a une
induction plus forte que celle du RA T877A dans les cellules LNCaP. En effet, le RA

double mutant n’entraine qu'une induction 3,2 fois supérieure a celle du RA sauvage.
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Figure 54 : Les deux mutations T575A et T877A ne coopérent pas dans la lignée
prostatique LNCaP.

L’histogramme indique le pourcentage d’induction de Uactivité luciférase, obtenu suite a une
stimulation par 100 nM de 17a-hydroxyprogestérone (pendant 48h dans un milieu
dépourvu de stéroides). La stimulation a été réalisée apres transfection des cellules LNCaP
par les vecteurs dexpression du RA sauvage ou des RA mutants, ainsi qu’avec le
PMMTV-Luc. Linduction est calculée par rapport a lactivité trouvée dans les cellules
controles traitées par de l'éthanol.

Bien qu’il n'y ait pas de coopérations entre les deux mutations dans la lignée
LNCaP, nous voyons dans ces cellules un impact majeur de la mutation T575A en
présence de son ligand naturel, la DHT. En effet, la présence de cette mutation T575A
augmente les activités transcriptionnelles du RA mutant sur des promoteurs

spécifiques ou non spécifiques des androgenes.
Les activités transcriptionnelles étant modifiées en fonction du RA présent

dans la cellule, nous avons ensuite voulu vérifier si cette différence d’activité se

répercute sur I'expression de genes cibles du RA.
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3. Effet de la mutation T575A sur I'expression de deux genes cibles

du récepteur des androgénes

Afin de corréler les fortes activités transcriptionnelles du RA mutant T575A a
une variation de I'expression de genes cibles dans les cellules LNCaP, I'impact de la
mutation sur le niveau d’expression de deux genes cibles du RA a été analysé par
transcription inverse suivie d’'une réaction de polymérase en chaine (RT-PCR).

Le premier geéne cible étudié a été le gene de I’Antigene Spécifique de la
Prostate (Prostate Specific Antigen ou PSA). Cette protéine est un marqueur du CaP,
et sa production est connue pour étre sous le controle des androgenes. Le deuxieme
gene analysé est le géne TMPRSS2. Ce géne code pour une protéine appartenant a la
famille des sérines protéases, et contient un domaine transmembranaire de type II. Il
a été démontré que ce gene est sur-régulé dans les cellules de CaP par les hormones
androgéniques, et que au contraire dans les tissus cancéreux androgéno-indépendant

ce gene est sous-régulé.

a. Géne PSA

Les ARN de cellules LNCaP exprimant le RA sauvage, le RA mutant T575A,
T877A, ou T575A/T877A en fusion avec TEGFP, ont été isolés et convertis en ADNCc,
puis amplifiés par la suite par PCR a I'aide d’amorces spécifiques.

Le niveau d’expression des genes [-actine et RA endogene a servi de controle
interne. Une amplification spécifique de 'EGFP a servi de controle de transfection.
Comme représenté sur la figure 55 A, le niveau d’expression des genes de fusion
EGFP-RA est équivalent. L'intensité de I'expression du gene PSA est calculée en
tenant compte du niveau d’expression de la B-actine pour chaque condition, comme

indiqué dans la partie « Matériels et Méthodes ».

Les résultats obtenus nous indiquent une forte induction du géne PSA de
47,2% en présence de 100 nM de DHT dans les cellules transfectées par le plasmide
controle C3 (figure 55). De plus, lorsque les cellules LNCaP sont transfectées par les

quatre plasmides d’expression du RA, un niveau d’expression du PSA plus élevé en
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présence d’éthanol est observé (figure 55 B), ce bruit de fond est probablement di a la
présence des RA transfectés.

Comme indiqué dans la figure 55 A et 55 B, en présence du RA sauvage,
I'induction du PSA observée est de 28,9% et atteint 38,2% en présence du RA T575A.
En présence du RA mutant T877A, a cause d’'un bruit de fond élevé en présence
d’éthanol, 'expression du gene PSA est faiblement induite par la DHT avec 6,5%
d’induction, mais atteint 20,4% en présence du RA mutant T575A/T877A et de
100 nM de DHT. En réalité, I'expression du PSA est due a un effet combiné des deux
mutations : la mutation T575A augmente l'expression du PSA mais puisque la
mutation T877A la diminue, le RA double mutant entraine une activation
intermédiaire, et donc environ équivalente a celle induite par le RA sauvage.

Ces résultats indiquent une différence entre le RA sauvage et le RA mutant
T575A au niveau du controéle de la transcription du gene PSA. Par la suite nous avons
voulu vérifier si la mutation T575A avait également un impact au niveau de la
sécrétion de la protéine PSA. Ainsi, I’évolution du taux du PSA en présence des
différents RA a I'aide du test ELISA a été analysée. Le niveau de sécrétion du PSA a
été mesuré a partir du milieu provenant des cultures cellulaires de LNCaP juste avant
I'extraction ’ARN. Comme représenté dans la figure 55 C, apres stimulation par
100 nM de DHT, le niveau d’expression du PSA est augmenté de 4,2% en présence du
RA Ts75A. Cette augmentation est seulement de 3,5%, de 4,1% ou de 3, 7% en
présence respectivement du RA sauvage, T877A ou T575A/T877A. Ainsi ces résultats
indiquent que les mutations n’entrainent pas d’effet majeur sur la sécrétion du PSA.

Dans nos conditions expérimentales, le faible taux de cellules LNCaP
transfectées (environ 15%) pourrait expliquer les faibles variations observées tant au

niveau de I’expression du PSA que de la sécrétion de la protéine.
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Figure 55 : Le géne PSA est sur-exprimé en présence du récepteur des
androgenes T575A.

Les cellules LNCaP ont été co-transfectées avec les vecteurs d’expression pour les protéines
de fusion EGFP-RA sauvage, T575A, T877A ou T575A/T877A ou un plasmide vide (C3). Ces
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cellules sont traitées avec de l'éthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT pour 48h dans un milieu
dépourvu de stéroides. Les ARN ont été ensuite extraits, rétro-transcrits et amplifiés par
PCR (A), et les intensités des bandes obtenues pour chaque récepteur correspondant au géne
PSA sont indiquées en tenant compte des valeurs obtenues pour la f-actine (B). Les
surnageants des cellules ont été récoltés et testés pour la sécrétion de PSA par la méthode
ELISA (C). Les cellules transfectées avec le plasmide vide C3 ne permettent pas d’amplifier
UEGFP car 'amorce anti-sens s’hybride dans le RA. Le pourcentage d’induction par la DHT
100 nM pour chaque plasmide est indiqué sur les graphiques.

L’ensemble de ces résultats indique que le RA mutant T575A semble
augmenter l'expression du PSA dans les cellules transfectées. Cependant, ces
résultats devraient étre confirmés en reproduisant ces expériences a partir de cellules

exprimant de facon stable les différents RA.

Cette hypothése est étayée par une étude d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) montrant que le RA mutant T575A est capable de former des
complexes sur 'ADN de maniére plus stable que le RA sauvage, puisqu’il est
fortement recruté au niveau du PSA-ARE I comparé au RA sauvage méme en

présence d’un antagoniste (Jagla, 2007b).

b. Géne TMPRSS2

L’expression d'un deuxieme geéne cible du RA, le géne TMPRSS2, a été
analysée dans le but d’observer si le RA T575A est capable d’influencer I'expression
d’autres genes cibles. Une RT-PCR a été réalisée a partir des ARN isolés de cellules
LNCaP transfectées avec le RA sauvage ou avec le RA mutant T575A avec des amorces
spécifiques de ce géne. Comme indiqué dans la figure 56, en présence du plasmide
C3, une induction de 28,7% de l'expression du TMPRSS2 est observée. Cette
induction provient du RA endogene des cellules LNCaP. En présence du RA sauvage,
une augmentation de 36,8% de I'induction du gene TMPRSS2 est visible. Cette plus

forte induction observée serait due au RA sauvage. En revanche, en présence du RA
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T575A, une induction par la DHT 100 nM plus faible que celle obtenue pour le
controle C3 est observée (23%).

Comparé au RA sauvage, le résultat observé en présence du RA T575A suggere
que ce RA mutant est soit inactif sur ce promoteur, soit qu’il entraine une inhibition

de I'expression du gene TMPRSS2.

A. RA RA
sauvage TS575A C3
r = Y4 : Y4 & A\
100nM DHT : - + - + - +

WEtOH wDHT100nM

B. 6000 -

36,8 %
5000 - 23% 28,7 %

4000 -

3000 -

Intensité (UA)

2000

1000

RAsauvage RAT575A C3

Figure 56 : Le niveau d’expression du géne TMPRSS2 n’est pas augmenté par la
mutation T575A.

Les cellules LNCaP ont été co-transfectées avec les vecteurs dexpression pour le RA
sauvage, T575A ou un plasmide vide (C3). Ces cellules sont traitées avec de l'éthanol (EtOH)
ou 100 nM de DHT pour 48h dans un milieu dépourvu de stéroides. Les ARN ont été ensuite
extraits, rétro-transcrits et amplifiés par PCR (A), et les intensités des bandes obtenues pour
chaque récepteur correspondant au gene PSA sont indiquées (B). Le pourcentage
d’'induction par la DHT 100 nM pour chaque plasmide est indiqué sur les graphiques.
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Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont également été
réalisées afin d’étudier I'occupation du site ARE I (localisé en position -770 pb) du
promoteur du gene TMPRSS2. Elles indiquent qu’en présence de DHT, le RA mutant
T575A est plus fortement recruté au niveau de ce site ARE I en comparaison au RA

sauvage.

Ce résultat indique que le RA mutant T575A ne serait pas inactif puisqu’il est
capable de se fixer sur le promoteur de ce gene TMPRSS2. Ainsi, la mutation T575A
semble plutot entrainer une inhibition du gene TMPRSS2. Ce résultat reste a

confirmer dans une lignée exprimant de maniere stable les différents récepteurs.

Ainsi, malgré le fait que le promoteur de ce gene soit mieux reconnu par le RA
mutant T575A (résultat du ChIP), cela ne meéne pas a une augmentation de
I’expression de ce gene. Au contraire, cette plus forte fixation semblerait plut6t

entrainer une inhibition de ce gene.

Cependant, une étude récente indique que sur les cinq sites ARE présents au
niveau du promoteur TMPRSS2, le site ARE V présent en position -13,5 kb par
rapport au site d’initiation de la transcription serait le site le plus important pour
I'induction de I'expression de ce géne par le RA sauvage (Wang et al, 2007) ; (figure
18).

Les expériences menées précédemment en présence de ’ARE I doivent donc

étre reproduites en ciblant ce site ARE V.

Les différences d’expression des genes PSA et TMPRSS2 observées en présence
du RA Ts575A pourraient s’expliquer par une reconnaissance différente des sites
potentiels de liaison du RA. En effet, le RA sauvage ne permet d’activer que certains
de ces sites localisés le long du génome. Il est possible que la présence de la mutation
T575A au sein du RA permette a ce dernier de reconnaitre d’autres sites de liaison au
niveau des régions activatrices de genes cibles. Cela pourrait expliquer les différences
observées dans nos expériences, ou le RA mutant T575A est capable d’augmenter
Iexpression du gene PSA, et au contraire de diminuer I'expression du gene
TMPRSS2.
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D’apres cette hypothése, on ne peut pas exclure une expression génique
différentielle en présence du RA mutant T575A. En effet, il est possible que d’autres
genes cibles du RA voit leur niveau d’expression modifié en présence du RA mutant
T575A. Cependant, tous les génes cibles du RA ne sont pas forcément affectés par

cette mutation.

4. Impact de la mutation T575A sur le recrutement de cofacteurs

par le récepteur des androgenes

Il a déja été reporté qu'une mutation du RA pouvait changer les interactions du
RA avec ses cofacteurs, comme l'exemple de la mutation T877A qui modifie les
interactions du RA mutant avec le co-répresseur NCoR (Berrevoets et al, 2004). En
effet, suite a la liaison d’'un anti-androgene sur le RA mutant T877A, un changement
conformationnel altéré par rapport au RA sauvage a lieu, qui semble empécher le
recrutement correct de NCoR a cause de la présence de cette mutation T877A. En
conséquence, NCoR ne peut jouer son role de co-répresseur sur ce RA, et cela permet

donc a un anti-androgéne d’agir comme un fort agoniste.

Les résultats des études sur les activités transcriptionnelles du RA décrites
précédemment suggerent que des cofacteurs pourraient interagir d'une maniere
différente avec le RA sauvage ou avec le RA mutant T575A afin de moduler I'activité
du RA.

D’autre part, le DBD du RA étant le siége d’interactions avec des cofacteurs, j’ai
voulu vérifier si les fortes activités transcriptionnelles du RA T575A n’étaient pas

dues a des interactions modifiées avec certains co-régulateurs.

Pour valider cette hypothese, des expériences de co-localisation du RA T575A
avec les co-activateurs SRC-2 et SRC-3, ainsi qu’avec le co-répresseur NCoR ont été
réalisées en microscopie confocale.

Pour cela, des cellules LNCaP ont été transfectées avec le plasmide
d’expression du RA en fusion avec 'EGFP (enhanced green fluorescent protein) :

pEGFP-RA sauvage, pEGFP-RA Ts575A ou avec le plasmide vide controle
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(pEGFP-C3). Les résultats obtenus avec ce contréle ne seront pas montrés ici
puisqu’ils confirment que I'expression de la protéine EGFP seule n’influence pas la
localisation des cofacteurs.

Les cellules ont été traitées avec de 1’éthanol (EtOH), 100 nM de DHT, ou
encore 1 UM de Casodex dans I’étude avec NCoR. La co-localisation des deux RA avec
les cofacteurs a été mise en évidence par lutilisation d’anticorps primaires
spécifiques des cofacteurs endogenes aux cellules LNCaP, et dun anticorps
secondaire couplé au fluorochrome Cys. Un controle isotypique a également été
effectué attestant la spécificité de 'immunofluorescence observée pour les différents
cofacteurs (figure 57 A). Le noyau des cellules présentes dans le champ est visualisé

en bleu grace a un marquage par le Hoechst.

Le RA sauvage, ainsi que le RA mutant T575A sont visualisés tous deux en vert
en conséquence de leur fusion avec la protéine EGFP. Comme indiqué dans la
figure 57, en présence d’EtOH, les RA sauvage et mutant T575A sont localisés
principalement dans le cytoplasme des cellules. En revanche, en présence de DHT,
ces RA présentent une localisation exclusivement nucléaire.

La fluorescence rouge correspond au marquage du co-activateur SRC-2, qui est
a la fois cytoplasmique et nucléaire, et ceci en présence ou en absence d’hormone
(figure 57 B).

La co-localisation de SRC-2 et de 'EGFP-RA sauvage ou EGFP-RA T575A est
représentée en jaune sur la figure, résultant de la superposition des fluorescences
rouge et verte. Comme représenté sur la figure 57 B, aucune différence de

co-localisation n’est observée entre SRC-2 et le RA sauvage ou le RA mutant T575A.

L’étude avec SRC-3 indique que le signal correspondant a SRC-3 est faible et
diffus au niveau des cellules non transfectées, mais qu’il est beaucoup plus intense au
niveau du noyau des cellules transfectées (figure 58). Ceci suggere une redistribution
nucléaire de ce co-activateur en présence d'un RA transfecté. Toutefois, la mutation
T575A ne semble pas influencer cette redistribution nucléaire de SRC-3.

De plus, aucune différence de co-localisation n’est observée entre le

co-activateur SRC-3 et le RA sauvage ou le RA mutant T575A (figure 58).
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La mutation T575A ne semble donc pas influencer la co-localisation du RA

avec ces deux co-activateurs.

La co-localisation des RA sauvage et RA mutant T575A avec le co-répresseur
NCoR a également été observée (figure 59).

En présence d’éthanol et de DHT, NCoR présente une localisation cellulaire
diffuse dans I'ensemble de la cellule, avec une expression plus importante au niveau
des nucléoles, a la fois dans les cellules transfectées avec le RA sauvage ou le RA
T575A, mais aussi dans les cellules non transfectées voisines. De méme, en présence
de Casodex, NCoR est majoritairement localisé au niveau des nucléoles en présence
du RA sauvage ou dans les cellules voisines non transfectées. En revanche, dans les
cellules transfectées avec le RA T575A, NCoR est redistribué au niveau de ’ensemble
du noyau de ces cellules, mais reste exclusivement au niveau des nucléoles dans les
cellules voisines non transfectées. Ces résultats suggerent que la mutation T575A
pourrait avoir un impact sur le recrutement de ce co-répresseur en présence d’'un

antagoniste.

Pour conclure sur ces expériences de co-localisation avec les cofacteurs SRC-2,
SRC-3 et NCoR, aucune différence de co-localisation du RA mutant avec chacun de
ces co-régulateurs n’a pu étre observée par rapport au RA sauvage excepté pour

NCoR en présence du RA mutant T575A et de Casodex.

Cependant, bien qu'une différence entre les deux RA soit observée pour NCoR,
les différences d’activité transcriptionnelle observées dans les tests précédents en
présence de DHT ne s’expliquent pas par une interaction modifiée avec ces deux
co-activateurs, mais s’expliqueraient probablement plut6t par une liaison plus stable
du RA mutant T575A avec ’TADN.
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A. Hoechst Superposition

Cellules non
transfectées /
Isotype
B. Superposition

Hoechst EGFP/CY5

pEGFP-AR wt

> EtOH

pEGFP-AR T575A

pEGFP-AR wt

DHT
100nM

pEGFP-AR T575A

Figure 57: Etude de la co-localisation de SRC-2 par le récepteur des
androgenes sauvage ou mutant T575A.

Les cellules LNCaP sont transfectées avec l'un des plasmides pEGFP-AR. Quarante huit
heures apres transfection, les cellules sont fixées et les noyaux, visibles en bleu, sont
marqués au Hoechst 33258. La fluorescence verte correspond a la protéine de fusion EGFP,
le co-activateur SRC-2 est visualisé en rouge suite au marquage avec Uanticorps secondaire
couplé au CY3, et la couleur jaune correspond a la superposition des canaux EGFP et CY5.
A. Controle isotypique réalisé avec un IgG de lapin, barre=10uM.

B. Etude de la co-localisation du RA sauvage (wt) et du RA T575A avec le co-activateur
SRC-2, barre = 10uM. Les images ont été acquises a l'aide du microscope confocal Leica SP2
UV AOBS.
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Superposition
Hoechst EGFP CY5 EGFP /CY5

pEGFP-AR wt

> EtOH

pEGFP-AR T575A

pEGFP-AR wt

DHT
100nM

pEGFP-AR T575A

Figure58 : Etude de la co-localisation de SRC-3 par le récepteur des
androgenes sauvage ou mutant T575A.

Les cellules LNCaP sont transfectées avec l'un des plasmides pEGFP-AR. Quarante huit
heures apres transfection, les cellules sont fixées et les noyaux, visibles en bleu, sont
marqués au Hoechst 33258. La fluorescence verte correspond a la protéine de fusion EGFP,
le co-activateur SRC-3 est visualisé en rouge suite au marquage avec l'anticorps secondaire
couplé au CY5, et la couleur jaune correspond a la superposition des canaux EGFP et CY5.
Barre = 10uM. Les images ont été acquises a l'aide du microscope confocal Leica SP2 UV
AOBS.
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Superposition
Hoechst EGFP CY5 EGFP/CYS5

pEGFP-AR wt

> EtOH

pEGFP-AR T575A

pEGFP-AR wt

DHT
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pEGFP-AR T575A

pEGFP-AR wt
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1uM

pEGFP-AR T575A

Figure 59: Etude de la co-localisation de NCoR par le récepteur des
androgenes sauvage ou mutant T575A.

Les cellules LNCaP sont transfectées avec l'un des plasmides pEGFP-AR. Quarante huit
heures apres transfection, les cellules sont fixées et les noyaux, visibles en bleu, sont
marqués au Hoechst 33258. La fluorescence verte correspond a la protéine de fusion EGFP,
le co-répresseur NCoR est visualisé en rouge suite au marquage avec l'anticorps secondaire
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couplé au CY5, et la couleur jaune correspond a la superposition des canaux EGFP et CY5.
Barre = 10uM. Les images ont été acquises a l'aide du microscope confocal Leica SP2 UV
AOBS.

Dans le but de confirmer les résultats d'immunofluorescence, des études
d’activation transcriptionnelle en présence des cofacteurs cités ci-dessus ont été
réalisées. Pour cela, des cellules LNCaP ont été co-transfectées par trois plasmides. Il
s’agit d'un plasmide d’expression du RA sauvage, du RA mutant T575A ou le
plasmide C3 ; d'un plasmide codant pour 'un des cofacteurs suivant : SRC-2, SRC-3
ou NCoR ; et d’'une construction contenant le gene rapporteur luciférase en aval d'un
promoteur répondant aux hormones, a savoir les constructions PSA 61-Luc ou
MMTV-Luc. Le plasmide codant pour la B-galactosidase (-gal) a été utilisé comme
controle afin d’avoir la méme quantité ’ADN pour toutes les conditions.

Comme indiqué sur la figure 60 A, sur le promoteur non spécifique des
androgénes MMTYV, le co-activateur SRC-2 et le co-répresseur NCoR ne modifient pas
les activités transcriptionnelles du RA sauvage et du RA mutant T575A. En revanche,
SRC-3 augmente les activités transcriptionnelles ligand-dépendantes des deux
récepteurs, avec un effet similaire.

Globalement, le profil observé pour chaque récepteur en présence des
différents cofacteurs est identique sur le promoteur non-spécifique des androgenes
MMTV.

Le cofacteur SRC-3 a également un impact sur les activités du RA endogene.
En effet, en présence du plasmide contréle C3, une augmentation de lactivité
luciférase en présence de SRC-3 est observée, correspondant a lactivité du RA

endogene des cellules LNCaP.

Sur le promoteur spécifique des androgénes PSA 61, le profil global
d’activation transcriptionnelle est le méme pour les deux récepteurs. En effet, sur ce
promoteur, le co-répresseur NCoR ne semble pas influencer les activités
transcriptionnelles des deux récepteurs, alors que SRC-2 semble diminuer
uniquement leurs activités transcriptionnelles ligand-dépendantes (figure 60 B). En

effet, en présence d’éthanol aucune variation n’est observée. Comme sur le promoteur
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MMTYV, les activités transcriptionnelles ligand-dépendantes du RA endogene, mais
aussi des RA sauvage et muté transfectés sont augmentées en présence d’une
sur-expression de SRC-3 sur ce promoteur PSA 61. Une nette augmentation des
activités luciférase en présence d’éthanol au niveau des cellules sur-exprimant SRC-3
est également observée.

Les résultats obtenus en absence de ligand suggerent que SRC-3 conduirait a
une augmentation des activités transcriptionnelles ligand-indépendantes du RA.
Toutefois, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette

hypothese.
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Figure 60 : Activité transcriptionnelle des récepteurs des androgénes sauvage
et mutant T575A en présence de trois cofacteurs.

Les deux histogrammes présentent Lactivité luciférase (en unités arbitraires, UA) obtenue
apres transfection des cellules LNCaP avec les vecteurs dexpression du RA sauvage ou du
RA mutant T575A, ou le plasmide contréle C3; avec un plasmide codant pour les
co-activateurs SRC-2 et SRC-3 ou le co-répresseur NCoR, ainsi qu'avec le plasmide
rapporteur pMMTV-Luc (A) ou PSA 61-Luc (B).

Les cellules ont été traitées avec de lUéthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de stéroides pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés
en triplets + écart-type.
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Les résultats des tests d’activation transcriptionnelle dans les cellules LNCaP
en présence des cofacteurs vont dans le méme sens que les résultats observés en
immunofluorescence. En effet, bien que la sur-expression des deux co-activateurs
SRC-2 et SRC-3 et du co-répresseur NCoR ait une action spécifique sur les activités
transcriptionnelles du RA, la mutation T575A ne semble pas modifier I'impact de ces

cofacteurs sur le RA.

5. Conclusion des études fonctionnelles

L’ensemble des données obtenues lors de I’étude fonctionnelle du RA mutant
T575A/T877A et du RA mutant T575A nous indiquent que la présence de la mutation
T575A au sein du RA modifie les propriétés fonctionnelles de ce dernier.

Nous avons ainsi observé que la mutation T575A semble altérer la capacité de
reconnaissance et de liaison a ’ADN du récepteur portant cette mutation. En effet,
dans la lignée cellulaire CV-1, la présence de la mutation T575A augmente les
activités transcriptionnelles du RA mutant sur les promoteurs contenant des
éléments de réponse non spécifiques des androgenes, et au contraire diminue les
capacités d’activation transcriptionnelle du RA mutant a partir de promoteurs
spécifiques du RA.

D’autre part, la présence de la mutation T575A au sein du RA n’entraine pas
les mémes conséquences en fonction de la lignée cellulaire testée. En effet, dans la
lignée prostatique LNCaP, la présence de la mutation T575A augmente les activités
transcriptionnelles du RA mutant a la fois sur les promoteurs contenant des éléments
de réponse spécifiques des androgenes et non spécifique des androgenes.

Nous avons vu que cet effet n’était pas dit a un recrutement différent des
cofacteurs SRC-2, SRC-3 et NCoR par le RA mutant, mais plutét a une liaison altérée
au niveau du promoteur des genes cibles. Cette modification de la liaison au
promoteur de genes cibles entrainerait une variation d’expression de ces derniers.
Cependant, bien que le RA mutant T575A se fixe de maniére plus importante et plus
stable que le RA sauvage au niveau du promoteur des génes cibles PSA et TMPRSS2,
I’expression de ces genes peut étre soit augmentée, soit diminuée. Cette différence

pourrait s’expliquer par une reconnaissance différente des éléments de réponse
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présents au niveau du promoteur et de la région enhancer de ces genes cibles, notre
hypothése étant que le RA mutant T575A est capable de reconnaitre des éléments de
réponse non reconnus par le RA sauvage. En effet, au niveau des régions promotrice
et enhancer des génes cibles du RA, il peut exister plusieurs séquences de liaison du
RA (ARE) dont seule une fraction peut étre reconnue par le RA sauvage. Le RA T575A
pourrait reconnaitre des sites ARE différents et ainsi modifier 'expression de ces

genes.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude fonctionnelle ne suffisent
pas a comprendre totalement I'impact de la mutation T575A sur le mode d’action des
RA portant cette mutation T575A. C'est pourquoi une étude structurale du RA

portant la mutation T575A a été entreprise.

D. Etude structurale de la mutation T575A

Les études fonctionnelles indiquent que la mutation T575A semble jouer un
role sur la détermination de la reconnaissance de ’ADN.

Cette étude structurale de la mutation T575A a donc eu pour but de mieux
comprendre comment le remplacement d’'une thréonine en alanine a la position 575
du RA humain peut influencer la liaison a ’ADN.

Une comparaison de séquence du DBD de différents récepteurs nucléaires a
tout d’abord été réalisée afin de déterminer si la position 575 du RA présente une

forte homologie au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires.

1. Alignement de séquences et modélisation du domaine de liaison
a I’ADN du récepteur des androgenes

L’alignement des séquences du DBD de différents récepteurs nucléaires
montre que le résidu thréonine (T) en position 575 est trés conservé au niveau du RA

de différentes especes (figure 61). La plupart des autres membres de la superfamille
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des récepteurs nucléaires présentent a cette position un résidu thréonine ou un
résidu sérine (S), a 'exception des RAR a et (. En effet, les RAR a et [ présentent une

alanine a leur position 104, position équivalente a la position 575 du RA humain.

Figure 61 : Comparaison de séquence des domaines de liaison a I’ADN de
différents récepteurs nucléaires.

La séquence de référence est celle du RA humain (humRA), représentée en haut de la liste.
Les points (.) correspondent aux acides aminés conservés dans les autres séquences par
rapport a la séquence de référence.

Le cadre rouge indique le résidu 575 du RA humain. Les cadres bleus correspondent aux
cystéines liant le zinc dans chacun des deux doigts de zinc du DBD. Les hélices de
reconnaissance de 'ADN a1 et a2 sont indiquées. Les séquences du DBD du RA humain
(hum), de souris (mus), de rat (rat), de canari (can) et de xénope (xen) sont représentées,
ainsi que les séquences humaines du DBD de différents récepteurs nucléaires.

L’analyse de l'arbre de regroupement des séquences du DBD de différents
récepteurs nucléaires proposé par Garcia-Vallvé et Palau en 1998 montre un
sous-groupe de récepteurs appartenant a la classe I des récepteurs nucléaires dont
une des caractéristiques principale est la présence d’une alanine a la position

équivalente a celle de la thréonine 575 du RA humain (figure 62). Ce sous-groupe est
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formé des récepteurs RAR a et 3, mais aussi des récepteurs PPAR (peroxisome
proliferator activated receptor) a, B et y (représenté dans le cadre jaune sur la figure).

La présence d’une alanine a cette position dans ces récepteurs suggere
l’acquisition d’une certaine spécificité vis-a-vis de TADN en comparaison aux autres
récepteurs nucléaires. En effet, a cette position au sein des récepteurs nucléaires,
seules une sérine, une thréonine ou une alanine sont observées, suggérant que le

résidu a cette position pourrait jouer un réle dans la spécificité du récepteur.

.'_. '
Classe 11
*-:L Classe V
— =
- N Classe IV
SIMOE
[T | T
ERRY
o S—— Classe 111
b o a{Jl 0ocR
AMDE = RA
K J—'..HB:'L
o I — .
e MBEAT
L - Classel a
| I
| N Y
oo ¥ Classe VI
L r--—ll'i.'llﬂl.i
S
FPAT  =PPARY
:-1:-1 =PPAR B
I FAR =PPAR o
- e Classe I b
]
| gmil =RARyl €——
= WEal =RAR a
EREl =RAR B

Figure 62 : Arbre de regroupement des séquences du domaine de liaison a
I’ADN de différents récepteurs nucléaires chez ’'Homme.

La séquence d’origine commune est située sur la gauche de Uarbre, les distances séparant les
différents embranchements sont indiquées sur chaque branche, un embranchement
impliquant une différence dans les séquences. Les récepteurs présentant une alanine a la
position équivalente a la position 575 du RA humain sont indiqués dans le cadre jaune, a
l'exception du RARy1 qui présente une sérine a cette position. Il s’agit des récepteurs RAR a
et B, les récepteurs PPAR a, [ et y, BD73 et EAR1. Le RA est également représenté pour
comparaison. Les classes des récepteurs nucléaires sont indiquées, en prenant comme
référence la classification présentée dans la figure 5 de lintroduction. Le nom des
récepteurs correspond a leur appellation d’aprés SwissProt.

D’apres Garcia-Vallvé et Palau, 1998.
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La tres grande conservation des résidus thréonine et sérine a cette position 575
du RA humain suggere une fonction particuliere du groupement hydroxyle dans le
mécanisme d’action du DBD. Cette hypothese est étayée par les résultats obtenus
avec le test fonctionnel chez la levure ou le remplacement de la thréonine 575 par une

alanine (A) entraine une absence de réponse suite a une stimulation hormonale.

Afin de déterminer comment le remplacement du résidu thréonine en position
575 par le résidu alanine peut affecter la liaison du RA a ’ADN, une modélisation du
DBD du RA a été réalisée au département de Biologie et de Génomique Structurales
de 'IGBMC. Les analyses tridimensionnelles ont indiqué que le résidu T575 n’est pas
situé a la surface de la structure globulaire du DBD, mais au contraire que ce résidu y
est complétement enfoui (figure 63). Ainsi, il ne serait pas en mesure d’interagir
directement avec TADN ni méme avec l'autre monomere de RA. La principale
conclusion de cette analyse est que ce résidu T575 pourrait jouer un role crucial pour
larchitecture du DBD du RA. En effet, de nombreux contacts de type Van der Waals
avec les acides aminés voisins seraient possibles, notamment avec les résidus C559,
I561 et H570 du premier doigt de zinc, et les résidus C576 et C579 de I'hélice a,
(figure 8). Le résidu T575 pourrait aussi interagir avec le résidu M624 situé entre
I’hélice a. et la région CTE (extension C-terminale). La mutation T575A remplacant
un acide aminé polaire par un acide aminé neutre, pourrait conduire a la perte de ces
contacts, entrainant peut étre un repliement différent du DBD du RA et perturbant
ainsi la liaison normale du RA a ’ADN.

Cette hypothese serait par ailleurs compatible avec mes résultats précédents,
qui indiquent que la présence de la mutation T575A au sein du RA perturbe la liaison
a’ADN.
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Figure 63 : Modélisation du complexe RA
(DBD) — ADN.

A. Les deux monomeéres du domaine de liaison a
IUADN du RA sont indiqués en bleu et en rouge.
Les sites de reconnaissance sur UADN sont en
bruns. Les atomes de zinc sont en ivoire et le
résidu T575 est représenté en jaune. Les résidus
participant aux interactions avec la T575 sont
marqués en vert.

B. Agrandissement de la région du DBD du RA
contenant le résidu T575.

Cependant, cette étude de modélisation moléculaire n’est pas suffisante pour
comprendre 'impact de la mutation sur les propriétés fonctionnelles du RA. Ainsi,
afin de mieux comprendre l'impact de la mutation T575A sur les propriétés
structurales du RA et de relier les propriétés fonctionnelles du RA mutant a une
information structurale, des expériences de retardement sur gel ainsi qu'une étude

structurale par résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été réalisées.
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2. Analyse de la liaison a I’ADN du récepteur des androgénes T575A

par retardement sur gel

Pour mener a bien ces études, les DBD du RA T575A et du RA sauvage ont été
produits et purifiés. Leur capacité a se lier a ’ADN a été analysée grace a la technique
de retardement sur gel visualisé a I’aide de marqueurs fluorescents. Cette étude nous
permet de visualiser I'impact direct de la mutation sur la fixation du DBD a I’ADN,
sans tenir compte du reste de la protéine. Les DBD ainsi obtenus ont été testés sur

des éléments de réponse spécifiques ou non spécifiques des androgenes.

a. Principe

L’étude de I'affinité vis-a-vis des éléments de réponse du DBD du RA T575A a
été réalisée par la technique de retardement sur gel (Electrophoretic Mobility Shift
Assay, ou EMSA). En effet, cette technique permet de mesurer I'affinité dune
protéine pour une séquence d’ADN. Nous utilisons ici une variante ou la révélation
des complexes ADN-protéine est réalisée par lincubation du gel avec des
fluorochromes. Cette technique consiste ainsi a incuber la séquence d’ADN choisie
avec la protéine d’intérét. Plus la protéine possede d’affinité pour cette séquence, plus
le complexe formé entre les deux partenaires sera fort. L’ensemble sera ensuite
déposé sur un gel de polyacrylamide en condition non dénaturante permettant la
séparation des complexes en fonction du poids et de la taille. Ainsi, les séquences
d’ADN non fixées par les protéines vont aisément traverser les mailles du gel et ne
seront pas retardées, en revanche les complexes ADN-protéine plus lourds vont
migrer plus lentement, ils vont étre qualifiés de retardés. Le gel est ensuite incubé
successivement avec deux fluorochromes. La premiere incubation se fait avec du
SYBR Green, qui va se fixer sur TADN, permettant ainsi de révéler les complexes
ADN-protéine, mais également ’ADN non lié. Apres révélation a I'aide d'une lampe
ultra-violet, le gel est incubé avec un deuxiéme fluorochrome : le SYPRO Ruby. Ce
dernier va permettre de mettre en évidence les protéines. Ce deuxieme marquage
permet, a la différence des techniques classiques de retardement sur gel ou seul

I’ADN est marqué, de vérifier 'emplacement des protéines dans le gel.
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b. Résultats

Lors de ces études, nous avons regardé I'affinité des DBD sauvage et mutant
T575A vis-a-vis d’éléments de réponse spécifiques (AREcs, PSA-ARE1) et non
spécifiques (GREcs, C3(1)ARE) du RA. Comme cela a été décrit dans la partie
Matériels et Méthodes, et comme indiqué dans la figure 64, nous avons testés les
DBD possédant (forme longue) ou non (forme courte) ’extension C-terminale a la fin
du DBD, considérée comme importante pour une reconnaissance spécifique des

éléments de réponse.
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Figure 64 : Représentation schématique des séquences du domaine de liaison a
I’ADN employées lors des études structurales.

La construction ne contenant pas lextension C-terminale, appelée forme courte du DBD (A)
et celle contenant cette extension C-terminale, appelée forme longue du DBD (B) ont été
produits a la fois pour le RA sauvage et pour le RA mutant T575A.
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Dans un premier temps, les formes courtes des DBD sauvage et mutant T575A

ont été analysées.

Lorsque ces formes courtes de DBD sont incubées en présence des éléments de
réponse AREcs et PSA-ARE1, éléments de réponse spécifiques des androgenes, le
DBD mutant T575A présente une bande retardée de plus faible intensité que la bande
retardée en présence du DBD sauvage (figure 65 A). Une bande retardée de faible
intensité indique qu’il y a peu de protéine qui s’est liée a ’ADN. Ainsi, le DBD T575A
reconnait moins bien que le DBD sauvage les ARE spécifiques. Ce résultat est en
accord avec les résultats d’activation transcriptionnelle, ainsi que les résultats

obtenus en retardement sur gel avec la protéine entiere (Monge et al, 2006).
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Figure 65 : Affinité des domaines de liaison a ’'ADN sauvage et mutant T575A
de forme courte.

Retardements sur gel des formes courtes des DBD sauvage (wt) et mutant T575A obtenus en
présence déléments de réponse spécifiques des androgenes (A) et non spécifiques des
androgenes (B). Les quantités d’ADN et de protéines sont indiquées sur les figures. Les gels
du haut mettent en évidence 'ADN et ceux du bas les protéines, respectivement grace au
marqueur fluorescent SYBR Green et au SYPRO Ruby.

Nous avons par la suite testé les formes courtes des DBD avec des éléments de
réponse non spécifiques des androgenes : GREcs et C3(1)ARE. Dans ce cas, le DBD
T575A présente une liaison plus faible que le DBD sauvage (figure 65 B), ce qui est
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contraire aux résultats obtenus précédemment avec la protéine entiere (Monge et al,
2006). Ainsi, le fait d’avoir testé le DBD du RA mutant T575A ne permet pas
d’expliquer la plus forte activation transcriptionnelle de la protéine entiere T575A par
une liaison plus forte a TADN du DBD du RA mutant. Les expériences de retardement
sur gel effectuées avec la protéine entiere indiquaient en revanche une liaison plus
forte de la protéine mutante T575A en comparaison au RA sauvage.

L’hypothese émise suite a ces résultats est que I’extension C-terminale du DBD

doit rentrer en jeu pour la reconnaissance différente de ’ADN par le RA T575A.

Les mémes tests de retardement sur gel que ceux décrits ci-dessus ont donc été
réalisés, mais en utilisant les formes longues des DBD sauvage et mutant T575A,

contenant ’extension C-terminale.

Comme indiqué sur la figure 66, une fixation plus faible de la forme longue du
DBD Ts75A par rapport a celle du DBD sauvage est observée a la fois en présence
d’éléments de réponse spécifique du RA (comme AREcs) et d’éléments de réponse
non spécifiques du RA (comme GREcs). Ceci est donc en contradiction avec les
résultats d’activation transcriptionnelle ot le RA T575A présentait une activation plus
importante sur les éléments de réponse non spécifiques.

Il semble donc que la seule présence de I'extension C-terminale ne suffit pas a
orienter le DBD du RA mutant T575A vers des éléments de réponse non spécifique

des androgenes.

Par ailleurs, deux bandes retardées peuvent étre visualisées lorsque le DBD
sauvage ou le DBD T575A est incubé avec AREcs (figure 66), mais pas avec GREcs ou
une seule bande est observée. Une dégradation de la forme longue du DBD purifié ne
peut expliquer ce profil de migration car une bande supplémentaire serait également
observée en présence de I’élément GREcs.

Une hypothese pouvant expliquer cette observation serait une interaction des
formes longues des DBD sauvage et mutant T575A avec I’élément AREcs sous forme
de monomeére, en plus de l'interaction classique sous forme de dimeére. Dans nos
expériences, il nous est impossible de vérifier si les DBD se lient en dimere ou en

monomere. Cependant, il est probable que la différence de taille provienne du fait
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que sur cet élément de réponse spécifique des androgenes, le DBD comprenant
Pextension C-terminale puisse se lier a la fois en tant que monomere (bande

inférieure), et a la fois en tant que dimere (bande supérieure).

AREcs (500ng) GREcs (500ng)
ADN wt 575 wt 575 ADN wt 575 wt 575
seul 500ng 800ng seul 500ng  800ng

v

uu b\ JHH <«—Dimere

<+— Monomeére ?

ADN

Protéines A

Figure 66 : Affinité des domaines de liaison a I’ADN sauvage et mutant T575A
de forme longue.

Retardements sur gel des formes longues des DBD sauvage (wt) et mutant T575A obtenus
en présence d'un élément de réponse spécifique des androgénes (AREcs) et d’'un élément de
réponse non spécifique des androgeénes (GREcs). Les quantités d’ADN et de protéines sont
indiquées sur les figures. Le gel du haut met en évidence U'ADN et celui du bas les protéines,
respectivement grace au marqueur fluorescent SYBR Green et au SYPRO Ruby.

En conclusion, les résultats obtenus avec ces expériences de retardement sur
gel indiquent que le DBD T575A présente une plus faible liaison comparée au DBD
sauvage quelque soit I’élément de réponse testé, et ceci en présence ou en absence de
Iextension C-terminale. Ces résultats different de ceux observés précédemment avec

la protéine entiere.
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Ainsi, ces analyses a elles seules ne suffisent pas pour expliquer les différences
de reconnaissance de ’ADN de la protéine entiere portant la mutation T575A. Ces
études suggerent que la conformation de la protéine entiere jouerait probablement un

role important sur la liaison a 'TADN.

3. Analyse structurale du domaine de liaison a ’ADN du récepteur

des androgénes par résonance magnétique nucléaire

L’impact de la mutation sur la structure et sur les propriétés dynamiques du
DBD en solution a été analysé par RMN.

Ces analyses de RMN sont réalisées par le laboratoire de Résonance
Magnétique Nucléaire Structurale a I'ESBS, et plus particulierement par Mlle
Ying-Hui Wang, le Dr. Andrew Atkinson et le Pr. Bruno Kieffer.

A T'heure actuelle, les résultats principaux de I’analyse comparative par RMN
des DBD sauvage et mutant T575A indiquent tout d’abord que la mutation T575A ne
modifie pas drastiquement la conformation tridimensionnelle du DBD. En effet,
comme représenté sur la figure 67, la structure du DBD mutant T575A est similaire a
celle du DBD sauvage, et tres proche de la structure cristallographique. Dans ces
structures, on retrouve les deux hélices a qui présentent une orientation

perpendiculaire I'une par rapport a 'autre.
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DBD sauvage DBD T575A

DBD sauvage DBD T575A

S

Figure 67 : Structure des domaines de liaison a I’ADN des récepteurs des
androgenes sauvage et mutant T575A.

Le DBD sauvage est représenté sur la gauche des images, le DBD T575A sur la droite. La
structure des deux DBD entiers est indiquée sur la figure du haut (A), et un zoom sur la
région correspondant au premier doigt de zinc est représenté en bas (B). La séquence des
DBD se lit de lextrémité N-terminale du DBD (représentée en bleu) a lextrémité
C-terminale (en rouge). Les atomes de zinc sont schématisés par les sphéeres grises, Uhélice
a1 de reconnaissance de UADN est visualisée en vert et Uhélice a2 en rouge. Les chaines
latérales des cystéines situées au niveau des deux doigts de zinc liant ce dernier sont
représentées (extrémités en orange). Les fléches jaunes représentent le résidu en position
575 : une thréonine au sein du DBD sauvage ou une alanine au sein du DBD mutant T575A.
Les fleches violettes représentent Uhistidine localisée en position 570.
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Bien que les structures des deux DBD sauvage et mutant T575A soit
ressemblantes, les analyses RMN ont révélé une différence notable de I'état de
protonation de I'histidine localisée en position 570 en présence de la mutation T575A
(figure 68).

En effet, I'étude de corrélation de chaque proton a I’'atome d’azote voisin au
sein du noyau imidazole de l'histidine 570 conduit aux spectres HSQC présentés dans
la figure 68. Les spectres observés different en fonction de la charge de ce noyau. Le
spectre obtenu avec le RA sauvage correspond a la forme protonée de I'histidine 570,

alors que celui du RA mutant T575A correspond a la forme neutre non protonée.
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Figure 68 : Etat de protonation de I'histidine en position 570 du récepteur des
androgeénes sauvage et mutant T575A.

Les spectres HSQC du RA sauvage et du RA T575A sont représentés respectivement a droite
et a gauche de la figure. Au centre sont indiqués les spectres attendus pour les différentes
formes de protonation de Uhistidine.

L’histidine en position 570 du RA sauvage présente une forme chargée, tandis que celle du
RA mutant T575A est dans une forme neutre.
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Ainsi, cette histidine chargée dans le DBD sauvage, devient neutre en présence
de la mutation T575A. Cette variation de protonation entre les deux RA serait
certainement due a la perte du résidu hydroxyle en position 575. L’histidine 570 étant
localisée proche du squelette phosphate de ’ADN, ce changement de protonation

pourrait avoir une influence sur la liaison avec ’ADN.

4. Conséquences des mutations de I'histidine en position 570 sur
I'activité transcriptionnelle des récepteurs des androgénes

sauvage et mutant TS75A

Afin de déterminer si la différence de protonation de I'histidine en position 570
explique les activités transcriptionnelles plus fortes observées en présence de la
mutation T575A, une mutagénese dirigée a été réalisée sur le résidu H570. Cette
histidine est remplacée soit par une alanine, de maniere a éliminer la charge positive,
soit par une arginine afin de maintenir une charge positive (figure 69).

Par la suite, des tests luciférase ont été réalisés dans les cellules LNCaP et dans
les cellules CV-1 en présence des RA sauvage et T575A, avec ou sans les mutations de
I'histidine 570, dans le but de mettre en évidence d’éventuelles différences

d’activation transcriptionnelle.
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Figure 69 : Représentation des mutations de I'histidine en position 570 du
domaine de liaison a I’ADN.

L’histidine en position 570 du DBD sauvage ou du DBD mutant T575A a été remplacée par
mutagéneése dirigée soit par une alanine (A) dans le but d’éliminer la charge positive de ce
résidu, soit en arginine (B) pour conserver la charge.

Les premiers résultats montrent que la perte de la charge positive au niveau de
la position 570 (construction H570A) conduit a une nette augmentation des activités
transcriptionnelles du RA sur un promoteur non spécifique des androgenes. Ainsi,
comme représenté sur la figure 70, la présence de la mutation H570A au sein du RA
sauvage augmente son activité de 4,9 fois sur le promoteur MMTV.

En revanche, sur ce méme promoteur, la mutation H570R diminue lactivité
du RA sauvage de 3,3 fois. Ainsi, il semblerait que la présence d'une charge positive
différente a cette position ait un effet inhibiteur sur les activités transcriptionnelles

du RA sauvage.
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De méme, les activités transcriptionnelles du RA portant la double mutation
H570A/T575A sont légerement plus élevées que celles du RA T575A sur le promoteur
MMTV. En effet, une augmentation de 1,4 fois peut étre observée en présence de la
mutation H570A.

Le changement de 'histidine en position 570 en arginine (H570R) en plus de
la mutation T575A conduit a une nette diminution, de 2,4 fois, des activités

transcriptionnelles du RA (figure 70 A).

Lorsque la mutation T575A est présente au sein du RA, I'histidine en position
570 devient neutre. Ainsi, la mutation H570A rendant cette position neutre entraine
le méme effet que la mutation T575A. En corrélation avec cette observation, nos
résultats montrent bien une augmentation de lactivité transcriptionnelle sur un
promoteur non spécifique des androgénes en présence de la mutation H570A. De
plus, la réintroduction d’'une charge positive au niveau de l’histidine 570 au sein du
RA mutant T575A (construction T575A/H570R) diminue I’activité transcriptionnelle

de ce RA, rapprochant cette derniere au niveau de celle du RA sauvage.

Les résultats obtenus sur le promoteur spécifique des androgenes PSA 61 sont
inattendus. En effet, 'activité transcriptionnelle du RA n’est pas augmentée en
présence de la mutation H570A. Elle reste quasiment inchangée alors quune
augmentation comme celle observée précédemment sur le promoteur MMTV était
attendue (figure 70 B).

La mutation H570R diminue par contre fortement les capacités d’activation
transcriptionnelle du RA sur ce promoteur. En effet, une baisse de 3,5 fois pour le RA

sauvage est observée.

Comme pour le RA sauvage, la mutation H570A n’augment pas les activités
transcriptionnelles du RA mutant T575A. Au contraire, une diminution de 2,1 fois est
observée.

Il en est de méme pour la mutation H570R qui diminue fortement (8,5 fois) les

activités transcriptionnelles du RA T575A.
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Figure 70 : Effet de deux mutations de I'histidine en position 570 du récepteur
des androgénes sauvage et mutant T575A sur leurs activités
transcriptionnelles dans les cellules LNCaP.

Les deux histogrammes présentent lactivité luciférase (en unités arbitraires, UA) obtenue
apres transfection des cellules LNCaP avec les vecteurs d’expression du RA sauvage ou du
RA T575A ou un plasmide vide (C3), ainsi qu’avec le plasmide rapporteur MMTV-Luc (A) ou
PSA 61-Luc (B).

Les cellules ont été traitées avec de lUéthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de sérum pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés en
triplets + écart-type.

D’apreés ces expériences, il semblerait donc que la protonation de l'histidine en
position 570 joue un réle important pour la reconnaissance de ’ADN et il est possible
qu'elle soit impliquée dans le mécanisme mis en jeu en présence du RA mutant

T575A.

Par la suite les mémes tests ont été réalisés dans les cellules CV-1.
Comme indiqué sur la figure 71 A, sur le promoteur MMTV 'augmentation des
activités transcriptionnelles du RA sauvage et du RA T575A en présence de la

mutation H570A est retrouvée, en accord avec les résultats précédents. En effet, la
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mutation H570A induit 3,7 fois l'activité transcriptionnelle du RA sauvage, et 1,9 fois
celle du RA T575A.

Le remplacement de 'histidine 570 en arginine (H570R) abolit completement
les activités transcriptionnelles du RA sauvage et diminue fortement celles du RA
T575A (9,8 fois).

Les activités transcriptionnelles observées sur le promoteur PSA 61 sont tres
faibles et peu exploitables. Toutefois, 'impact des mutations H570A et H570R sur les
activités transcriptionnelles du RA sauvage et du RA mutant T575A est le méme que
celui observé dans les cellules LNCaP.

Ainsi, sur ce promoteur spécifique des androgenes (figure 71 B), la mutation
H570A diminue légerement les activités du RA sauvage (1,2 fois) et du RA T575A
(1,3 fois). Ce résultat est en accord avec les données précédentes ot une diminution
de lactivité transcriptionnelle du RA mutant T575A est observée sur ce type
d’éléments de réponse. Ainsi, la mutation H570A mime I’effet de la mutation T575A.

La mutation H570R quand a elle entraine une forte diminution des activités
transcriptionnelles des deux récepteurs. En effet, l'activité du RA sauvage est

diminuée de 6,4 fois et celle du RA T575A est réduite 5,8 fois.

Ainsi, les résultats obtenus dans les cellules CV-1 confirment notre hypothese
selon laquelle la protonation de l'histidine 570 jouerait un réle important dans la
reconnaissance de ’ADN par le RA. La modification de sa protonation en présence de
la mutation T575A pourrait expliquer les différences d’activation transcriptionnelle

observées.
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Figure 71: Effet de deux mutations de I'histidine en position 570 du récepteur
des androgenes sauvage et mutant T575A sur leurs activités
transcriptionnelles dans les cellules CV-1.

Les deux histogrammes présentent Uactivité luciférase (en unités arbitraires, UA) obtenue
apres transfection des cellules CV-1 avec les vecteurs d’expression du RA sauvage ou du RA
T575A ou un plasmide vide (C3), ainsi qu'avec le plasmide rapporteur MMTV-Luc (A) ou
PSA 61-Luc (B).

Les cellules ont été traitées avec de Uéthanol (EtOH) ou 100 nM de DHT dans un milieu
dépourvu de sérum pendant 48h. Les données représentent la moyenne de tests réalisés en
triplets + écart-type.

Pour conclure, les études menées dans les cellules LNCaP et dans les cellules
CV-1 en présence des mutations de lhistidine localisée en position 570 du RA
indiquent que la protonation de cette derniére semble jouer un role dans le
mécanisme d’action du RA mutant T575A.

En effet, dans les deux lignées cellulaires, lorsque le résidu a cette position 570
est neutre (constructions H570A sauvage, H570A/T575A et T575A), les activités
transcriptionnelles du RA correspondant sont plus élevées sur le promoteur non
spécifique des androgenes MMTV en comparaison aux constructions dans lesquelles
la position 570 est chargée (constructions RA sauvage, H570R sauvage ou
H570R/T575A).
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Le remplacement de I'histidine en arginine, permettant de garder une charge
positive a cette position 570, diminue dans tous les cas les activités
transcriptionnelles du RA sauvage et du RA mutant T575A, quelque soit la spécificité
du promoteur et la lignée cellulaire. La diminution d’activité observée en présence de
larginine pourrait venir de la différence au niveau de la chaine latérale des deux
résidus histidine et arginine. En effet, le remplacement de ces derniers entraine des
modifications des liaisons hydrogene établies potentiellement avec 'ADN et les
acides aminés voisins en présence du groupement guanidine de larginine en
comparaison du groupement imidazole de I’histidine.

Sur un élément de réponse non spécifique des androgenes, nos résultats
indiquent que les activités transcriptionnelles sont augmentées en présence dune
mutation conduisant a une position 570 neutre, suggérant que le contact avec TADN

ou avec les acides aminés voisins est important pour les activités du RA.

Il s’agit de la premiere observation de I'impact de l'histidine en position 570
sur les activités transcriptionnelles du RA. En effet, aucune étude n’a été réalisée
jusqu’a aujourd’hui sur le résidu histidine a cette position.

La conservation de 'histidine a cette position au sein de tous les membres de
la superfamille des récepteurs nucléaires et les conséquences de ce changement de
protonation sur les activités transcriptionnelles du RA ouvrent sur de nouvelles

perspectives de recherche sur les récepteurs nucléaires.
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Le test fonctionnel chez la levure élaboré au laboratoire a permis d’étudier des
échantillons de CaP a des stades localisés ou métastatiques, avant et apres
échappement hormonal.

Mon travail de these s’est articulé autour d'un mutant du RA découvert chez
un patient atteint d’'un cancer de la prostate métastatique en échappement hormonal.
Ce RA associe deux mutations : la mutation T575A, située dans le DBD du RA, et la
mutation T877A localisée dans le LBD, formant ainsi le RA mutant T575A/T877A.
Les conséquences fonctionnelles et structurales de la mutation T877A étant
largement étudiées et bien connues a ’heure actuelle, mon étude s’est naturellement
axée sur la simple mutation T575A et sur l'association des deux mutations
T575A/T877A au sein du RA, afin de comprendre le mécanisme d’action de ce RA

mutant.

Les études fonctionnelles et structurales réalisées sur les deux RA portant la
mutation T575A ont permis de faire avancer les connaissances du mode d’action d’'un

RA portant une mutation au niveau de son DBD.

Ces études ont tout d’abord indiqué que la mutation T575A induit non
seulement un changement de spécificité du RA vis-a-vis de ’ADN, mais aussi des
différences de reconnaissance des éléments de réponse.

Ainsi, les études d’activation transcriptionnelle effectuées dans les cellules
CV-1 ont indiqué que la mutation T575A modifie la spécificité de réponse aux
hormones du RA. En effet, elle permet d’augmenter les activités transcriptionnelles
du RA mutant a partir d'un promoteur non spécifique des androgenes, alors qu’au
contraire les activités transcriptionnelles de ce RA mutant sont diminuées sur un
promoteur spécifique. Ce résultat est retrouvé en présence d'un promoteur entier
mais aussi en présence d’'un promoteur minimum placé en aval de deux répétitions
d’éléments de réponse spécifiques ou non spécifiques des androgenes. Cette variation

de spécificité en présence de la mutation T575A est confirmée par des expériences de
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retardement sur gel en présence de la protéine entiére. En revanche, les tests de
reconnaissance de ’ADN effectué en présence du DBD uniquement ont indiqué que le
DBD mutant T575A n’interagit pas de maniére plus forte que le DBD sauvage, mais
quau contraire, il interagit plus faiblement que ce dernier, aussi bien avec des
éléments de réponse spécifiques qu’avec des éléments de réponse non spécifiques des
androgenes. Ce résultat est donc différent de celui observé en présence de la protéine
entiere, laissant penser que la conformation de toute la protéine doit rentrer en jeu

pour orienter les interactions du RA avec ’ADN.

Des tests d’activation transcriptionnelle ont par la suite été réalisés dans les
cellules cancéreuses prostatiques LNCaP. Dans cette lignée, le RA mutant T575A
présente des activités transcriptionnelles supérieures au RA sauvage quelque soit la
spécificité du promoteur entier. Les études réalisées a partir de promoteurs minimum
indiquent en revanche que la mutation T575A ne modifie pas les activités
transcriptionnelles du RA a partir de ces promoteurs minimum en comparaison au

RA sauvage. L’explication de ce résultat sera détaillée a la page suivante.

Par la suite, il a été observé que le RA mutant T575A se fixe de maniére plus
importante que le RA sauvage sur les éléments de réponse localisés au niveau du
promoteur des genes cibles PSA et TMPRSS2, entrainant un changement
d’expression de ces deux genes cibles. Ce résultat laisse supposer que le RA mutant
T575A serait capable d’induire une expression différentielle des génes comparé au RA
sauvage.

Par ailleurs, nous avons vu qu’il existe plusieurs ARE au sein du promoteur des
genes PSA et TMPRSS2. Il a été montré que la formation de complexes d’activation
transcriptionnelle sur le promoteur du gene TMPRSS2 ne se fait qu’au niveau de deux
des cinq sites ARE présents (Wang et al, 2007). Il est ainsi possible que la mutation
T575A puisse conduire a la formation de complexes d’activation transcriptionnelle
sur les autres éléments de réponse de ce promoteur et modifier ainsi 'expression de
ce gene.

Un tel mécanisme pourrait s’appliquer pour les autres genes
androgéno-dépendants. Par ailleurs, la mutation T575A pourrait également

permettre au RA de reconnaitre au sein du génome des éléments de réponse qui ne le
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sont pas naturellement par le RA sauvage, et conduire ainsi a une expression
anormale de genes impliqués dans la prolifération et la survie des cellules tumorales.
Afin de déterminer si la mutation T575A permet effectivement d’activer
I'expression d’autres genes, des études comparatives du transcriptome en présence
du RA sauvage ou du RA mutant T575A seront réalisées. Dans cette perspective, des
clones stables de cellules LNCaP exprimant le RA T575A ou le RA sauvage sont en
cours de production au sein du laboratoire. Ces études permettront de mieux cerner
les fonctions impliquées dans la survie et dans la prolifération des cellules

cancéreuses.

Les tests d’activation transcriptionnelle réalisés dans les cellules CV-1 et dans
les cellules LNCaP indiquent que la mutation T575A entraine un impact sur les
activités transcriptionnelles du RA, impact qui dépend du contexte cellulaire. De plus,
bien quune différence d’interaction avec 'ADN existe, les différences observées entre
les deux lignées cellulaires pourraient s’expliquer par des facteurs cellulaires
spécifiques aux cellules LNCaP. En effet, dans les constructions minimales
artificielles, seuls les éléments de réponse aux hormones sont présents, alors que
dans le cas des promoteurs entiers, des sites pour d’autres facteurs pouvant
influencer l'activation transcriptionnelle, comme AP-1, sont également présents,
suggérant une importance des cofacteurs cellulaires dans les activités

transcriptionnelles du RA mutant T575A.

Notre hypothese a ce stade est que la mutation T575A a un impact sur la
reconnaissance de ’ADN, mais qu’elle aurait également un impact sur le recrutement
de cofacteurs spécifiques du RA, ou sur la formation de complexes d’activation

transcriptionnelle.

Le recrutement de certains cofacteurs du RA a donc été analysé par
microscopie confocale et par des tests d’activation transcriptionnelle en présence de
différents cofacteurs. Les études de co-localisation du RA sauvage ou du RA mutant
T575A avec trois cofacteurs ont indiqué que la présence de la mutation T575A

n’entraine pas de modification de la localisation cellulaire des co-activateurs SRC-2 et
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SRC-3. Bien qu’une redistribution intranucléaire de NCoR soit observée uniquement
dans les cellules exprimant le RA mutant T575A, cela n’explique pas les variations
d’activité transcriptionnelle observées en présence du RA mutant.

Lors de cette étude, seuls trois cofacteurs du RA ont été analysés : SRC-2,
SRC-3 et NCoR. Il serait nécessaire d’étendre I’étude de la co-localisation du RA avec
d’autres co-activateurs du RA comme ARIP4, PIAS1, c-jun, ANPK, et d’autres
co-répresseurs du RA comme HBO1, RelA, la calréticuline et la cycline D1 par
exemple. Des études de co-localisation du RA avec des cofacteurs impliqués dans
d’autres voies de signalisation permettraient de lier 'impact de la mutation T575A sur
les interconnections du RA avec ces voies de signalisation. En effet, nous pensons que
des cofacteurs impliqués dans d’autres voies de signalisation pourraient expliquer les
différences observées dans les cellules LNCaP entre les promoteurs entiers et les

promoteurs artificiels.

L’étude des co-localisations des RA sauvage et mutant T575A avec ces autres
cofacteurs sera réalisée par microscopie confocale et par des tests d’activation
transcriptionnelle comme ceux réalisés pour SRC-2, SRC-3 et NCoR.

Il serait également intéressant d’étudier les interactions du RA avec ses
cofacteurs. Pour cela, des études de co-immunoprécipitation doivent étre réalisées.
Les tests effectués jusqu’a présent se sont révélés infructueux. En effet, la technique
de transfection employée ne permettant pas d’obtenir un taux de transfection
suffisant (15% maximum), il n’a pas été possible de mettre en évidence une

interaction entre le RA transfecté et un cofacteur cellulaire.

Dans nos expériences, nous avons observé que SRC-3 semblait entrainer une
augmentation des activités transcriptionnelles ligand-indépendantes du RA sur le
promoteur spécifique des androgenes PSA 61. Afin de confirmer cette hypothese, des
expériences d’activation transcriptionnelle en présence des cofacteurs SRC-2, SRC-3
et NCoR seront tout d’abord réalisées a partir des constructions artificielles
ARE PSA-Luc et GREcs-Luc, consistant en un promoteur minimum placé
respectivement en aval de deux répétitions de ’élément de réponse ARE I du gene
PSA humain ou de deux répétitions de la séquence consensus GRE. Dans un

deuxieme temps, l'activité transcriptionnelle a partir des promoteurs MMTV et
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PSA 61 sera étudiée en présence d’une sur-expression de SRC-3 et d’'un siRNA dirigé
contre le RA endogéene des cellules LNCaP. Cela permettra d’éliminer la part due au
RA dans l'expérience réalisée (figure 60), et ainsi de vérifier si l'activation
ligand-indépendante est due au RA ou a un autre mode d’action de SRC-3. En effet, la
kinase IkK peut activer SRC-3 en le phosphorylant, ce qui va entrainer la formation
d’'un complexe SRC-3 /NFxB (Yan et al, 2006) ; (figure 72). Ce complexe peut
induire l'expression de I'Interleukine 6 (IL-6) qui va par la suite entrainer
l’augmentation des activités transcriptionnelles ligand-indépendantes du RA. Cette
observation pourrait expliquer l'effet ligand-indépendant observé dans nos

expériences.

G —0 =

NF«xB }

Activation
IL-6 — | ligand-indépendante
du RA
Figure 72 : Mécanisme d’activation du RA ligand-indépendant par

I'intermédiaire de SRC-3.
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Pour conclure, Paugmentation des activités transcriptionnelles observée dans
nos expériences serait due a une modification des capacités de reconnaissance de
I’ADN par le RA mutant T575A, mais aussi probablement a un recrutement différent

d’un ou plusieurs cofacteurs qui restent a déterminer.

La deuxieme partie de ce travail a concerné I’étude de I'impact de la mutation
T575A sur la structure du RA. Ces études structurales menées en collaboration avec
I’équipe du laboratoire de Résonance Magnétique Nucléaire Structurale a 'ESBS ont

permis de mieux appréhender les conséquences de la mutation T575A au sein du RA.

Ainsi, les alignements de séquences du DBD de différents récepteurs
nucléaires ont indiqué que le groupement hydroxyle du résidu en position 575 du RA
humain est fortement conservé, indiquant son importance au sein de la protéine.

La modélisation moléculaire effectuée indique que le résidu T575 est enfoui a
I'intérieur de la structure du DBD. Cette étude a aussi suggéré que la perte du résidu
thréonine en position 575 éliminerait différents contacts de Van der Waals avec des
acides aminés voisins, ce qui pourrait impliquer une différence de conformation du
DBD mutant.

Cependant, les études de résonance magnétique nucléaire n’ont pas montré
une grande différence de conformation entre le DBD sauvage et le DBD mutant
T575A.

Par contre, une variation de la protonation de I'histidine localisée en position
570 du RA a pu étre mise en évidence, provenant de la perte du groupement
hydroxyle en position 575 du RA. Cette histidine chargée dans le DBD sauvage,
devient neutre en présence de la mutation T575A. D’apres le modele du DBD du RA
en interaction avec ses éléments de réponse (Shaffer et al, 2004), cette histidine
pourrait étre en contact avec le squelette phosphate de 'ADN. L’absence de charge
pourrait ainsi modifier les interactions de ce résidu avec ’ADN, et par conséquent
I'interaction du DBD avec 'ADN. Dans le but de confirmer cette hypothese, des

expériences de mutagénese dirigée modifiant ce résidu histidine en un acide aminé
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neutre ou chargé ont été réalisées. Lorsque la charge positive est perdue, les activités
transcriptionnelles de ce RA sont augmentées a partir d'un promoteur non spécifique
des androgenes. En revanche, le maintien d’'une charge positive en position 570
entraine une diminution des ces activités transcriptionnelles. Ainsi, ces expériences
indiquent que la protonation de ce résidu semble importante et impliquée en partie
dans la reconnaissance de 'ADN, et pourrait expliquer les différences d’activation
transcriptionnelle observées en présence du RA mutant T575A sur des éléments de
réponse non spécifiques des androgenes. En effet, lorsque le RA sauvage voit son
histidine muté en un résidu neutre (alanine), son activité transcriptionnelle est
augmentée, mimant 'effet observé en présence de la mutation T575A. La mutation
T575A met pour la premiere fois en évidence I'importance de l'histidine 570 pour

I'interaction avec ’ADN.

Toutes ces études montrent comment le changement d'un acide aminé au sein
du DBD peut entrainer des changements certes non conformationnels, mais tout de
méme importants pour les interactions du RA avec ’ADN. Il s’agit ici de la premiéere
description de ce type de changement dans le DBD du RA. De plus, ces études
mettent en évidence l'existence probable dun réseau entre la thréonine 575 et
I'histidine 570 du RA. D’aprés nos résultats, il semblerait que ce réseau soit important
pour les activités du RA, mais également certainement pour l'ensemble des

récepteurs nucléaires.

Pour la suite de ce projet, il serait intéressant d’étudier les structures du DBD
sauvage et du DBD mutant complexés a un élément de réponse spécifique des
androgénes, ou avec un élément de réponse non spécifique des androgenes, afin de
définir si en présence de I’ADN, la présence de la mutation T575A entraine une
variation de la conformation du DBD lié. Si tel est le cas, cela pourrait participer a la
variation de la reconnaissance des éléments de réponse observée en présence du RA

mutant T575A.
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De plus, la présence de la mutation T877A associée a la mutation T575A dans
le RA du patient a certainement un impact sur le fonctionnement de ce RA double
mutant. En effet, nous avons vu une coopération des deux mutations, or la mutation
T877A est connue pour élargir le spectre de sensibilité du RA vis-a-vis des hormones
stéroides, et pour empécher le recrutement de NCoR en présence dun anti-
androgene (Berrevoets et al, 2004). L’association des propriétés structurales et
fonctionnelles de chacune des mutations T575A et T877A pourrait jouer un role
déterminant dans la progression du CaP et dans I'échappement & la privation
androgénique.

Dans cette optique, des études de co-localisation du RA portant la double
mutation T575A/T877A seront entreprises en microscopie confocale avec dans un
premier temps les cofacteurs étudiés pour la simple mutation T575A, c'est-a-dire
SRC-2, SRC-3 et NCoR.

La présence des deux mutations au sein du RA du patient joue
vraisemblablement un role physiologique. En effet, le patient chez qui ce RA double
mutant a été découvert a subit de nombreuses lignes d’hormonothérapie avant
d’échapper au traitement. A 'heure actuelle il n’est pas encore connu si les mutations
du RA apparaissent suite au traitement, ou si ce dernier sélectionne les cellules
cancéreuses exprimant un RA muté qui leur permettra de survivre au traitement.
Cependant, les premiers résultats du protocole clinique qui a été développé au
laboratoire semblent indiquer que des mutations sont déja présentes dans le RA de
patients atteints d'un CaP localisé avant tout traitement. En revanche, puisque les
mutations sont plus courantes dans les CaP métastatiques en échappement
hormonal, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que des mutations puissent
apparaitre en cours de traitement.

Ainsi, I'hypothése émise est qu’il y a une coexistence des deux types de
mutation. En effet, il est possible que certaines mutations du RA préexistantes soient
sélectionnées par le traitement, mais également que des mutations apparaissent en

cours de traitement.
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Dans le cas de la double mutation T575A/T877A, il serait intéressant de
connaitre si les cellules exprimant ce variant ont un avantage de prolifération et de
survie. Pour cela, des expériences de survie et de prolifération cellulaires doivent étre
entreprises. Cependant, pour effectuer correctement ces études, il est nécessaire de
disposer d’'une lignée exprimant de facon stable le RA mutant ou le RA sauvage pour
comparaison. En effet, le taux de transfection de nos cellules étant faible, si la
présence du RA mutant n’entraine qu'un faible effet avantageux, nous ne serons pas
en mesure de l'observer. D’autre part, dans le cas des transfections transitoires
réalisées jusqu’a maintenant, le plasmide transfecté est expulsé par la cellule au bout
d’'une moyenne de 72h. Des études de prolifération ne sont donc pas envisageables
dans ces conditions.

De telles lignées exprimant de fagon stable le RA sauvage ou le RA mutant sont
actuellement en cours de production au laboratoire. La présence d’une voie de
signalisation des androgenes active étant requise pour ces études, I'utilisation de
lignées n’exprimant pas de RA, comme les cellules PC-3 ou les cellules DU145, a été

rejetée. La lignée cellulaire utilisée est donc la lignée LNCaP.

Toutes ces études permettront de comprendre encore mieux le mode d’action
d’'un RA portant une mutation au niveau de son DBD ainsi qu'une mutation au sein
de son LBD. L’association des propriétés structurales et fonctionnelles de chacune
des mutations T575A et T877A pourrait jouer un réle déterminant dans la
progression du cancer de la prostate et dans 1’échappement a la privation

androgénique.

Il est bien connu a ’heure actuelle que les mutations du RA situées au niveau
du domaine de liaison du ligand et de la fonction AF-2 jouent un roéle primordial au
sein des CaP. L’ensemble des travaux effectués au cours de ma these indique
I'importance que peut prendre une mutation au niveau du DBD pour la spécificité du
mode d’action du RA, et indique que des mutations au sein du DBD du RA pourraient
également jouer un roéle important dans les mécanismes impliqués dans la

progression des CaP.
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Le travail réalisé au cours de ma these s’inscrit dans un projet plus vaste, dont
les retombées cliniques potentielles sont nombreuses. Nous pouvons a titre
d’exemple imaginer dépister régulierement I'apparition de clones mutants chez les
patients, ce qui permettrait d’inhiber la prolifération d'un clone mutant au moyen
d’un antagoniste qui lui est spécifique, et au contraire d’interrompre ’administration
de médicaments tels que le flutamide, le bicalutamide et les glucocorticoides, devenus

agonistes vis-a-vis du mutant du RA détecté chez le patient.

Ce vaste programme de recherche sur la physiopathologie du récepteur des
androgenes dans les cancers de la prostate a pour but d’améliorer les connaissances
sur les relations structure-fonction de ce récepteur, et devrait ainsi permettre de
concevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques, le cas échéant ciblées et adaptées au
phénotype tumoral susceptibles de prolonger le controle hormonal de la maladie et

de retarder le recours aux chimiothérapies cytotoxiques.
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ANNEXE



RESUME

Avec plus de 62 000 nouveaux cas par an, le cancer de la prostate (CaP) représente le
premier cancer de I’'hnomme en France devant le cancer du poumon, et arrive au deuxiéme rang
des décés par cancer chez 'homme dans les pays occidentaux apres le cancer bronchique. La
voie de signalisation des androgénes, en soutenant la prolifération et la survie des cellules
cancéreuses, est impliquée dans le CaP. Cette dépendance vis-a-vis des androgenes est mise a
profit dans I’hormonothérapie des CaP. Dans 70 a 80% des cas, les patients répondent bien a
I’'hormonothérapie mais tous les patients rechutent aprés une durée médiane de rémission de
12 a 18 mois. La physiopathologie de cet échappement a la privation androgénique est encore
mal connue et peut faire appel a plusieurs types de mécanismes. L'un deux est I'émergence de
mutations au niveau du géne du récepteur des androgénes (RA), permettant aux cellules
cancéreuses de survivre et de proliférer malgré le faible taux d’androgénes.

Le RA mutant T575A/T877A a été détecté au laboratoire a partir d’'un échantillon
prostatique provenant d’'un patient en échappement hormonal. Mon travail de these a consisté
a étudier les propriétés fonctionnelles apportées au RA par ces deux mutations, mais
également les conséquences de la mutation T575A sur la structure du DBD et sur la
reconnaissance de I'’ADN par le RA mutant. Les conséquences fonctionnelles de la mutation
T877A étant connues, le RA simple mutant T575A a été étudié en paralléle au RA double
mutant afin d’appréhender les modifications des propriétés du RA dues a cette mutation dans
le contexte double mutant T575A/T877A.

Les études fonctionnelles et structurales du RA mutant T575A/T877A ont permis de
mettre en lumiere une coopération de deux mutations présentes au sein du méme RA. Nous
avons également vu que la mutation T575A induit un changement de spécificité du RA vis-a-vis
des différents éléments de réponse aux hormones présents dans le promoteur / enhancer de
genes cibles, en orientant le RA vers des séquences non spécifiques des androgénes. Nous
proposons un modéle selon lequel le RA mutant T575A pourrait reconnaitre des séquences de
liaison du RA différentes de celles reconnues habituellement par le RA sauvage au niveau du
promoteur / enhancer de genes cibles, mais également des séquences de liaison du RA
localisées au niveau de promoteurs / enhancers de genes non reconnus naturellement par le
RA sauvage, et conduire ainsi a une expression différentielle de génes nécessaires a la survie
des cellules tumorales. De plus, les études structurales de la mutation T575A indiquent que la
présence de la mutation T575A au sein du DBD du RA ne modifie pas drastiquement la
structure de ce dernier, mais en revanche entraine une différence de protonation d’un résidu
en contact avec le squelette phosphate de I'’ADN, expliquant en partie les effets cellulaires
observés.

Par ailleurs, la présence de la mutation T877A associée a la mutation T575A dans le RA
du patient a certainement un impact sur le fonctionnement de ce RA. En effet, nous avons vu
une coopération des deux mutations, or la mutation T877A est connue pour élargir le spectre
de sensibilité du RA vis-a-vis des hormones stéroides, et pour empécher le recrutement de
NCoR en présence d'un anti-androgene. L’association des propriétés structurales et
fonctionnelles de chacune des mutations T575A et T877A pourrait jouer un réle déterminant
dans la progression du CaP et dans I'échappement a la privation androgénique.

Cette étude montre I'importance d’un seul résidu au sein du DBD du RA vis-a-vis de ses
interactions avec I'’ADN, bien qu’il n’entraine pas de modifications conformationnelles. Ce
travail s’inscrit dans une étude plus vaste visant a améliorer les connaissances sur les relations
structure-fonction de ce récepteur, dans le but final de permettre la conception de nouvelles
stratégies thérapeutiques, ciblées et adaptées au phénotype tumoral présent chez chaque
patient atteint d’'un CaP, permettant ainsi de prolonger le contréle hormonal de la maladie et
de retarder le recours aux chimiothérapies cytotoxiques.





