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RESUMES

Identification de nouvelles alternatives thérapeutiques aux taxanes pour le traitement des cancers
de la prostate de haut grade : exemple d’une signature prédictive de la réponse a I’oxaliplatine.

Les cancers de la prostate sont classés en deux catégories. Les cancers de haut grade se distinguent
des cancers de bas grade par une plus forte agressivité et un pronostic plus mauvais. Lorsqu’ils
deviennent résistants a I’hormonothérapie, les cancers de haut grade sont traités par une
chimiothérapie basée sur les taxanes. Néanmoins, les taux de réponse restent faibles. Il existe donc
un réel besoin quant a l'identification d'alternatives thérapeutiques qui soient spécifiques de ce type
de tumeur. Dans cette optique, notre travail a été de proposer une telle alternative par une
approche qui prenne en compte la génétique spécifique des cancers de haut grade. Nous avons
exploité une signature de 86 genes dont le niveau d’expression permet de discriminer entre les
tumeurs de haut et de bas grade. Par une approche in silico originale utilisant la banque de données
du NCI, nous avons identifié 382 corrélations entre le niveau d’expression de 50 genes et la
sensibilité a 139 agents antiprolifératifs. Parmi ces corrélations, nous avons identifié une signature de
9 genes qui est spécifique de la réponse a 'oxaliplatine. Cette signature a été confirmée sur le plan
fonctionnel dans les lignées cancéreuses prostatiques DU145 et LNCaP. Nous avons donc fourni la
preuve de concept que notre approche permet d’identifier de nouvelles molécules pouvant étre
utilisées en alternative aux taxanes pour traiter spécifiqguement les cancers de haut grade. Cette
stratégie permet aussi d’identifier de nouveaux marqueurs (génes) régulant la sensibilité a certains
médicaments. Nos résultats démontrent par exemple le réle des génes SHMT, impliqués dans la
régulation du métabolisme monocarboné, dans la sensibilité spécifique a I'oxaliplatine par un
mécanisme qui fait intervenir, du moins en partie, une dérégulation du niveau de méthylation global
de I’ADN.

Mots clés : cancer de la prostate, grade de Gleason, oxaliplatine, prédiction de réponse aux drogues.

Identification of new therapeutic alternatives to taxanes for the treatment of high grade prostate
cancers: the example of a gene expression signature predicting response to oxaliplatin.

Prostate cancers are classified in two categories. High grade cancers are distinguished from low
grade cancers by their higher agressivity and worse prognostic. When they become refractory to
hormone therapy, high grade cancers are treated with a taxane-based chemotherapy. However,
response rates remain low. Therefore, there is a real need for the discovery of new therapeutic
alternatives which are specific for this type of tumors. For that purpose, our work aimed at proposing
such an alternative with a strategy that took into account the high grade genetic background. We
exploited a signature of 86 genes for which expression level could distinguish between low grade and
high grade tumours. With an original in silico approach, we searched the NCI databases and
identified 382 correlations between 50 genes and the sensitivity to 139 antiproliferative agents.
Among these, a signature of 9 genes was able to specifically predict cell response to oxaliplatin. This
signature was validated at the functional level in two prostate cancer cell lines, DU145 and LNCaP.
We have thus provided the proof-of-concept that our approach allows the identification of new
drugs that can be used alternatively to taxanes in order to specifically treat high grade prostate
cancers. This strategy also allows the identification of new markers (genes) regulating the sensitivity
to various drugs. Our results demonstrate for example the implication of SHMT genes, which are
involved in the regulation of the one-carbon metabolism, in the specific sensitivity to oxaliplatin, by a
mechanism which involves, at least in part, the deregulation of the global level of DNA methylation.

Key words: Prostate cancer, Gleason grade, oxaliplatin, drug response prediction
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I. CANCEROGENESE

[.1. Cancer et mécanismes de I'oncogenese

Le cancer est une maladie décrite depuis I’Antiquité. Longtemps, il fut une maladie incurable
et le mot garde encore de nos jours une charge symbolique puissante, évoquant des
conséquences particulierement sombres. Il n’existe pas un cancer mais une multitude de
cancers pouvant se développer a partir de presque tous les tissus. Chacun possede ses
propres caractéristiques. Il s’agit d’'une prolifération incontrélée de cellules normales se
développant au sein de I'organisme. Cette transformation est la résultante d’une succession
d’altérations génétiques qui vont progressivement déréguler les systemes complexes
assurant I’homéostasie cellulaire. De ce fait, un cancer est défini comme une pathologie

multigénique.

La classification des cancers s’est établie selon le type de cellule, de tissus ou de |'organe

affecté initialement. On distingue ainsi quatre grandes familles de cancer :

- Les carcinomes sont les plus fréquents (plus de 85 %). lls représentent les tissus

épithéliaux recouvrant les surfaces internes ou externes des glandes et des organes.

- Les sarcomes concernent les tissus conjonctifs de soutien, comme les os, la graisse

ou les muscles. lIs sont cependant tres rares (moins de 1 %).

- Les lymphomes sont les cancers du tissu hématopoiétique permettant la formation
de toutes les cellules du sang. Les foyers impliqués sont le plus souvent les ganglions

lymphatiques.

- Les leucémies concernent les tissus de la moelle osseuse responsable de la

production des globules blancs.

La cancérogenese est un processus long, pouvant s’étendre sur de nombreuses années, voire
des décennies. Elle comprend trois grandes étapes successives : 'initiation, la promotion et

la progression dont les conséquences sont résumées sur la figure 1.
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Premieres anomalies génétiques Initiation
Avantage sélectif par rapport aux cellules normales Promotion

b )

Expansion clonale

b

Instabilité génétique Progression

b

Accroissement du potentiel agressif

Figure 1 — Les grandes étapes du processus de cancérogeneése : l’initiation, la
promotion et la progression.

Les cellules saines, qui sont I'élément de base des tissus, naissent, se divisent et se
renouvellent de fagon ordonnée en suivant un programme précis défini par leur patrimoine
génétique. Lors de la réplication rapide des quelques 3,5 milliards de bases constituant le
génome, '’ADN néo-synthétisé peut contenir des « erreurs de recopiage », modifiant la
séquence des genes et donc la fonction méme de la cellule. Pour y faire face, des voies de
détection et de réparation des anomalies réplicatives assurent a la cellule fille un patrimoine

génétique strictement identique a I'original.

Notre ADN est constamment soumis a des agressions pouvant étre endogénes ou exogenes.
Les facteurs endogénes peuvent étre héréditaires, certaines mutations de génes
prédisposant au développement d’un cancer. Les agressions exogénes, quant a elles,
proviennent essentiellement des risques environnementaux. Elles sont en partie liées aux
comportements a risque comme par exemple la consommation de tabac et d’alcool, a une
mauvaise alimentation, ou a I'environnement comme |’exposition excessive aux radiations
(UV du soleil, etc.). lls sont également dus a des facteurs a risque comme des virus et
bactéries, I'obésité et la pollution chimique (amiante, benzéne, arsenic, etc.). lls peuvent agir
directement au niveau de I’ADN et provoquer des altérations pouvant modifier la séquence

et donc aboutir a I'apparition de mutations.
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Dans la majeure partie des cas, ces modifications de ’ADN passent inapergues car elles sont
corrigées par les mécanismes efficaces de réparation. Seulement, une mutation peut
atteindre et déréguler un facteur appartenant a ces systémes de contréle et de réparation
de ’ADN. C’est un événement rare comparé au nombre d’agressions subies par le génome.
Ainsi, une mutation peut avoir un fort impact si elle survient sur une des trois classes de
génes importants comme les oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs et les genes du

systéme de réparation de I’ADN.

Les oncogéenes (appelés proto-oncogénes a I’état normal et oncogénes lorsqu’ils sont mutés)
font partie de la premieére classe. Ce sont les régulateurs positifs de la prolifération cellulaire.
Sous leur forme oncogénique, ils deviennent hyperactifs et leur modification est dominante
car il suffit qu’une des 2 copies du gene soit modifiée. Actuellement, plus de cent oncogénes
ont été identifiés dont les plus connus sont les génes de la famille Ras, le géne MYC ou

encore Abelson (ABL).

La seconde classe comprend les génes suppresseurs de tumeurs qui sont des régulateurs
négatifs de la prolifération cellulaire, comme par exemple TP53 (Tumor Protein 53), BRCA1
(BReast CAncer 1) et RB1 (retinoblastoma 1). Ces génes, une fois mutés, acquierent un

pouvoir oncogénique.

La troisieme classe correspond aux génes des multiples systemes de réparation qui sont
capables de détecter et de réparer les lésions a ’ADN. Les géenes appartenant aux deux

derniéres classes sont souvent inactivés dans les cancers.

Dans ces trois cas, la cellule peut acquérir un avantage sélectif lié a la persistance d’une
mutation non réparée, qui lui permettra de donner naissance a un premier clone de cellules
anormales. A partir de 13, la cellule cancéreuse sera capable a tout moment d’évoluer vers la

sélection d’une deuxiéme population, plus remaniée que la premiére, sur le plan génétique.

C’est le processus dynamique de I'accumulation de mutations successives qui conduit a la
formation de cellules cancéreuses a forte capacité de prolifération. Pour chaque type de
cancer il a pu étre mis en évidence une certaine spécificité des génes altérés et une
chronologie dans le développement des événements. Cette trés grande diversité génétique

est a la base de I’hétérogénéité de la pathologie cancéreuse.
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Les capacités sélectionnées par les cellules cancéreuses, leur conférant un avantage, sont

représentées sur la figure 2.

1 2
Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors
10 3
Deregulating Avoiding

9 4
Resisting Enabling
cell replicative
death immortality
8 5
Genome Tumo.r-
instability & : prOmOthg
mutation inflammation
7 6
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figure 2 — Les différentes capacités sélectionnées par les cellules cancéreuses, adapté
de (Hanahan et al. 2011).

1- Indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération. Les cellules cancéreuses

peuvent proliférer méme en absence d’une stimulation par des facteurs de croissance.

2- Echappement aux signaux inhibiteurs. Les génes suppresseurs de tumeurs peuvent étre
inactivés dans les cellules cancéreuses, ce qui les rend insensibles aux signaux et aux

mécanismes antiprolifératifs.

3- Résistance a la destruction immuno-dépendante. Les cellules cancéreuses peuvent

échapper a leur reconnaissance par le systeme immunitaire ou bien en limitent I'efficacité.

4- Capacité proliférative illimitée. Les cellules tumorales peuvent se diviser sans limite, en
utilisant des mécanismes comme une reprise de I'expression de la télomérase dans la
majorité des cas, ou bien par d’autres mécanismes, comme par exemple, le mécanisme ALT

(Alternative Lengthening of Telomeres).

5- Inflammation stimulant la progression tumorale. Il a été démontré que les cellules du

systéme immunitaire inné ou adaptatif peuvent envahir le tissu tumoral et attirer des

34



INTRODUCTION - PARTIE | I. CANCEROGENESE

cellules inflammatoires. Ces cellules, responsables de I'inflammation, peuvent excréter des
molécules et notamment des espéces réactives de I'oxygene (ROS), hautement mutagenes,

stimulant l'instabilité génétique des cellules tumorales.

6- Acquisition d’un pouvoir invasif. Les cellules tumorales ont la capacité de traverser les
matrices extracellulaires et d’infiltrer les vaisseaux sanguins proches afin d’étre transportées

jusqu’a d’autres organes pour y former un foyer secondaire appelé métastase.

7- Capacité d’induction de I'angiogenese. La tumeur a un besoin important en oxygene pour
se développer. Les cellules tumorales peuvent acquérir la capacité d’induire la formation de
vaisseaux sanguins en grande quantité au sein méme de la tumeur pour répondre a cette

demande.

8- Mutations et instabilité du génome. Au cours de la prolifération des cellules cancéreuses,
I'apparition de nouvelles mutations leur permet d’acquérir un avantage sélectif par rapport
aux cellules normales. Ces avantages peuvent aussi étre acquis par des mécanismes

épigénétiques tels que les modifications d’histones ou la méthylation de I’ADN.

9- Résistance a la mort cellulaire. Les cellules cancéreuses peuvent développer une capacité

de prolifération par inactivation des voies impliquées dans la mort cellulaire.

10- Reprogrammation du métabolisme énergétique. Méme en présence d’oxygene, les
cellules cancéreuses peuvent détourner 'intégralité de leur métabolisme énergétique vers la
glycolyse, au détriment du métabolisme oxydatif mitochondrial. Cela conduit a un état dit de

« glycolyse aérobie » favorisant leur croissance.

[.2. Les chiffres du cancer

11.2.1. Incidence des cancers en hausse

Le nombre de nouveaux cas de cancer en France est estimé en 2010 a environ 357 500
(203 000 hommes et 154 500 femmes). L’incidence des cancers est en hausse, avec une
progression de + 1,2 % chez 'lhomme et de + 1,4 % chez la femme en moyenne par an (INCa
2010). Le vieillissement global de la population ainsi que I'amélioration des diagnostics
couplés au développement des dépistages pour certains cancers en sont probablement
responsables. Chez I’'homme, le cancer de la prostate reste de loin le plus fréquent, suivi par

les cancers du poumon et les cancers colorectaux. Chez la femme, les trois cancers les plus
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fréquents sont le cancer du sein, les cancers colorectaux et le cancer du poumon. Plus de la

moitié des cas estimés en 2010 sont diagnostiqués chez des personnes de plus de 65 ans.

[.2.2. Mortalité par cancer en baisse

La mortalité par cancer, tout age et toutes localisations confondus, a diminué au cours des
vingt dernieres années. Cette maladie représente néanmoins la premiére cause de déces
chez 'lhomme (33 %) et la deuxieme chez la femme (23 %) et elle reste la premiere cause de
déces prématuré avant 65 ans. Chez ’lhomme, le cancer du poumon est la principale cause
de déces, suivi par les cancers colorectaux et de la prostate. Chez la femme, il s’agit du
cancer du sein suivi par les cancers colorectaux et du poumon. Le tabac constitue la

premiere cause de déceés liés au cancer en France, comme dans le monde.

Bien qu’étant la plus fréquente chez I’homme, la tumeur prostatique est une pathologie qui

se soigne bien, la classant seulement au troisieme rang des déces par cancer.
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Il. CANCER DE LA PROSTATE

I1.1. La glande prostatique - généralités

[1.L1.1. Anatomie
La prostate est une petite glande de I'appareil génital masculin, d’environ 3 centimetres de
hauteur et 4 centimétres de largeur. Elle possede deux lobes facilement palpables lors du
toucher rectal. Elle est située sous la vessie en avant du rectum et entoure le début de

I"'uretre. Elle est séparée des autres organes par une capsule.

Figure 3 — Représentation de ’appareil reproducteur male.

La prostate se divise en trois zones :

- Une zone périphérique : elle est palpable au toucher rectal et elle constitue la plus grande

région. Elle est le siege de la majorité des cancers (68 %) et des prostatites.

- Une zone de transition : elle est formée de deux petits lobes discoides situés de part et
d’autre de l'uretre, canal qui traverse la prostate et représente environ 5 % de la glande
jusqu’a I'age de 40 ans. Avec le vieillissement, cette zone augmente en taille pour devenir la
partie la plus importante. C'est ce qu’on appelle I'hypertrophie bénigne de la prostate qui
survient chez presque tous les hommes de plus de 70 ans. Elle est le siege de 22 % des

cancers de la prostate.
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- Une zone centrale : c’est la base de la glande et elle entoure les canaux éjaculateurs. Elle
représente 20 % de la prostate. Elle est rarement le terrain de développement de cancer

(10 %).

Le role de cette glande est de produire le liquide séminal qui entre dans la composition du

sperme. Il n’est absolument pas indispensable a la fécondité, mais la favorise.

EII.I.Z. Pathologies

Il existe trois pathologies principales de la prostate :

- L’hypertrophie bénigne de la prostate est liée a I’hypertrophie des structures glandulaires
de la zone de transition. C'est une affection non cancéreuse a évolution lente. Elle débute
progressivement chez I'adulte a partir de 30 ans mais ne s’exprime généralement qu’a partir
de 40 ans pour ensuite augmenter en fréquence avec I'age. Il n’existe pas de relation linéaire
entre le volume de la prostate et l'intensité des troubles ressentis par le patient. Une

prostate peut étre trés volumineuse et ne pas entrainer de troubles urinaires importants.

- La prostatite est une inflammation ou une infection de la prostate. Elle est responsable de
troubles génito-urinaires le plus souvent génants, voire parfois trés invalidants en raison
d’un inconfort ou de douleurs du bassin. Si elles deviennent chroniques, elles altérent la
qualité de la vie quotidienne (difficultés a rester assis, a pratiquer une activité physique
et/ou sexuelle). Les prostatites concernent les sujets de tous dges avec une prédominance

dans la tranche d’age 30-50 ans.

- La troisieme pathologie est le cancer de la prostate. L’adénocarcinome représente environ
95 % des tumeurs et son développement est sous la dépendance des androgénes. A la
différence des pathologies non cancéreuses, ce cancer est beaucoup plus nocif pour la
sexualité, puisque toutes les fonctions sexuelles peuvent étre plus ou moins séverement
|ésées. Cependant, le traitement est beaucoup plus en cause que les symptomes du cancer

dans la genése des troubles sexuels (Bondil P. ).

[1.2. Epidémiologie
Le cancer de la prostate est le cancer masculin le plus fréquent en France et dans les pays
occidentaux en général. |l se situe au premier rang des cancers incidents chez I’homme, loin

devant les cancers du poumon et les cancers colorectaux (INCa 2010). A I’heure actuelle, un
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homme sur neuf sera atteint d’'un cancer de la prostate. La population d’hommes agés de
plus de 50 ans représente, en France, environ huit millions de personnes. On estime que
trois millions d’entre elles (environ 40 %), présentent des cellules cancéreuses dans leur

prostate.

Bien que son incidence augmente constamment depuis I'introduction du dosage du PSA
(Prostatic Specific Antigen) dans les années 1980, la mortalité est globalement stabilisée.
Celle-ci reste faible, si on la compare au trés grand nombre de cancers prostatiques latents,

puisque plus de 90 % des patients mourront d’une autre cause.

Il est maintenant connu que le cancer de la prostate est une maladie multifactorielle. Des
prédispositions génétiques jouent un réle prédominant dans la cancérogenése prostatique,
auxquelles vient s’ajouter de nombreux facteurs environnementaux. Ceux-ci incluent des
facteurs tels que I'obésité, le tabac, I'alcool, la consommation d’anti-inflammatoires, I'apport
de vitamine D et E, de minéraux (calcium, sélénium, zinc) ainsi que I'activité sexuelle.
L’exposition a des pesticides toxiques et cancérigénes semble également constituer un
facteur de risque (Belpomme et al. 2009). Le niveau d’expression de certaines hormones
telles que les androgénes, les cestrogenes, I'insuline etc. peut également varier en fonction
des prédispositions génétiques individuelles (Kral et al. 2011). Des études ont montré une
forte relation entre la survenue des cancers prostatiques et le mode de vie. En effet,
I'incidence de cette pathologie chez les Asiatiques vivant en Asie est la plus faible du monde.
Cependant, cette incidence augmente rapidement lorsque cette population vit dans d’autres
régions du monde et notamment aux USA (Robbins et al. 2007). De fagon similaire, des Afro-
Américains ont un cancer plus agressif que des Caucasiens habitant pourtant la méme région
(Robbins et al. 2007). Une des explications avancée est la combinaison de différences de
polymorphismes de génes de susceptibilité par rapport a I'exposition a des facteurs

environnementaux et au mode de vie (Gronberg 2003).

I1.3. Etiologie

EII.3.1. Les risques liés a la génétique
L'importance des facteurs génétiques concernerait une proportion de cancers de la prostate
diagnostiqués a un jeune age (43 % chez les hommes de plus de 55 ans ; 34 % chez les plus
de 70 ans et 9 % chez des hommes de plus de 85 ans). En effet, des études ont été menées

pour tenter d’évaluer la part des facteurs génétiques et leur mode d’hérédité dans ces
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formes familiales (Carter et al. 1992). Elle conclut a la survenue d’une forme familiale de
cancer de prostate dans 13 a 26 % des cas. Il est alors possible d’établir, pour chaque facteur
génétique, un degré de probabilité de survenue du cancer. Cela implique que des mutations

d’un gene peuvent sensibiliser un individu a développer la maladie.

Des cancers sporadiques apparaissent chez des patients sans antécédents familiaux. En
revanche, les cancers « dits » familiaux affectent au moins deux hommes d’une méme
famille et les cancers « dits » héréditaires touchent au moins trois hommes d’une méme

famille sur trois générations consécutives.

La relation entre les antécédents familiaux et le risque de développer un cancer de la

prostate est présenté dans le tableau 1.

Antécédents familiaux Risque relatif Risque absolu (%)
Aucun 1 8
Pére ou frére 2 15
Péere ou frére <60 ans 3 20
Pére et frére 4 30
Cancer de la prostate héréditaire 5 35-45

Tableau 1 - Relation antécédents familiaux / risque de cancer de la prostate.

Cependant, il n'existe pas de différence en termes de survie, d’agressivité et de rechute

entre ces trois groupes.

A ce jour, des études globales du génome ont permis I'identification de génes et de loci de
susceptibilité au cancer de la prostate. Ces genes sont impliqués dans I'apparition des

cancers héréditaires.
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Les génes identifiés sont indiqués dans le tableau 2 (Gronberg 2003; Olivier Cussenot 2004).

Localisation  Géne/Locus candidats Détails sur le géne et/ou le locus
Ribonucléase L/ Hereditary Prostate Cancer 1
1925.3 RNasel/HPC1 o . .
Activité endoribonucléasique
1q42.2-43 PcaP Predisposing for prostate cancer
elaC 2 homolog (E.coli) / Hereditary Prostate Cancer 2
17pl11 ELAC2/HPC2 L . B p
Activité endoribonucléasique
8022-23 MSR1 Macrophage Scavenger Receptor 1
pes- Initiateur et effecteur de l'inflammation
Xq27-28 HPCX Hereditary Prostate Cancer X
20q13 HPC20 Hereditary Prostate Cancer 20
17q21 BRCA1 BReast Cancer 1
13q12-13 BRCA2 BReast Cancer 2

Tableau 2 - Liste des genes et des loci associés au risque de développer un cancer de la
prostate (Gronberg 2003; Olivier Cussenot 2004)

En 2000, une étude a identifié que la région 1924-25 du chromosome 1 contenait un gene de
prédisposition au cancer de la prostate (Xu 2000). Des mutations du gene codant la
ribonucléase L sont associées a une augmentation du risque du cancer de prostate et sont
associées a des hauts scores de Gleason (Meyer et al. 2010). En 2001, le locus PcaP fut
trouvé associé a des cas de cancers de prostate héréditaires chez des familles originaires du
Sud et de I'Ouest de L'Europe (Cancel-Tassin et al. 2001). La mutation non-sens du géne
ELAC2 sur le chromosome 17 a été montrée comme jouant un réle dans la susceptibilité aux
cancers de prostate héréditaires. D’autres altérations de ce géne n’influencent pas ce risque,
suggérant qu’il ne joue qu’un réle limité sur la forme héréditaire de ce cancer ou que
d’autres genes sont impliqgués (Wang et al. 2001). D’autres loci pour des genes de
prédisposition aux formes héréditaires ont été identifiés : HPCX (Lange et al. 1999) et HPC20
(Bock et al. 2001).

Certains génes candidats ont été étudiés dans les loci identifiés, comme par exemple le géne
MSR1. 1l avait été proposé que les mutations de séquence puissent augmenter le risque de
cancer de prostate héréditaire, mais plusieurs études n’ont pas pu le démontrer. Une de ces
mutations (R293X) a néanmoins été associée a un diagnostic plus précoce de la maladie

(55,4 contre 65,4 ans) (Seppala et al. 2003; Wang et al. 2003). Les genes BRCA1 et BRCA2,
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qguant a eux, prédisposent aux cancers du sein héréditaire, mais ont également été évoqués

pour le cancer de prostate (Gayther et al. 2000; Edwards et al. 2003; Douglas et al. 2007).

Des polymorphismes génétiques ont aussi été associés a un risque individuel ou familial
accru. lls pourraient expliquer les importantes variations d’incidence observées entre les
populations. Un polymorphisme est une variation génétique présente dans au moins 1 % de
la population. Elle peut porter sur la modification d’'une seule base (SNP : Single Nucleotide
Polymorphism), une substitution/délétion d’une ou plusieurs bases conduisant a une
modification du cadre de lecture ainsi que le nombre variable de la répétition d’un motif
(microsatellite). Parmi les nombreux genes impliqués sont retrouvés des génes importants
comme le récepteur aux androgenes (RA), deux genes appartenant a la famille des
cytochromes (CYP17 et CYP1B1), un géne codant un facteur de croissance (VEGF), TP53, un
géne codant une enzyme du peroxisome de type racémase (AMACR), un géne impliqué dans

la réparation de I’ADN par excision de base (XPD), etc. (Olivier Cussenot 2004).

A linverse de ces mutations ou SNP, d’autres altérations génétiques sont retrouvées de
maniére beaucoup plus fréquente. Dans les cancers de la prostate, elles concernent le géne

codant le récepteur aux androgeénes et le gene de fusion TMPRSS2/ERG.

111.3.2. Récepteur aux androgénes et métabolisme hormonal

Le géne codant le récepteur aux androgénes est situé sur une des régions du génome les
plus conservées, le locus q12 situé sur le chromosome X ; les mutations y sont rares. Une fois
activé, il agit comme un facteur de transcription en se fixant sur des régions spécifiques
(androgen responsive elements) et régule I'expression de nombreux genes androgéno-

dépendants comme le PSA, les facteurs de croissance EGF, VEGF, IGF et KGF.

Des différences de taille du géne codant le RA sont rencontrées dans différentes ethnies. Ces
polymorphismes concernent des microsatellites situés dans la région N-terminale du gene. Il
y a deux séquences répétées (CAG et GGC) décrites comme affectant la transcription et
I'activation du géne. Une étude a montré que des patients arborant moins de 22 répétitions
du motif CAG ont trois fois plus de risque de développer le cancer de prostate. La présence
de 16 répétitions du motif GGC est aussi associée a une augmentation du risque (Irvine et al.
1995). Ces polymorphismes conduisent a des formes plus agressives de cancers

prostatiques, dues notamment a une plus forte affinité de liaison au ligand (Gronberg 2003).
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I1.3.3. Génes de fusion dans les tumeurs sporadiques

Certaines altérations présentes dans les cancers sporadiques sont la résultante d’une
translocation aboutissant a une fusion de genes. L'exemple le plus étudié est celui du géne
de fusion TMPRSS2-ERG qui résulte de la fusion de la partie 5’ du gene TMPRSS2, dont le
promoteur est fortement régulé par le récepteur aux androgenes, avec la partie N-terminale
du géne ERG, qui encode un facteur de transcription de la famille des ETS. Ce mécanisme est

présenté figure 4.

TMPRSS2 ERG
rstrong androgen-regulated promoter i fPromoter 1:
|
.' TMPRSS2 . ERG :
| Ll Ll 1 I |
| Iyl T TTr
Exon1 2 3 45 67 8 90uPRBM Exon 1 23 4 5 BHIR

\L/ Translocation

TMPRSS2-ERG fusion gene
1 4

—_ AAAAA
AAAAA High level of fusion
AAAAA  TMPRSS2-ERG transcripts
AAAAA

AAAAA

5 6 MR
Messenger RNA  =——

:

High level of truncated ERG transcription factor protein

:

Altered gene expression

Figure 4 — Mécanismes de formation du géne de fusion TMPRSS2-ERG.

Le promoteur du géne TMPRSS2 contenant une séquence de fixation du récepteur aux androgeénes
est fusionné au géne ERG (a l'exception des 3 premiers exons). Sous linfluence des androgeénes, ce
gene de fusion conduit a une forte expression de la protéine TMPRSS2-ERG conduisant a la

dérégulation des génes cibles de ERG (Clark et al. 2009).

TMPRSS2 encode un récepteur transmembranaire de type Il a activité sérine protéase. Il est
majoritairement exprimé dans l'intestin et faiblement dans la prostate, le colon, I'estomac et

la glande salivaire. Dans le tissu prostatique, il est majoritairement exprimé dans les cellules
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épithéliales. Son expression est fortement régulée par les androgenes et se trouve
fortement induite dans les lignées cellulaires de la prostate hormono-sensibles. Sous
I'influence des androgénes, ce géne fusionné exprime une grande quantité de protéines ERG
tronquées, conduisant a I'activation de multiples génes par le domaine de liaison a I’ADN de
ERG (Tomlins et al. 2005; Lapointe et al. 2007; Narod et al. 2008). Les cancers arborant ce
géne de fusion présentent des profils plus agressifs et de plus mauvais pronostics.
L’expression d’une isoforme particuliere de ce géne de fusion (TMPRSS2 exon2 — ERG exon
4) est associée a un état hautement agressif des cellules cancéreuses. Une autre isoforme
(TMPRSS2 exon 2 - ERG exon 3) est associée a l'invasion des vésicules séminales et est
corrélée a un mauvais pronostic aprés prostatectomie radicale (Wang et al. 2006). TMPRSS2
a été également montré fusionné avec d’autres membres de la famille des ETS, comme
ETV1, ETV4 et ETV5, mais dans des proportions beaucoup plus faibles que la fusion avec le

géne ERG (Clark and Cooper 2009).

Le pourcentage de cancers de la prostate dans lequel on retrouve ce géne de fusion est
encore controversé. En 2005, il a été établi que 79 % des cancers prostatiques arboraient ce
géne de fusion (Tomlins et al. 2005), résultat confirmé I'année suivante par une autre étude
(78 %) (Soller et al. 2006). De fagon plus générale, les études s’accordent a dire que ce gene
de fusion est retrouvé dans plus de 50 % des cas (Hermans et al. 2006; Perner et al. 2006;
Rajput et al. 2007). De plus, il semblerait que 50 a 70 % des cancers de la prostate montrent
une surexpression du géne ERG liée, dans 90 % des cas, a la présence du géne de fusion

TMPRSS2/ERG.

Toutes localisations confondues, cette fusion est, a I’'heure actuelle, le réarrangement le plus
commun identifié dans une tumeur maligne. Parmi toutes les altérations génétiques

recensées dans le cancer de la prostate, il est également le plus fréquemment retrouvé.

I1.4. Dépistage / Diagnostic

Contrairement a d’autres tumeurs, le cancer de la prostate se développe trés lentement et la
nécessité d’'un diagnostic précoce se pose moins chez les hommes agés, ayant une
espérance de vie de moins de 10 ans car la plupart du temps, ils décédent « avec » et non

pas « a cause » du cancer.

Il est rarement diagnostiqué avant I'age de 50 ans (moins de 1 % des cas). La moyenne d’age

au diagnostic est d’environ 74 ans et plus de 85 % des patients sont diagnostiqués apres
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85 ans. Passé cet age, le risque de développer ce cancer au niveau mondial passe de 5 a
20 %. L'accroissement considérable de I'incidence clinique de ce cancer est la conséquence

de I'amélioration du dépistage des cancers encore non évolués.

Bien que le cancer de la prostate reste asymptomatique a un stade localisé, le diagnostic
précoce de la maladie est possible grace a trois examens : le toucher rectal, le dosage du PSA
et les biopsies prostatiques. L'examen physique de la prostate et une analyse sanguine sont

systématiquement pratiqués afin de dépister un cancer précoce confiné a la prostate.

[1.4.1. Le toucher rectal

Pendant longtemps, le cancer de la prostate a été diagnostiqué essentiellement par le
toucher rectal, qui permet de déterminer le stade de la tumeur. Elle pouvait également étre
tardivement découverte lors de I'apparition de signes cliniques marquant I’extension de la
maladie a d’autres organes (douleurs osseuses, insuffisance rénale essentiellement).
Actuellement, environ 10 % des cancers prostatiques diagnostiqués sont suspectés par une

anomalie au toucher rectal en I’absence d’élévation du PSA.

Cet examen permet de palper la glande et d’y détecter des modifications de volume, de la
forme et de la consistance, caractéristiques d’une anomalie prostatique. Il est associé a
I’analyse anatomopathologique de biopsies de la prostate, ainsi qu’a |’évaluation de
I’extension ganglionnaire et métastatique, et permet de classer la tumeur selon la
classification TNM (T : Tumeur ; N : Adénopathies ; M : Métastases). Elle s’étend des stades
précoces Tla qui réferent a une tumeur non palpable découverte fortuitement jusqu’a des
stades T4 qui indiguent une tumeur fixée ou ayant envahi les organes voisins autres que les
vésicules séminales. Ensuite, les stades N soulignent la présence de ganglions allant de
moins de 2 a plus de 5 cm. Enfin, les stades M1a jusqu’a M1c indiquent le type d’organe

atteint par une métastase.
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La classification TNM compléete pour les cancers de la prostate est présentée dans le

tableau 3.
T =tumeur primitive Sous classe Description
Tx Tumeur primitive non évoluée
TO Tumeur primitive non retrouvée
T1 =tumeur non palpable et . . L
. - . Tla Tumeur occupant moins de 5 %du tissu réséqué
non visible al'imagerie
Tlb Tumeur occupant plus de 5 %du tissu réséqué
Tilc Découverte par biopsie en raison de 'augmentation de P SA
Tla <59%dutissuréséqué avec score de Gleason <7 ou absence de grade 4 ou 5
NB
Tilb >5 %du tissu réséqué et/ou score de Gleason > 7 ou présence de grade 4 ou 5
T2a Atteinte de la moitié d'un lobe ou moins
T2 =tumeur limitée ala . . .
T2b Atteinte de plus de la moitié d'un lobe mais sans atteinte des deuxlobes
prostate
T2c Atteinte des deuxlobes
T3 =extension au-delade la T3a Extension extra capsulaire uni ou bilatérale
capsule T3b Extension aux vésicules séminales uni ou bilatérale
T4 = Tumeur fixée ou atteignant d'autres structures que les vésicules séminales
N =ganglions régionaux Sous classe Description
Nx = Ganglions régionaux non évalués
NO - Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 - Atteinte ganglionnaire régionale
N1 mi - M étastase ganglionnaire <0,2 cm (optionnel)
M = métastases Sous classe Description
Mx - M étastases a distance non évaluées
Mo - Absence de métastase a distance
M1la Atteinte des ganglions non régio naux
M1 = métastase a distance M1b Atteinte osseuse
Milc Autres sites

Tableau 3 — La classification TNM pour les cancers de la prostate.

%II.4.2. Le dosage du PSA

Le dosage du PSA, « Prostatic Specific Antigen », est le second paramétre étudié. A I'état
normal ce marqueur spécifique de la prostate est retrouvé a de faibles concentrations dans
le sang. C'est un antigéne secrété uniguement par le tissu prostatique et il témoigne de
I'activité de la glande. Sa suractivité induit une augmentation du taux sérique de PSA. La
présence d’un cancer provoquant une augmentation de la quantité de cellules prostatiques
composant la glande, le niveau de PSA produit est ainsi plus important. Lors de la
cancérogenése, la désorganisation du tissu est également a l'origine d’un passage plus
important de PSA dans la circulation sanguine. Cependant, I'inflammation, I'adénome bénin,
I’éjaculation et une intervention physique sur la prostate sont également des causes

d’élévation éphémeres du taux de PSA. Ainsi, une augmentation du taux n’est pas
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considérée comme une preuve directe de la présence d’un cancer, il marque simplement
une anomalie de fonction de la glande prostatique. Le PSA est donc spécifique de la prostate

et non pas du cancer de la prostate.

Un dosage sérique du PSA est considéré comme normal pour une concentration inférieure a
4 ng/mL. Une augmentation légeére (entre 4 et 10 ng/mL) suivie d’un retour a la normale au
bout de quelques semaines indique une pathologie d’origine non cancéreuse. En revanche,
une augmentation constante du taux de PSA (augmentation de plus de 0,75 ng/mL par an)

fera suspecter un cancer de la prostate (Crawford et al. 1993; Frizell 1998).

Le risque de cancer de la prostate en fonction du taux de PSA est présenté dans le tableau 4.

Valeur du PSA (ng/mL) Risque de cancer Stade du cancer
3a7 25% Trés précoce et curable dans plus de 8 cas/10
7a30 65% Précoce, mais curable dans moins de 5 cas/10
30 a100 90% Avancé non curable, présence de métastases ganglionnaires
100 a 1000 100% Tardif non curable, présence de métastases osseuses

Tableau 4 - Tableau de correspondance entre le taux de PSA et le risque de cancer.

I1.4.3. Le systeme de grading de Gleason
Pour confirmer le diagnostic, le médecin a recours a une analyse anatomopathologique a
partir de biopsies prostatiques, lui permettant de classer la tumeur selon 5 grades de

Gleason, schématisés figure 5.

ok

-péjoratif - e e e e o > + péjoratif

Figure 5 - Grades de Gleason et degrés de différenciation de la tumeur (Gleason 1992).
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Il existe cing grades allant d’un tissu bien différencié (grade 1) vers un tissu de plus en plus
dédifférencié (grade 5). La cancérogenése étant un processus de dédifférenciation, les

grades élevés ont un profil plus agressif et sont de pronostic tres péjoratif.

Le cancer prostatique est tres hétérogene et donc multifocal. C'est pour cette raison que les
pathologistes attribuent un score de Gleason, qui correspond aux deux grades les plus
représentés au sein de la tumeur. D’aprés I'observation microscopique, le grade le plus
représenté est additionné au second grade le plus représenté. Le score décrit le degré
d’agressivité de la tumeur. L’échelle s’étend de 2 a 10, d’'une tumeur précoce peu agressive
vers une tumeur évoluée, trés agressive et capable de métastaser. Actuellement, deux
grands groupes sont distingués, classés selon leur score de Gleason. Jusqu’aux stades 3 + 4 |la
tumeur est dite de bas grade, a croissance lente et peu agressive. A partir des stades 4 + 3,
les tumeurs sont dites de haut grade. Elles se développent beaucoup plus vite, sont plus

agressives et possedent une forte capacité métastatique.

Cette relation forte a été démontrée par des études de survie chez des populations classées
14

selon leur score de G ire 6.

15

Figure 6 - Courbes de survie sans progression, de type Kaplan-Meier, en fonction du
score de Gleason (GS) (Hull et al. 2002; Olivier Cussenot 2004).

Ces études montrent la valeur pronostique du score de Gleason. Des patients atteints d’un

cancer de la prostate avec un score de Gleason élevé ont un taux de survie beaucoup plus
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bas (inférieure a 50 % a 5 ans) que ceux atteints d’un cancer avec un score de Gleason plus

faible (Hull et al. 2002).

EII.4.4. Le dosage du PCA3

La généralisation du dosage du PSA sérique dans la démarche de dépistage individuel
présente plusieurs inconvénients notables. D’'une part sa faible spécificité entre 4 et 10
ng/mL, ou le taux de biopsies négatives est estimé de 45 a 70 %. Ainsi, la recherche de
marqueurs spécifiques de la prostate, plus performants et plus spécifiques que le PSA, a
abouti a I'identification de plusieurs marqueurs intéressants, spécifiques du tissu prostatique
cancéreux, parmi lesquels PCA3 (Prostate CAncer gene 3) (de Kok et al. 2002). Il est retrouvé
66 fois plus exprimé dans le tissu tumoral que dans le tissu sain. La détermination du score
de PCA3 semble plus efficace que le dosage du PSA pour le diagnostic du cancer de la

prostate (Marks et al. 2007).

Le dosage du PCAS3 est un outil supplémentaire permettant de déterminer plus facilement si
une biopsie est vraiment nécessaire chez les hommes dont le taux de PSA est entre 2,5 et
10 ng/mL (Vlaeminck-Guillem et al. 2008). Cependant, le colit du dosage du PCA3 fait que ce

test n’est pas pratiqué en routine.

‘ [1.5. Prise en charge thérapeutique

Le traitement du cancer de la prostate est déterminé en fonction de I'état général du patient
et du stade pronostique de la maladie. Plusieurs cas de figures sont possibles : soit une
abstention thérapeutique et/ou une surveillance active, soit différentes thérapeutiques

(chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie, curiethérapie).

Les cancers au stade T1 ou T2 sont des cancers localisés. lls peuvent bénéficier de

traitements a visée curative ou d’une surveillance active.

11.5.1. Traitements a visée curative

Le traitement de référence est I'ablation chirurgicale : c’est la prostatectomie radicale,
réalisée par voie classique rétropubienne, ou par ccelioscopie. La glande prostatique étant
petite, la prostatectomie peut étre totale ou partielle mais reste un acte délicat. Dans le cas
d’une prostatectomie totale, le taux de PSA doit devenir nul ou indétectable. Cependant,

I’acte chirurgical est dans certains cas impossible.
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La radiothérapie, second traitement standard, est une alternative a la chirurgie lorsque celle-
ci n‘est pas possible mais elle peut également étre utilisée comme adjuvant dans la
prévention de récidive. Elle irradie les foyers des cellules cancéreuses dans la prostate. Une
autre méthode efficace est la curiethérapie, dont le principe repose sur I'implantation de
grains de matiére faiblement radioactive dans la prostate, au sein méme des foyers
cancéreux. Cette technique permet de reproduire le principe de la radiothérapie sur une
période de temps plus courte, comparée aux dizaines de séances nécessaires pour la
radiothérapie. De plus, le temps d’irradiation est continu car la graine délivre sa radioactivité
jusqu’a épuisement. Elle présente également |‘avantage d’épargner les organes

environnants.

Ces techniques curatives sont appliquées de maniére a éradiquer définitivement toutes les
cellules cancéreuses en agissant de facon agressive. Parmi ces cancers, un certain nombre
sont considérés comme indolents et peuvent étre soumis a une simple surveillance,

minimisant les effets indésirables potentiels.

111.5.2. La surveillance active

Ce protocole est proposé a des sujets jeunes dont le cancer est tres localisé et probablement
indolent. Elle consiste a suivre un protocole strict et soutenu de surveillance, basé sur
I'analyse réguliere de 3 tests: toucher rectal, dosage du PSA et biopsies. || permet de
détecter tout signe d’évolution clinique, biologique et histologique du cancer de la prostate.
Ce protocole ne peut s’appliquer qu’a des patients acceptant I'idée de vivre avec un cancer
et de ne se soumettre qu’a une surveillance. Dans les cas contraires, un traitement est

proposé.

[1.5.3. Traitements a visée palliative

Des stratégies ont été élaborées afin de « contréler » le cancer le plus longtemps possible.
Les cancers avancés ou généralisés bénéficient de traitements palliatifs visant a ralentir au
mieux la progression de la maladie. Le traitement appliqué est I'hormonothérapie et
s’adresse surtout a des personnes agées car il s’inscrit dans la durée. Le cancer prostatique
est hormono-dépendant dans la plupart des cas. La testostérone en est I’hormone principale
et stimule la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques. Elle est convertie en DHT
(Di-Hydro Testostérone) par la 5-a-réductase dans le cytoplasme des cellules. Le traitement

hormonal utilise une stratégie de déprivation hormonale, que I'on définit comme un
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procédé de « castration chimique » pour faire opposition a la chirurgie, considérée comme
une castration physique (Miyamoto et al. 2004). Ainsi, le but est de diminuer au maximum le
taux d’androgenes circulants. Pour cela, le médecin peut avoir recours a plusieurs agents
comme par exemple des cestrogenes de synthése, ou bien des agonistes de la LH-RH, qui
inhibent la sécrétion de la testostérone par I’hypothalamus. Des inhibiteurs de Ia
5-a-réductase sont également utilisés afin d’inhiber la production de DHT qui est la forme
active de la testostérone. Des anti-androgenes stéroidiens et non stéroidiens sont également
utilisés. lls rentrent en compétition avec la testostérone pour la liaison au récepteur aux
androgenes et le séquestrent en 'empéchant d’activer les voies de signalisation hormonales

en aval.

La liste des médicaments utilisés pour la déprivation hormonale est présentée dans le

tableau 5.
Classe Médicament Mécanismes d'action
. . o ) Bloquent |la sécrétion par I'nypophyse de LH
Oestrogénes Diéthylstilbéstrol, Fosfestrol, Estramustine .
et donc de la testostérone
Leuproréline, Triptoréline, Goséréline, Bloquent la sécrétion par I'hypophyse de LH
Agonistes LH-RH p . P q P yrf phy
Buséréline etdoncde la testostérone
Antagonistes LH-RH Abarélix, Dégalérix Bloquent les récepteurs de la LH-RH
Anti-androgénes stéroidiens Cyprotérone, Mégestrol Antagoniste du récepteur auxandrogénes
Anti-androgénes non . . i . . . . N
P Flutamide, Nilutamide, Bicalutamide Antagoniste du récepteur auxandrogénes
stéroidiens
- . ) L. ) ) Inhibent la conversion de la Testostérone
Inhibiteur 5-a-réductase Finastéride, Benzoquinoline .
en DHT par la 5-a-réductase
Inhibiteur CYP17 Abiraterone Inhibe la synthése de testosterone

Tableau 5 — Les différentes stratégies de 'hormonothérapie du cancer de la prostate.

Malgré cela, certaines tumeurs acquierent la capacité de résister a ces traitements, ce qui se
traduit par une reprise de la progression tumorale et/ou de I"apparition de métastases. Les
cellules de la tumeur ne deviennent pas toutes en méme temps hormono-résistantes, ce
pourquoi le traitement hormonal est souvent maintenu. Ces tumeurs, résistantes a la

castration chimique, sont dites « CRPC » (Castration-Resistant Prostate Cancer).

A ce stade, le clinicien propose généralement une chimiothérapie complémentaire. C’est
justement dans les cas de cancers de haut grade, contenant les tumeurs de type CRPC, que

I’on a souvent recours a la chimiothérapie. La problématique des tumeurs de haut grade est
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qu’il n’existe toujours pas de chimiothérapies clairement établies, pour les traiter. Dans ce
contexte, notre travail a été de proposer une chimiothérapie alternative efficace contre ce

type de cancer.
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I1l. LA PROBLEMATIQUE DES CANCERS DE HAUT GRADE

[11.1. Mécanismes impliqués dans la transition du bas grade vers le haut grade.

Les cancers de haut grade représentent environ 10 % des cancers de la prostate. lls
possedent la particularité d’étre résistants d’emblée ou de devenir rapidement résistants a
I’'hormonothérapie. La transition des bas grades vers les hauts grades est hétérogene et
multifactorielle (Bonkhoff et al. 2010), elle implique I'altération de différentes voies de
signalisation conduisant ala surexpression du récepteur aux androgenes, induisant une
signalisation continue en aval, y compris sous blocage androgénique. Des études ont montré
que la surexpression du RA est suffisante pour conférer une résistance des cellules a
I’hormonothérapie (Chen et al. 2004). Le RA peut également étre activé d’une facon
indépendante des androgénes, par des récepteurs de facteurs de croissance non-hormonaux
(HER-1, HER-2 etc.). Une autre étude suggere que l'activation des voies MAPK et Akt peut
spécifiguement induire la phosphorylation du récepteur aux androgénes et engendrer
I'activation des voies de signalisation androgéniques (Abreu-Martin et al. 1999; Wen et al.
2000). Ce récepteur peut aussi étre activé par des stéroides non androgéniques (cestrogéne,
progestine etc.) dont I'origine vient d’une mutation réduisant sa spécificité au ligand. Il peut
ainsi lier des ocestrogénes non stéroidiens mais également des ligands généralement
antagonistes (comme le bicatulamide et le flutamide), constituant la base moléculaire de
cette activation non androgénique (Heinlein et al. 2004). La surexpression de Bcl-2, un
inhibiteur de I'apoptose, a été également été décrite comme un mécanisme permettant le
contournement de la voie du récepteur aux androgénes. Ce court-circuit de la signalisation

du RA assure le maintien des voies de prolifération (McDonnell et al. 1992).

En dépit des progrés dans la compréhension des mécanismes impliqués dans le phénotype
« haut grade », les médecins font face a une maladie trés évoluée. Les traitements actuels
ont au mieux un effet palliatif, c’est-a-dire qu’ils arrivent a limiter la progression tumorale

mais en aucun cas ne I'éradiquent.

[11.2. Essais cliniques pour le traitement des hauts grades

Il existe donc un réel besoin quant a l'identification de thérapeutiques efficaces pour le
traitement de ces cancers. De nombreuses études cliniques ont ainsi été menées ces

dernieres années dans le but de trouver une chimiothérapie efficace a proposer pour ce type
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de tumeurs (Mike et al. 2006). Ces essais cliniques sont a la base de 'homologation de

|'utilisation d’une molécule dans une indication donnée.

[11.2.1. Le principe des essais cliniques

Le développement de nouveaux médicaments est un processus complexe, long et couteux.
La séquence conventionnelle d’études précliniques peut durer 10 a 15 ans. Actuellement, un
nouveau médicament antitumoral entrant dans un processus de phase | na que 5 % de

chances d’intégrer le marché du médicament.

Les essais cliniques comprennent plusieurs étapes (ou phases) qui sont chacune destinées a

recueillir des informations spécifiques sur le nouveau traitement.

Les essais de Phase | ont pour objectif premier d’évaluer la tolérance de I'organisme a un
traitement expérimental, dans le but de déterminer le dosage recommandé. Le traitement
est administré a un petit nombre de patients (10 a 40). Le second objectif est de mesurer, via
des études de pharmacocinétique, le devenir du médicament au sein de I'organisme en
fonction de son mode d’administration (absorption, diffusion, métabolisme et excrétion).
Depuis peu et afin de restreindre le nombre de molécules a inclure dans des essais de
phase |, il est possible d’effectuer des essais a tres faibles doses afin de vérifier si la molécule
peut atteindre sa cible pharmacologique. Ainsi, les essais de Phase 0, dits trés précoces, sont
un nouveau type d’essai clinique constituant la premiére administration de la molécule chez
I’'homme. Le nombre de patients est également restreint et les durées de traitements sont
courtes (moins de 7 jours). Le but est d’établir la preuve du concept d’efficacité biologique
de la molécule, ce qui, d’un point de vue de l'industrie, présenterait 'avantage de pouvoir
sélectionner plus rapidement les molécules et permettrait d’éviter la mise en place d’essais

sans assurance que le médicament n’atteigne sa cible (Takimoto 2009).

Les essais de Phase Il évaluent la posologie optimale du produit en termes d’efficacité et de
tolérance sur une population limitée de patients (une centaine). Les criteres de jugement
principal d’un essai de phase Il en cancérologie sont généralement I'activité anti-tumorale, la
tolérance et les durées jusqu’a récidive ou progression. La qualité de vie doit désormais étre
évaluée. On distingue les phases lla, dites « exploratoires », dans lesquelles une nouvelle
molécule est évaluée sans connaissance préalable formelle de son domaine d’action. Les
phases llb, dites « confirmatoires », évaluent un médicament déja connu suite a une

modification de son utilisation (nouvelle association ou nouveau schéma thérapeutique) ou
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suite a un essai de phase lla. En résumé, les essais de phase Il déterminent si I'activité anti-

tumorale du traitement évalué justifie de développer des essais de phase lIl.

Les essais de Phase Ill sont une étape essentielle de la validation de I'efficacité d’un nouveau
traitement auprés d’'une population moins sélectionnée que pour un essai de phase Il
Cependant, ils sont de grande envergure, en incluant plusieurs milliers de patients
représentatifs de la population de malades a laquelle le traitement est destiné. En
cancérologie, le critere de jugement principal doit étre un critére démontrant un bénéfice
clinique pour le patient. Ce critére est la survie globale, la qualité de vie étant le second
critére de jugement pour la FDA (Food and Drug Administration). Ces essais de phase Ill sont
des tests comparatifs. Ils permettent de comparer I'efficacité du traitement expérimental
avec celui de référence (dit standard). Deux groupes de patients homogénes et comparables
(age, sexe, caractéristiques de la maladie, etc.) sont constitués au hasard : I'un recevra le
traitement de référence, I'autre le nouveau traitement. Aucun des deux partis (médecin et
patient) ne connait la nature du traitement afin que les attentes du médecin et du patient
n’affectent pas les résultats. Ce principe, appelé « double aveugle », garantit I'absence de

biais dans I'analyse des résultats.

Si les données et les résultats de ces essais sont en faveur du traitement expérimental, cela
permet de constituer un nouveau dossier d’enregistrement qui sera soumis aux autorités de
santé afin qu’elles délivrent I’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), permettant sa

commercialisation dans I'organe testé et pour les conditions évaluées.

Méme apres avoir obtenu I'’AMM, le nouveau traitement fait encore I'objet d’'une
surveillance étroite appelée pharmacovigilance. Ainsi, tout signe anormal inattendu di a son
administration fait 'objet d’une déclaration a I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Produits de Santé (AFSSAPS). C'est ce qui est défini comme les essais de Phase IV. lls
permettent d’approfondir la connaissance du médicament dans les conditions réelles

d’utilisation et d’évaluer sa tolérance a grande échelle (2010).
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§III.2.2. Chimiothérapies dans les cancers de la prostate de haut grade

[11.2.2.1. Les chimiothérapies bénéficiant de 'AMM

Mitoxantrone. Dans la seconde partie des années 1990, des essais de phase Ill ont montré la
sensibilité des CRPC a la chimiothérapie. La mitoxantrone, un inhibiteur de I’ADN
topoisomérase 2, associée au Prednisone ou a I'Hydrocortisone a démontré une
amélioration de la qualité de vie ainsi qu’un meilleur contréle des symptémes (Tannock et al.
1996; Kantoff et al. 1999). Depuis son approbation par la FDA (Food and Drug
Administration) en 1999, cette association est devenue le premier traitement standard des

CRPC.

Docétaxel. Depuis 1996, d’autres essais précliniques et essais de phase I/Il ont obtenu des
taux de réponse prometteurs avec des poisons du fuseau (famille des taxanes) (Oh et al.
1999). Ces agents inhibent la dépolymérisation des microtubules. Cette structure
microtubulaire figée conduit a I'arrét de la mitose (Picus et al. 1999). Des essais de phase Il
ont ensuite clairement démontré un gain sur la survie globale d’environ 3 mois pour les
patients atteints de CRPC. Le docétaxel constitue, depuis 2004, la chimiothérapie de

premiere ligne pour le traitement de ce type de cancer, remplacant ainsi la mitoxantrone.

Cabazitaxel. Cet autre taxane differe du docétaxel par sa faible affinité pour la
glycoprotéine-P (P-gp), un transporteur de la famille ABC, produit du géne MDR (Multi Drug
Resistance). C'est une pompe d’efflux de drogue dépendante de I’ATP. En surexprimant la
P-gp, les cellules cancéreuses deviennent résistantes au docétaxel, limitant donc son
bénéfice a un effet paliatif, dans le meilleur des cas. La forte affinité de la pompe d’efflux
pour le docétaxel est le mécanisme principal conduisant a la résistance tumorale a cet agent.
Dans ces conditions, des études randomisées de phase lll (Paller et al. 2011) ont montré que
les tumeurs résistantes au docétaxel restent sensibles au cabazitaxel. Son association avec la
prednisone montre un bénéfice sur la survie globale qui est de 2,4 mois supérieure au bras
mitoxantrone/prednisone sur les CRPC résistantes au docétaxel. La FDA et 'EMEA (European
MEdecine Agency) ont récemment approuvé I'administration de ce taxane pour les patients

présentant ce profil.

Acétate d’abiratérone. L'acétate d’abiratérone (AA) est une thérapie ciblée. Ce type de
thérapie utilise une molécule spécifiguement modélisée pour atteindre une cible précise

dans la cellule. L’AA a été concu pour inhiber CYP17, qui est requis pour la synthese des
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androgenes dans les testicules et le tissu prostatique entre autres (Wadelius et al. 1999). Son
association avec la prednisone a été évaluée pour ses activités anti-tumorales et pour
réduire les effets indésirables de I’AA seul. Les résultats ont montré que 36 % des patients
ont une réduction de leur taux de PSA d’au moins 50 %. La majorité des patients ont
rencontré des effets indésirables beaucoup moins prononcés qu’avec I’AA seul. L’association
AA/prednisone est bien tolérée avec une activité anti-tumorale encourageante (Danila et al.
2010). Des essais de phase Ill ont ensuite montré une nette augmentation de la survie
globale pour des patients atteints de HRPC, dont la tumeur a progressé a la suite d'une
premiére chimiothérapie a base de docétaxel, recevant une association prednisone/acétate
d’abiratérone versus prednisone/placebo (14,9 vs 10,9 mois, respectivement) (de Bono et al.
2011). L'AA, bloquant la synthese des androgénes, ouvre une nouvelle ére dans I'approche
de 'lhormonothérapie en lui intégrant la thérapie ciblée. Suivant la méme stratégie, d’autres
agents utilisant des mécanismes ciblant I'axe androgénique sont actuellement en cours de
développement. L'objectif est d’offrir la possibilité de combinaisons rationnelles avec des
agents bloquant la voie androgénique de différentes fagons (Sonpavde et al. 2011). L'AA a

recu en Avril 2011, son AMM.

[11.2.2.2. Les chimiothérapies ne bénéficiant pas de ’'AMM

Paclitaxel. Le paclitaxel a été étudié seul ou en combinaison avec d’autres chimiothérapies.
Une administration hebdomadaire a montré le meilleur rapport entre bénéfice clinique et
effets indésirables. 39 % des patients ont montré une diminution de plus de 50 % du taux
sérique de PSA et d’excellents taux de réponse (Trivedi et al. 2000). Malgré ces résultats
prometteurs, le paclitaxel n’a pas encore fait I'objet d’essais cliniques de Phase Il (Mancuso

et al. 2007).

Atrasentan. Le récepteur aux endothélines ET-1 a été identifié comme participant
activement dans la progression du cancer prostatique en facilitant sa prolifération, son
échappement a l'apoptose, son invasion et la formation de métastase osseuse. Les
endothélines et leurs récepteurs ont donc émergé comme des nouvelles cibles potentielles.
Ces données ont abouti a I’évaluation clinique de I'atrasentan, un antagoniste du récepteur
ET-1, dans I'idée d’inhiber les interactions entre les cellules cancéreuses et I'environnement
osseux, dans le traitement des HRPC. De par son action dirigée contre une cible spécifique,
I'atrasentan fait partie des thérapies ciblées. Son action biologique a montré une

suppression des marqueurs de progression des formes métastatiques osseuses du cancer de
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la prostate. L’apparition de métastases osseuses est largement retardée dans le bras traité a
I'atrasentan comparé au bras placebo. Des essais cliniques de phase Il proposant
I'association de I'atrasentan avec le docétaxel n’ont pas montré de bénéfices sur la survie de
patients atteints de cancer de la prostate avancé. Néanmoins, d’autres antagonistes des

récepteurs aux endothélines sont en développement (Carducci et al. 2006).

Satraplatine et autres dérivés du platine. Le satraplatine est la troisieme génération
d’analogues du platine (voir ci-aprés). Il posséde des capacités supérieures aux autres
dérivés du platine comme le cisplatine, le carboplatine et I'oxaliplatine (Kelland 2000). De la
méme facon que les autres platines, le satraplatine se lie a ’ADN, formant des adduits
responsables de l'arrét de la fourche de réplication, de I'arrét du cycle cellulaire et de
I'induction de I'apoptose. Ces adduits sont réparés par le systéme de réparation par excision
de nucléotides (NER). Le satraplatine est plus lipophile et chimiquement stable, ce qui lui
permet d’étre le seul agent de la famille des platines administré par voie orale. Les
premieres études précliniques montrent que ses effets cytotoxiques sont comparables a
ceux du cisplatine et du carboplatine tout en étant moins néphrotoxique que le cisplatine et
moins neurotoxique que 'oxaliplatine (Sternberg 2005). Le ratio bénéfice/risque est donc
bien meilleur. Des essais de phase Ill ont montré que I'association du satraplatine avec le
prednisone permet de doubler la survie globale comparée a un traitement avec le
prednisone seul, ainsi que de diminuer de 40 % le risque de progression. En résumé,
I'association du satraplatine avec la prednisone émerge comme un traitement de seconde
lighe contre les HRPC. A I'heure actuelle, I'efficacité du satraplatine en traitement de

premiere ligne n’est pas connue.

A I’heure actuelle, rares sont les chimiothérapies qui ont abouti & une AMM, et cela en dépit
du grand nombre d’essais réalisés. En 2006, la Cochrane Database a publié une revue
décrivant toutes les études effectuées sur des cancers de la prostate hormono-résistants
(Mike et al. 2006). Depuis 1977, de nombreuses études ont été réalisées dont 47 sont
décrites dans cette revue. Les critéres retenus étaient que I'essai ait été réalisé sur des
patients résistants a I’hormonothérapie. Les agents thérapeutiques utilisés dans ces essais
étaient I'estramustine (21), la doxorubicine (14), le 5-fluorouracile (14), le cyclophosphamide
(10), la mitoxantrone (6), le méthotrexate (6), le cisplatine (4), le docétaxel (4), I'épirubicine

(4), les nitrosourées (4), la mitomycine (3), la vinblastine (3), la vincristine (2), le paclitaxel

58



INTRODUCTION - PARTIE I I11. LA PROBLEMATIQUE DES CANCERS DE HAUT GRADE

(2), 'oxaliplatine (1), le melphalan (1), I’hydroxyurée (1), I’étoposide (1), la péplomycine (1),

la vinorelbine (1), la prednimustine (1) et I'ixabépilone (1).

Dans huit de ces essais, les bras comparés étaient I’hormonothérapie avec des agents
incluant la prednisone, 'acétate de médrocyprogestérone, I’hydroxycortisone, le flutamide

et le kétoconazole.

La « faiblesse » de ces essais était qu’ils n’incluaient que peu de patients. lls ont été classés
selon la drogue majeure utilisée car beaucoup d’études ont évalué la combinaison de
plusieurs agents. Ils ont donc été regroupés en plusieurs catégories selon que la drogue de
base étudiée était I’estramustine, le 5-fluorouracile, le cyclophosphamide, la doxorubicine, la
mitoxantrone ou le docétaxel. Seules les études basées sur le docétaxel ont montré un gain
de survie globale significatif, bien que modeste (moins de 2,5 mois). Les pourcentages de
patients montrant une diminution de leur taux de PSA d’au moins 50 % étaient :
estramustine (48 %), 5-fluorouracile (20 %), doxorubicine (50 %), mitoxantrone (50 %) et
docétaxel (52 %). La qualité de vie est également meilleure avec le docétaxel (Mike et al.

2006).

Les résultats de ces essais, malgré quelques réponses intéressantes, n’ont malheureusement
pas permis de proposer une alternative au docétaxel pour les cancers de la prostate
hormono-résistants. Cela est principalement lié a I'hétérogénéité des populations de
patients recrutés dans ces essais et I'absence de sélection sur des critéres histologiques ou
génétiques, notamment le grade Gleason. Or, le développement massif des technologies a
haut débit, comme la technologie des puces a ADN a permis de mettre en évidence des
différences notoires entre le transcriptome des cellules normales et celui des cellules
tumorales. Sur cette base, il est aujourd’hui possible non seulement de caractériser un type
tumoral particulier, mais également d’utiliser des signatures d’expression pour identifier des
marqueurs de réponse a différents types de chimiothérapie. Des signatures ont également
permis de différencier les cancers de prostate de bas grade des cancers de haut grade

((Lapointe et al. 2004; True et al. 2006).

C’est sur cette base que repose notre travail de recherche d’alternatives thérapeutiques aux

taxanes dans les cancers de la prostate de haut grade.
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IV. LES SIGNATURES D’EXPRESSION PREDICTIVES DE REPONSE

Les cliniciens ont en main un large panel d’agents antiprolifératifs et ont besoin d’outils leur
permettant de prédire quelle sera la meilleure stratégie thérapeutique a adopter. Une
identification préalable de biomarqueurs, permettant de prédire la chimiosensibilité de la
tumeur, faciliterait ce choix. Cela permettrait également d’éviter les effets indésirables liés a
I"administration d’un traitement peu ou pas efficace. Ces biomarqueurs peuvent justement
étre identifiés sur la base de signature d’expression génique spécifique aux cellules
tumorales. Chaque tumeur présente effectivement des caractéristiques génétiques qui lui
sont propres et qui imposent un nouveau regard sur la facon d’aborder la thérapeutique
antitumorale. La stratégie des lignes successives est maintenant un concept dépassé et nous

nous dirigeons irrévocablement vers l'individualisation des traitements.

IV.1. Obtention des signatures d’expression par les puces a ADN

[IV.1.1. Historique
L'identification de genes marqueurs a profité du développement des technologies
automatisées a haut débit et leur évolution vers I'étude globale des génomes, (Pollack et al.
1999; Gorlov et al. 2009). En effet, il n’était pas possible d’étudier un grand nombre de

génes dans des conditions identiques par les méthodes conventionnelles.

La technologie de « microarray», ou puce a ADN, est une technologie dérivée du Southern
Blot, dans laquelle un fragment d’ADN est attaché a un substrat et hybridé avec un fragment
de géne connu (Maskos et al. 1992). Aprés la miniaturisation de cette technique, il est
maintenant possible d’analyser en paralléle I'expression de milliers de génes dans une méme
expérience. En fonction du type d’échantillon immobilisé sur la puce et l'information
recherchée, les expériences microarray peuvent étre utilisés pour I'analyse d’expression, de

variates de type SNP ou permettre une analyse génomique comparative.

En 1995 fut publiée la premiére utilisation d’un microarray miniaturisé (Schena et al. 1995) ;
les résultats du premier génome entier eucaryote (Saccharomyces cerevisiae) hybridé sur
une puce fut présenté en 1997 (Lashkari et al. 1997). Par la suite, devant I'abondance et
I'hétérogénéité des données obtenues, le National Center for Biotechnology Information

(NCBI) a créé le Gene Expression Omnibus (GEQ), base de données regroupant et formatant

60



INTRODUCTION - PARTIE I IV. LES SIGNATURES D’EXPRESSION PREDICTIVES DE REPONSE

les résultats de I'expression de genes issus de centaines d’études, facilitant par la méme leur
exploitation (Barrett et al. 2005). D’autres bases de données comme ArrayExpress (Brazma
et al. 2003; Parkinson et al. 2005) a I’European Bioinformatics Institute (EBI) ainsi que la base
Oncomine (Rhodes et al. 2004; Rhodes et al. 2007) ont vu le jour et représentent des
ressources supplémentaires afin d’uniformiser et d’exploiter la quantité importante de

données publiées.

IV.1.2. Méthodologie
Le principe de base repose sur I'hybridation entre deux brins d’ADN par la formation de
liaisons hydrogénes entre les bases complémentaires. La méthode la plus répandue est la
détection a deux canaux, chaque canal correspondant a une condition particuliére que I'on
veut comparer. Les ARN totaux sont extraits des cellules et amplifiés par PCR. llIs sont ensuite
rétrotranscrits en ADNc et marqués aux fluorochromes vert (Cyanine 3) ou rouge (Cyanine 5)
avant d’étre hybridés simultanément sur la puce. Chaque spot de la puce sera analysé
individuellement par un scanner a tres haute résolution, a la longueur d’onde de chaque
fluorochrome. Le logiciel d’analyse superpose les fluorescences obtenues afin de comparer
I'intensité du signal entre le vert et le rouge et interpréter le niveau d’expression du gene
correspondant dans les 2 conditions. Cette technique permet donc de quantifier le niveau

d’expression de chaque géne.

Plusieurs cas de figures sont alors possibles. Si un géne est différentiellement exprimé entre
les échantillons comparés, le spot sera de la couleur correspondant a I’échantillon dans
lequel le gene est le plus exprimé (par exemple il sera rouge si il est plus exprimé dans la
condition 1 et il sera vert si il est plus exprimé dans la condition 2). Si le niveau d’expression
est équivalent entre les deux conditions, on obtiendra, par addition des fluorescences, un

spot jaune, correspondant a I'addition de la fluorescence verte et rouge.
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Le principe général d’'une étude microarray comparative est présenté dans la figure 7.

Cancer Cells MNormal Cells
(e T=a) (e =a

RMNA Isolation

mRMNA mRNA
Reverse
Transcriptase
Labeling
w v
“Red Fluorescent"” Targets “Green Fluorescent” Targets

Combine Targets

Hybridize to
Microarray

Figure 7 - Principe général de 1'hybridation comparative utilisant la technologie des
puces a ADN (microarray).

D’autres technologies, comme le « Gene Chip » d’Affymetrix ou le « Bead Chip » d’lllumina
utilisent des microarrays a un seul canal, quantifiant I’hybridation d’un seul échantillon.
Ainsi, Cette technique présente le désavantage d’'imposer I’hybridation de deux puces si on
souhaite comparer I'expression de deux échantillons. Cependant, son avantage réside dans
le fait qu’un échantillon aberrant n’affecte pas les données des autres échantillons, car
chaque puce n’est exposée qu’a un seul échantillon. En effet, sur un systeme a double
sonde, il suffit qu’un des deux échantillons soit de mauvaise qualité pour rendre

inexploitable I'’ensemble des résultats.

IV.1.3. Standardisation et analyses statistiques

Les données issues des microarrays sont difficiles a échanger en raison du manque de
standardisation entre les différentes plateformes, les protocoles et les méthodes d’analyses.

Cela représente un vrai probleme en bioinformatique. Des études ont ainsi définis des
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protocoles afin de faciliter ’échange et I'analyse des données, les rendant compatibles avec

la totalité des technologies existantes.

Par exemple, le protocole MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment)
définit le niveau de détails minimum requis pour la soumission de travaux utilisant des
microarrays (Brazma et al. 2001). Il permet d’établir un standard pour la publication des
résultats afin de faciliter, en retour, le développement d’outils d’analyse des données. Selon
la méme idée, la FDA a conduit le projet MAQC (Microarray Quality Control) pour
développer des standards et des contrdles qualités permettant I’exploitation des résultats

obtenus par ce type d’approche (Shi et al. 2006).

L'analyse statistique des résultats de microarrays est propre a la plateforme utilisée pour
I’analyse des puces. Elle prend en compte un certain nombre de variables comme le bruit de
fond et les méthodes de normalisation utilisées. Les algorithmes utilisés pour I'analyse
statistique incluent I’'analyse de I'image (reconnaissance des spots et suppression des profils
de mauvaises qualités), le traitement des données (soustraction du bruit de fond,
détermination et normalisation de l'intensité des ratios...) et I'identification des variations

significatives entre puces ou au sein d’une méme puce (t-test, ANOVA, Mann-Whitney...).

IV.2. Signatures d’expression dans les cancers de la prostate

Malgré la détection précoce des cancers de la prostate depuis I'introduction du dosage du
PSA, un certain nombre de tumeurs expriment un taux normal de cet antigene, soulignant
I'importance d’identifier de nouveaux marqueurs. Des études transcriptomiques ont été
utilisées afin de caractériser les genes dont I'expression varie en fonction du statut sain ou
cancéreux de la cellule. Cette approche permet donc de mettre en évidence des genes (et les
voies dans lesquelles ils sont impliqués) jouant un role déterminant dans le processus de
cancérogeneése. Ainsi, en comparant le transcriptome des cellules normales avec celui des
cellules cancéreuses, il est possible de mettre en évidence des génes dont le niveau
d’expression est diminué dans les cellules cancéreuses, suggérant que les voies auxquelles ils
appartiennent sont réprimées, et des génes surexprimés dans les cellules cancéreuses,
suggérant que les voies auxquelles ils appartiennent sont activées, voire suractivées, au
cours du processus tumoral. Les genes surexprimés sont, de ce fait, de bonnes cibles

pharmacologiques.
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Des signatures d’expression ont ainsi été établies depuis le début des années 2000 et les

données rendues publiques sont disponibles sur des bases de données comme par exemple

Oncomine (https://www.oncomine.org/resource/login.html).

Pour des raisons didactiques, nous ne présentons dans le tableau 6 que les études majeures

ayant abouti a des signatures d’expression dans le domaine des cancers de la prostate

(Dhanasekaran et al. 2001; Luo et al. 2001; Welsh et al. 2001; Luo et al. 2002; Lapointe et al.

2004; True et al. 2006).

Auteur Année

Technologie

Parametres comparés

Caractéristiques de la
signature

Dhanasekaran 2001

Luo 2001
Welsh 2001
Luo 2002

Lapointe 2004

True 2006

Microarray ADNc
9984 genes
Microarray ADNc
6112 genes
Microarray ARN
8900 genes
Microarray ARN
12000 genes et 35000 EST
Microarray ARN
26260 genes
Microarray ARN

7700 genes

normal/BPH/K localisée/K métastatique/HRPC

tissunormal VS BPH

tissunormal VS lignées cancéreuses de la prostate

tissunormal/Klocalisé/K métastatique

tissunormal VS tissu cancéreux

tissunormal/Gleason bas grade/ Gleason haut grade

1520 génes discriminants

210 genes discriminants
400 génes ssurexprimés

dans les lignées
cancéreuses

84 génes discriminants

42 génes discriminants

86 génes discriminants

Tableau 6 — Les différentes signatures d’expression extraites de la base Oncomine

permettant de discriminer entre différents stades d’évolution des cancers de la prostate.

IV.3. Les signatures d’expression spécifiques des cancers de haut grade

Dans une premiere étude, publiée par True et al., les profils d’expression de tumeurs avec

des grades de Gleason spécifiques ont été caractérisés (True et al. 2006). Pour cela, une

étude microarray comparative a été utilisée pour développer un modeéle capable de

distinguer les tumeurs de bas grade (grade 3) et les tumeurs de haut grade (grade 4 et 5).

Parmi les 7700 génes présents sur la puce d’hybridation, les auteurs ont recherché les génes

dont le niveau d’expression était significativement différent entre les tumeurs de bas grades

et les tumeurs de haut grade (figure 8).
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Niveau
d’expression
A

- Genes ou voies suractivées

- Génes ou voies réprimées

v

Basgrade —————> Hautgrade

Figure 8 - Profil du niveau d'expression des génes recherchés.

Les génes dont I'expression augmente (rouge) témoignent de I'éventuelle activation d’une
voie. Au contraire, les genes dont I'expression est diminuée (vert) dans les hauts grades sont
les marqueurs moléculaires d’'une voie éventuellement réprimée au cours du
développement tumoral. Les génes dont le niveau d’expression ne varie pas ne présentent, a

priori, pas d’intérét particulier et représentent la majorité des génes présents sur la puce.

Grace a une approche statistique appropriée, les auteurs ont déterminé trois signatures
d’expression de génes comprenant 40, 64 et 86 genes, permettant de prédire le grade

tumoral avec une fiabilité respective de 90, 84 et 81 %.

Une étude supervisée sur le modele de signature comprenant 86 génes a été réalisée sur un
lot indépendant de 32 biopsies, dont les grades ont été déterminés par analyse
microscopique. Le niveau d’expression des 86 genes a été mesuré et a permis de classer
correctement 29 des 32 tumeurs (figure 9). Seules deux tumeurs de bas grade (en bleu) sont
classées parmi les hauts grades et une seule tumeur de haut grade (en jaune) est retrouvée

dans les tumeurs de bas grade.

Parmi les 86 genes de la signature, 70 sont surexprimés dans les cancers de la prostate de
hauts grades et 16 sont sous-exprimés. Environ la moitié des génes ont un role dans le

métabolisme cellulaire.

Les résultats sont présentés dans la figure 9.
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Bas grades (3) Hauts grades (4+5)

70 genes

16 génes

Figure 9 — Signature des 86 génes dont le niveau d’expression permet de
différencier les tumeurs de haut grade des tumeurs de bas grade (True et al. 2006).
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La comparaison de ces résultats avec d’autres signatures d’expression corrélant avec le
grade s’est révélée problématique car les études précédentes avaient pris en compte le
score plutot que les grades de Gleason. Par exemple, un score de Gleason égal a 8 peut étre
composé de profils 5 + 3 ou 4 + 4. Cela pose un probleme dans la mesure ou dans ce cas il
est impossible de différencier les scores de 4 + 3 correspondant a une tumeur de haut grade

et les scores de 3 + 4 correspondant a une tumeur de bas grade.

Deux études, publiées par Singh et al. et Lapointe et al., ont identifié 29 et 42 génes,
respectivement, dont |'expression permet de discriminer le score de Gleason. Leur
comparaison révele que seulement trois génes sont retrouvés en commun dans ces
analyses : SPARC, BGN et COL1A2. Aucun de ces trois génes ne figurant parmi ceux de la

signature de True.

L’échantillonnage des analyses pose également probléme puisqu’a la différence de I'étude
de True, dont les échantillons ont été micro-disséqué, I'étude de Lapointe a été réalisée a
partir de matériel non micro-disséqué. L'inconvénient de ce type d’échantillon est qu’il peut
étre hétérogéne en termes de grade et contenir une quantité non négligeable de tissu
normal. Or, I'altération de I'expression de génes du stroma adjacent est maintenant bien
démontrée (Cunha et al. 2002). Dans ce contexte, SPARC a été montré surexprimé dans le
stroma adjacent d’un cancer du poumon non a petites cellules (Koukourakis et al. 2003), des

carcinomes pancréatiques (Sato et al. 2003) et de facon similaire aux cancers de la prostate.

True et ses collaborateurs ont quand méme testé la validité de leur signature dans I'étude de
Lapointe. Sur leur 86 génes, 77 sont présents dans I'étude de Lapointe et al., avec
suffisamment de données pour permettre une analyse associée au grade. L'étude non
supervisée sur les 77 genes a permis de classer correctement 73 % des Gleason 3 + 3 et des
grades 4 + 4 et 4 + 5 d’apreés les échantillons et les données de Lapointe, démontrant ainsi la

puissance de la signature de True.

Entre temps, d’autres publications ont identifié des signatures d’expression prédictives et/ou
pronostiques du cancer de la prostate. Cuzick et ses collaborateurs ont créé un modele
pronostic de I'agressivité de la maladie, basé sur la combinaison de variables, telles que le
score de Gleason, le niveau de PSA, le stage et le grade, ainsi que plusieurs parameétres
cliniques (extension extracapsulaire, invasion de la vessie et des vésicules séminales). Ils ont

aussi étudié le niveau d’expression de 31 genes du cycle cellulaire et calculé, pour chaque
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échantillon (cohorte prostatectomie (PR) et prostatectomie radicale trans-urétrale (TURP)),
le score des genes du cycle cellulaire (CCP score). Dans une analyse univariée et multivariée,
le CCP score s’est avéré étre le parameétre le plus prédictif du risque de rechute. D’aprés
leurs résultats, le modele le plus prédictif est I'association du niveau de PSA avec le CCP
score. Leurs travaux montrent que I'étude des genes du cycle cellulaire est un marqueur

pronostique robuste du risque de rechute (Cuzick et al. 2011).

L’étude de Penney (Penney et al. 2011) a également identifié une signature de 157 génes
dont le niveau d’expression permet de discriminer les bas grades de Gleason des hauts
grades. Cette signature permet de séparer de maniére efficace (94 %) les scores de Gleason
< 6 et > 8. Elle est également capable de significativement différencier les scores 3 + 4 des
scores 4 + 3. Ces résultats sont importants dans la compréhension de I'augmentation
d’agressivité observée a partir des grades 4 + 3. Etant donné sa publication trés récente,
cette signature n’a pas pu étre prise en compte dans notre approche in silico. Cependant,
elle contient un certain nombre de génes communs a ceux de la signature de |'étude de True

et al.

IV.4. Signatures prédictives de réponse aux chimiothérapies

L'identification de ces signatures d’expression permet donc de caractériser les tumeurs de
haut grade et d’utiliser ces génes spécifiqguement dérégulés pour prédire la réponse a divers

types d’agents antiprolifératifs, ce que nous avons réalisé dans notre approche in silico.

EIV.4.1. Données du National Cancer Institute (Scherf et al. 2000; Shoemaker
1 2006)

Des bases de données, comme celle du Developmental Therapeutic Program (DTP) du
National Cancer Institute (NCI), contiennent une multitude d’informations relatives aux
niveaux d’expression de milliers de génes dans les 59 lignées tumorales et a la sensibilité

in vitro de ces lignées a des centaines d’agents cytotoxiques.

Ces bases ont été construites par le NCI a la fin des années 1980 avec pour but de mieux
comprendre les modes d’action des drogues et de découvrir des agents potentiellement
intéressants. Le concept était basé sur une stratégie « orientée vers la maladie » exploitant
un riche panel constitué de 59 lignées cancéreuses représentant différents types tumoraux :
Leucémie, colon, poumon, systéme nerveux central (CNS), rein, mélanome, ovaire, sein et

prostate. Ces lignées ont été caractérisées pharmacologiquement par leur niveau de
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sensibilité a plus de cent mille composés, testés individuellement. Cette sensibilité a été
évaluée par inhibition de croissance apres 72 heures de culture en présence de lI'agent
cytotoxique. Le parameétre pris en compte pour I'évaluation de leur sensibilité était la
concentration inhibant 50 % de la croissance (ICso). Le profil d’activité des agents sur ces
lignées cellulaires fournit des informations sur le mécanisme potentiel d’action des drogues
et/ou le mécanisme de résistance a ces drogues. De plus, leurs profils d’expression génique

ont été évalués par microarray.

La base de données du NCI représente donc une base riche en informations dans laquelle les
données d’expression de milliers de génes ainsi que la cytotoxicité de milliers d’agents
antiprolifératifs sont en accés libre dans un format facilement manipulable a I'adresse web

http://dtp.nci.nih.gov.

%IV.4.2. Exemples de prédiction de réponse

De multiples études ont été réalisées a partir de ces banques de données (Robert et al.
2004). Elles ont, par exemple, confirmé que la surexpression du gene MDR1, codant la
glycoprotéine-P responsable de I'exclusion des drogues hors de la cellule, apportait une
résistance au traitement du cancer du sein (tous les agents cytotoxiques et en particulier la
doxorubicine ainsi que I'hormonothérapie) (Trock et al. 1997). Un autre exemple montre que
la surexpression du gene de I’ADN topoisomérase 2 (TOP2) est corrélée a une sensibilité aux
anthracyclines (MacGrogan et al. 2003) et a I'étoposide (Braybrooke et al. 2003) dans le
cancer du sein, ainsi qu’a une résistance a |'étoposide (Dingemans et al. 1999) dans les

cancers du poumon a petites cellules.

Ces résultats confirment l'intérét de la recherche de corrélations entre le niveau
d’expression des génes et la sensibilité aux drogues, afin d’identifier de nouveaux agents qui
pourraient étre utilisés dans un type tumoral spécifique, comme les cancers de la prostate
de haut grade dans notre cas. Des études dans la vessie et le poumon ont déja montré des

résultats intéressants.
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EIV.4.3. Etudes dans la vessie

Dans le but d’exploiter la base de données du NCI pour prédire les réponses cliniques de
patients atteints de cancer de vessie, I'équipe de Theodorescu a développé I'algorithme
COXEN (« coexpression extrapolation »). Son développement fut motivé par le constat que le
panel des lignées du NCI ne contenait pas tous les types tumoraux et notamment pas de
lignées cellulaires provenant de cancers de la vessie. Leur démarche consistait donc a
démontrer que les données de sensibilité du panel pouvaient étre extrapolées afin de
prédire la sensibilité de types cellulaires non inclus dans le panel initial. D’une fagon plus
ambitieuse, les données produites permettraient-elles de prédire la réponse des cancers
chez 'Homme ? IlIs ont démontré que leur algorithme était capable d’extrapoler les données
de chimiosensibilité des 60 lignées du NCI aux lignées de cancers de vessie et du sein et de
prédire la sensibilité a 45 545 agents candidats. Les résultats ont été validés sur une cohorte
de patients atteints de cancer du sein traités au tamoxiféne. L'utilisation de I'algorithme a
correctement différencié les répondeurs des non répondeurs avec une précision de 71 %

(Lee et al. 2007).

Les auteurs ont ensuite montré (Williams et al. 2009) I'utilité de leur modele d’expression
génique pour la prédiction du taux de survie de cohortes de patients japonais et danois.
Ainsi, la prédiction du taux de survie globale a 3 ans était, par exemple, de 81 % pour les
patients possédant une signature d’expression génique favorable et de 33 % pour les
patients a signature défavorable, dans une cohorte de patients atteints de cancers de la

vessie et traités avec du méthotrexate, de la vinblastine, de I’'adriamycine et du cisplatine.

%IV.4.4. Etudes dans le poumon

L'utilisation de I'algorithme COXEN a ensuite été repris lors d’une étude visant a optimiser
I'identification de biomarqueurs prédisant I'efficacité thérapeutique de deux composés : le
vorinostat, un inhibiteur d’histone déacétylase et le velcade, un inhibiteur du protéasome.
Le modeéle prédictif de la sensibilité a ces composés a été réalisé sur un panel de 9 lignées
cellulaires du panel du NCI. Indépendamment, des concentrations inhibant 50 % de la
croissance (ICsg) ont été calculées sur un panel de 40 lignées cellulaires cancéreuses de
cancer du poumon non-a-petites cellules (NSCLC). Le profil d’expression génomique de ces
deux panels de lignées cellulaires a été réalisé par microarray Affymetrix utilisant des puces

U133A, générant une signature prédictive de 45 genes pour le vorinostat et de 15 génes
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pour le velcade. L’analyse multivariée de ces deux signatures a significativement prédit
I'efficacité d’'une combinaison de ces deux agents (p = 0,007) dans des cellules NSCLC. Cette
étude montre, encore une fois, |'efficacité d’une telle approche in silico, générant des
biomarqueurs qui prédisent la sensibilité des tumeurs aux thérapeutiques seules ou en

combinaison (Nagji et al. 2010).
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VI. OBJECTIFS DE L’ETUDE

A I'heure actuelle, les cancers de la prostate de haut grade restent un challenge
thérapeutique. Contrairement a la plupart des pathologies cancéreuses, il n’existait pas,
jusqu’a tres récemment, de seconde ligne pour le traitement des patients atteints d’un
cancer prostatique agressif résistant a I’hormonothérapie. De nombreux essais cliniques ont
évalué l'efficacité d’agents cytotoxiques autres que les taxanes, comme les dérivés du
platine. Cependant, les résultats en termes de réponse sont loin des objectifs escomptés, et

les oncologues n’ont guere de solutions a proposer.

L’association du docétaxel aux thérapeutiques habituelles permet d’obtenir au mieux une
stabilisation de la progression tumorale. Il existe donc un besoin crucial d’identifier de

nouvelles stratégies pour ces cancers de prostate de haut grade.

Pour cela, il est nécessaire d’identifier les déterminants de la sensibilité ou de la résistance
aux drogues. De nombreuses études ont identifié des marqueurs prédictifs de la réponse, en
se basant sur les caractéristiques individuelles de chaque tumeur. Ces approches
rationnelles partent du principe que l'altération du niveau d’expression de génes importants
pour la prolifération des cellules cancéreuses conditionne ['efficacité des agents

antiprolifératifs.

A ce sujet, les outils bioinformatiques, permettant de croiser les données pharmacologiques
des agents utilisés en clinique avec les caractéristiques génétiques des tumeurs,
représentent une possibilité intéressante dans la recherche de ces facteurs prédictifs de
réponse. Les oncologues se dirigent irrémédiablement vers une idéologie thérapeutique bien
différente : ne plus prescrire en fonction de la localisation tumorale mais plutot en fonction

du profil moléculaire spécifique de chaque tumeur.

Dans la plupart des essais cliniques, la population recrutée était tres hétérogene, allant de
patients lentement évolutifs asymptomatiques a des patients présentant des tumeurs plus
agressives. De plus, ils n’étaient pas stratifiés selon le grade de Gleason. Or, nous avons
mentionné précédemment les études ayant clairement identifié les différences génétiques
entre les grades de Gleason. Ainsi, I'étude de True et al. a clairement montré qu’il était

possible de distinguer les grades de Gleason en évaluant le niveau d’expression de 86 genes,
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avec une fiabilité supérieure a 75 %. Ces genes sont probablement le reflet des voies

cellulaires altérées dans le processus de cancérogeneése.

Le but de notre travail était d’identifier une alternative thérapeutique au docétaxel sur une
base plus rationnelle qui prenne en compte les caractéristiques génétiques spécifiques des
tumeurs de haut grade et en particulier I'expression des 86 genes de la signature de True et

al.

Le premier objectif était de rechercher, parmi ces génes, ceux dont le niveau d’expression
était susceptible d’influencer la réponse cellulaire a un ou plusieurs agents cytotoxiques ou
antiprolifératifs afin d’identifier des drogues ou des familles de drogues qui pourraient
éventuellement étre testées en deuxieéme ligne de traitement. Cette analyse a donc pour but
d’identifier des couples géne-drogue d’intérét et repose sur I'exploitation de la base de
données du Developmental Therapeutic Program du National Cancer Institute, dont Iutilité
et la richesse ont été largement démontrées. Le but est d’y extraire le profil d’expression des
86 geénes de la signature de True et al. dans les 59 lignées et de rechercher, par des tests
statistiques appropriés, des corrélations entre le niveau d’expression de ces génes et la

sensibilité a un panel de drogues, représentant différentes classes d’agents antiprolifératifs.

Le second objectif était de valider, parmi les corrélations obtenues par cette approche
in silico, si la modulation du niveau d’expression des genes d’intérét permet effectivement
de modifier la sensibilité cellulaire in vitro aux drogues candidates. Pour cela, nous avons
choisi d’utiliser une approche d’interférence a I’ARN pour moduler le niveau d’expression
des génes candidats dans des lignées cellulaires de cancer de la prostate et de vérifier si
cette modulation avait un impact sur I'efficacité de I'agent testé. Cette validation devrait
permettre l'identification d’une signature de génes, dans laquelle, le niveau d’expression

d’un géne sera prédictif de I'efficacité de la drogue.

Sur le plan fondamental, cette approche permet d’identifier de nouveaux mécanismes et

marqueurs de la réponse a ces médicaments.

Cette signature devra ensuite étre validée sur des modeles précliniques tels que les
xénogreffes ou primocultures obtenues a partir de biopsies de patients. A plus long terme,
ces résultats devraient permettre la mise en place d’essais cliniques dans lesquels les
drogues identifiées seraient testées seules ou en association, chez une population de

patients sélectionnés sur la base de la signature.
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Comme nous le verrons plus loin, notre approche in silico a permis de mettre en évidence un
tres grand nombre de corrélations entre le niveau d’expression des 86 genes de la signature
de True et la sensibilité des 59 lignées cellulaires du panel a de multiples agents
antiprolifératifs. Etant donné que notre objectif était de valider la preuve de concept de
notre approche, nous avons fait le choix de restreindre la partie validation fonctionnelle des
résultats in silico a une seule classe d’agents anticancéreux: les dérivés du platine,
notamment le cisplatine et I'oxaliplatine qui sont couramment utilisés en clinique dans

d’autres indications que les cancers de la prostate.

I. LES SELS DE PLATINE

I.1. Historique

Les sels de platines ont été découverts fortuitement par Barnett Rosenberg en 1965 qui, en
étudiant I'effet de courants électriques sur des cultures bactériennes, a constaté que la
proximité des électrodes de platines plongées dans un tampon de chlorure d’ammonium
inhibait la croissance des bactéries. |l en a déduit que les sels de platine formaient des
complexes comprenant des ions ammonium et chlore. Il démontra la formation de
dichlorodiamine-platine et dés lors il orienta ses recherches vers I'activité antitumorale de

ces composés (Rosenberg et al. 1965; Rosenberg et al. 1969).

I.2. Les analogues du platine et leur utilisation thérapeutique

Le développement et 'amélioration des thérapeutiques a permis a la famille des platines de

s’enrichir de composés toujours plus efficaces et mieux tolérés.
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Ainsi, les générations successives des analogues du platine sont représentées sur la figure

10:

Cisplatine Carboplatine Oxaliplatine
=
I
H H . H :
H 0" (o]
N >- DACH
H -
i i
I
I % . (% !
i 0? "0
i _H . - =
| 5 - H—. P—n :
H H — Oxalate
. \ i
J Yo '
I
1¢= génération 2&me génération 3éme génération
Platines classiques DACH platine

Figure 10 — Structure des principaux dérivés des sels de platine.

Dans les années 1970, I'arrivée du cisplatine représente une avancée majeure dans le
traitement des tumeurs solides. Les résultats les plus remarquables a ce jour sont une
possibilité de guérison pour la majorité des patients porteurs de tumeurs germinales
testiculaires et une amélioration de la survie dans les cancers avancés de l'ovaire. Le
cisplatine est aussi a la base de nombreux protocoles de chimiothérapie, concernant les
tumeurs de la prostate, du col de 'utérus, de l'ovaire, de I'endométre, du poumon, de la
vessie, des voies aérodigestives, des sarcomes et des neuroblastomes. La prescription de ce
médicament est cependant responsable de toxicités limitantes (rénale, auditive et
neurologique) et les moyens thérapeutiques mis a la disposition des cliniciens pour les
maitriser sont d’une efficacité limitée. De nombreuses équipes de recherche ont donc
synthétisé des analogues présentant a la fois un profil de toxicité clinique différent, un
spectre de cytotoxicité plus large et contournant les phénomeénes de résistance. Sur les 3000
dérivés qui ont vu le jour, seulement 6 ont été inclus dans des essais cliniques et seulement

3 sont utilisés : le cisplatine, le carboplatine et I'oxaliplatine (Laadem et al. 2001).

Le carboplatine differe du cisplatine par le remplacement des groupements chlores par des
groupements carboxylates. Cette modification diminue la capacité du carboplatine a se

distribuer dans I'organisme, nécessitant d’utiliser des concentrations plus importantes que
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pour le cisplatine pour obtenir le méme effet. Le carboplatine est utilisé pour le traitement
des cancers du testicule, de I'ovaire, des voies aérodigestives et du poumon. Il provoque
moins de toxicité rénale et neurologique que le cisplatine. En revanche, il existe un risque
plus marqué de saignements et une résistance croisée avec le cisplatine (InfoCancer). Bien
qu’il fasse partie de la seconde génération d’analogues, il appartient toujours a la famille des

platines dits « classiques ».

L'oxaliplatine, un analogue de troisieme génération, est utilisé pour le traitement de
tumeurs résistantes au cisplatine et au carboplatine. Il est prescrit notamment pour le
traitement du cancer du colon. Son association avec le 5-fluoro-uracile et I’acide folinique,
appelé protocole FOLFOX, ainsi que le protocole FOLFIRI (Irinotecan en remplacement de
I’acide folinique) sont particulierement efficaces (Laadem and Cvitkovic 2001). Par rapport
aux autres dérivés a base de platine, il est peu hémotoxique et n’a pas de toxicité rénale. En
revanche, il est responsable de neuropathies séveres. L'oxaliplatine est le premier analogue
de troisieme génération appartenant a la famille des DACH-platines, en raison de son
groupement DiAminoCycloHexane. Il contient également un groupement oxalate qui est en
partie responsable, via des canaux sodium voltage-dépendants (Grolleau et al. 2001), de la

neurotoxicité de la molécule (Gamelin et al. 2007).

[.3. Modes d’action

L’ADN est la cible cellulaire principale des sels de platine et leur propriété anti-tumorale
résulte de leur capacité a former des pontages intra-brins ou inter-brins avec I’ADN,
bloquant la réplication, la transcription et induisant la mort cellulaire (Farrell et al. 1989;

Johnson et al. 1998).

Les propriétés anti-tumorales du cisplatine sont attribuées a la mobilité de ses groupements
chlores a I'origine des pontages de I’ADN (« cross-links »). Cette structure interfére avec la
réplication et la transcription, causant I'arrét de la prolifération cellulaire. La majorité des
dommages a I’ADN causés par le cisplatine sont des pontages intra-brins sur des motifs
dinucléotides de type GG ((dG)2) et AG (d(ApG)) (Teni Boulikas 2007). Il a aussi été montré
que la fixation de certaines protéines (dont la protéine HMGB1) sur ’ADN lié au cisplatine
permet de sensibiliser les cellules au cisplatine (Jamieson et al. 1999; Jamieson et al. 1999).
Les pontages formés sont préférentiellement réparés par les systémes NER (Nucleotide

Excision Repair) et le systéme HR (Homologous Recombination). Une déficience du systéme
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HR est corrélée avec une sensibilité accrue au cisplatine (Takata et al. 2001; van der Heijden
et al. 2005). Bien que possédant une résistance croisée avec le cisplatine, le carboplatine
constitue une alternative raisonnable en raison de sa toxicité moindre et de ses bénéfices
lors de son association a la gemcitabine dans le traitement des cancers du poumon
non-a-petites cellules. La combinaison carboplatine/paclitaxel et carboplatine/docétaxel est
également efficace contre ce type de tumeurs (Kosmidis et al. 2002). Cependant, le
carboplatine n’élargit pas le spectre d’activité clinique des platines; il est intéressant

seulement dans 'optique de réduire les effets indésirables du cisplatine.

La substitution des groupements amines du cisplatine par un groupement 1,2-DACH a
permis la naissance des DACH platines. Rapidement, ces analogues (oxaliplatine et
tétraplatine) se sont montrés actifs sur des lignées résistantes au cisplatine (Burchenal et al.
1980). Le spectre d’activité est différent de celui des platines classiques. L’évaluation du
tétraplatine est restée au stade de phase |, stoppé par une neurotoxicité sensorielle pure,
sévére et précoce. L'oxaliplatine est donc le seul de la famille des DACH platines a avoir
passé les essais cliniques avec succes (Schilder et al. 1994). L'oxaliplatine se fixe sur des
répétitions de désoxyguanosines (d(GpG)) sur I’ADN simple-brin. D’autres types d’adduits
sont formés sur I’ADN double-brin, incluant des liaisons intra-brins sur les sites d(ApG) et des
liaisons inter-brins sur des guanosines des chaines opposées (dG)2 (Inagaki et al. 1985;

Boudny et al. 1992).

La formation des adduits sur les brins d'ADN serait pour I'oxaliplatine plus rapide que pour
les autres platines : la platination (nombre maximal d’adduits formés) est maximale a la
12e heure pour le cisplatine, a la 24e heure pour le carboplatine (Micetich et al. 1985); alors
que pour l'oxaliplatine, les liaisons aux sites nucléotidiques d(GpG) et (dG)2 sont établies en

guinze minutes et la fixation aux sites d(ApG) en 2 heures environ (Jennerwein et al. 1989).

I.4. Signature de réponse spécifique des DACH platines

Notre approche nous a permis d’identifier des genes dont I'expression était sélectivement
corrélée a l'oxaliplatine et d’autres uniquement au cisplatine. Ces résultats nous ont
conduits a explorer de fagon plus détaillée le mécanisme de cette spécificité en nous
intéressant plus particulierement a certains génes impliqués dans des voies importantes
dérégulées dans les cancers de hauts grades, notamment certaines voies du métabolisme au

sens large du terme. En effet, parmi les 86 genes dont le niveau d’expression varie entre les
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différents grades de Gleason, 42 % d’entre eux jouent un rble dans le métabolisme
énergétique, des sucres, des lipides et des protéines. D’apres nos résultats in silico, 38,8 %
des génes, dont le niveau d’expression est corrélé a la sensibilité aux dérivés du platine,

jouent un réle dans une des voies métaboliques étudiées.
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Il. ALTERATION DES VOIES METABOLIQUES DANS LES HAUTS GRADES

Parmi les genes de notre signature jouant un réle dans des processus métaboliques, deux

genes ont retenu notre attention :

- Le gene TMPRSS2 qui a largement été décrit comme étant un marqueur du cancer de la
prostate. En effet, dans la majorité des cancers de la prostate, une translocation aboutit a la
fusion du gene TMPRSS2 avec un facteur de transcription de la famille ETS, le gene ERG.
Cette translocation est uniquement retrouvée dans le tissu prostatique et fut, a ce titre, le
premier réarrangement chromosomique identifié comme étant spécifique d’un tissu. Le
promoteur du gene TMPRSS2 contient une séquence de fixation au récepteur aux
androgénes, lui assurant une expression de base élevée dans le tissu prostatique ainsi
qu’une forte surexpression dans le carcinome prostatique. De plus, ERG, lorsqu’il est
retrouvé fusionné a TMPRSS2, se retrouve également surexprimé (Tomlins et al. 2005;

Rostad et al. 2007; Narod et al. 2008).

- Le gene SHMT2, codant la Serine HydroxyMethyl Transferase 2, appartient a une des voies
métaboliques les plus couramment dérégulées dans le processus de carcinogenése (Niclot et
al. 2006; Weinstein et al. 2006; Rouissi et al. 2009; Donkena et al. 2010; Eussen et al. 2010;
Levine et al. 2010; Mohammad et al. 2011) : la voie du métabolisme monocarboné,
également appelé voie des folates et de la méthionine. Cette voie est impliquée dans la
synthese des bases de I'ADN, la production d’acide folique ainsi que les réactions de
méthylation de I’ADN. Il s’agit donc d’une voie cruciale pour la prolifération cellulaire ainsi
que la régulation épigénétique du génome. Il n’est donc pas surprenant que sa dérégulation

soit associée aux processus de cancérogenése.

Jusqu’a présent, aucun lien n’avait été rapporté entre le géene SHMT2 et la voie du
métabolisme monocarboné dans laquelle il joue un role clé, et la sensibilité aux dérivés du

platine.
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I1l. LE METABOLISME MONOCARBONE

Le schéma général du métabolisme monocarboné est présenté figure 11. Cette voie a pour
fonction le transfert d’unités a un carbone (C1) pour la synthese de I’ADN et pour la
méthylation de I'ADN et de protéines, tout en dépendant des apports nutritionnels
(Vitamines B12, B2, B6, et B9 (ou acide folique) et d’autres micronutriments). Elle est
composée de trois cycles interconnectés, dans laquelle la perturbation d’'un des cycles a des

répercutions sur I'ensemble des réactions métaboliques de cette voie :

e Le cycle de régulation du pool glycine-sérine : il est le moteur principal de la voie. La
conversion de la sérine en glycine est indispensable au cycle du tétrahydrofolate

(THF) puisque la sérine est le donneur d’unité C1 pour le THF.

e Le cycle du THF : ce cycle, dépendant des apports en vitamines, permet la synthése
de méthionine, nécessaire au bon fonctionnement du cycle assurant la méthylation

de I’ADN et des protéines.

e Le cycle de la méthionine : il est d’'une importance capitale pour la régulation
épigénétique du génome. Sa dérégulation a des conséquences directes sur le degré

de méthylation de I’ADN.
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Figure 11 - Schéma général du métabolisme monocarboné.

5-CH2-THF, 5-methylene-THF; dNTP, désoxy NucléotideTriPhosphate; Ser, Sérine; Gly,
Glycine ; SAM, S-Adénosyl-Methionine ; SAH, S-Adénosyl-Homocystéine.

Etant donné l'interconnection entre ces deux cycles, il est possible que la dérégulation du
pool de glycine et de sérine dans la mitochondrie puisse avoir des répercussions sur les
autres métabolites de ces voies et conduire a des altérations du niveau de méthylation de
I’ADN, cible principale des dérivés du platine. C'est cette hypothése que nous avons voulu

tester dans le volet plus « fondamental » de notre travail.

[11.1. Régulation du pool glycine — sérine

Le schéma de la régulation du pool de glycine et de sérine est présenté sur la figure 12.
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Figure 12 - Schéma de la régulation du pool de glycine et de sérine.

5,10-CH2-THF, 5,10-methylene-THF; 10f-THF, 10 formyl-THF; Gly, Glycine; Ser, Sérine ;
SHMT1, Sérine HydroxyMethyl-Transferase 1 ; SHMT2, Sérine HydroxyMethyl-Transferase 2 ;
THF, TétraHydroFolate.

Cette voie controle la disponibilité en glycine et en sérine dans 2 compartiments de la
cellule : le cytoplasme et la mitochondrie. Le gene SHMT2, dont I'étude de True a révélé la
surexpression dans les tumeurs de haut grade, joue un role déterminant dans cette voie. Il
est responsable, dans le compartiment mitochondrial, de la conversion de deux glycines en
sérine. La conversion initiale d’une sérine en glycine, dans le cytoplasme, est assurée par
I’enzyme SHMT1. Ces conversions sont réversibles et a I'origine, on pensait qu’une seule et
méme enzyme assurait les deux réactions (Appling 1991). Or, il fut démontré plus tard que
cela résultait de l'action de deux isoformes distinctes, a activité redondante, la SHMT
cytoplasmique (cSHMT ou SHMT1) et la SHMT mitochondriale (mMSHMT ou SHMT2). Ces deux
protéines ubiquitaires sont codées par deux génes distincts, dérivant d’'un géne ancestral,
situés sur des chromosomes différents : le chromosome 17, locus p11.2 pour SHMT1 et le
chromosome 12, locus gq12-g14 pour SHMT2. Ces génes possedent 63 % d’homologie et sont

trés conservés entre les especes (Garrow et al. 1993).

La concentration en sérine et en glycine dans le cytoplasme dépend des apports

nutritionnels en acides aminés. L'apport d’unités monocarbonées par la conversion de la
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sérine en glycine par SHMT1 est la réaction initiant la voie du métabolisme monocarboné.
Cette réaction est couplée a la transformation du THF en 5,10-CH,-THF. La glycine produite
possede la capacité de diffuser dans la mitochondrie pour y étre « recyclée ». Ainsi, lorsque
sa concentration y est suffisante, deux glycines seront converties en sérine par I'activité de
SHMT2. Cette sérine ainsi produite va repasser dans le cytoplasme et reformer le pool de
sérine disponible. Cette réaction nécessite la présence de 5,10-CH,-THF dans un cycle
similaire au cycle du THF cytoplasmique. |l est responsable de la production d’unités

monocarbonées sous forme de formate (10f-THF) qui seront exporté dans le cytoplasme.

Il a été montré que la protéine SHMT1 agit comme un interrupteur métabolique (« switch »),
qui lors d’une suractivation de la voie va prioriser la production des bases pyrimidiques, au

détriment de la synthése de S-Adénosyl-Méthionine (SAM).

Cette régulation du pool de glycine et de sérine est donc un cycle finement régulé qui

garantit la disponibilité de ces acides aminés, essentiels a la division cellulaire.

[11.2. Cycle du THF

Le cycle du THF est présenté figure 13. L'initiation de ce cycle va de paire avec la conversion
de la sérine en glycine par la SHMT1. Le transfert de deux C1 sur une molécule de THF
produit de la glycine et du 5,10-CH,-THF. Le 5,10-CH,-THF représente la source principale
d’unités C1 pour I'ensemble des réactions du cycle. Deux voies, utilisant le 5,10-CH,-THF,
permettent la synthese des bases de I'ADN. La premiere convertit le 5,10-CH,-THF en
dihydrofolate (DHF) par la thymidilate synthase (TS) et permet la synthese de dTMP a partir
de dUMP et de dCMP a partir du dTMP. Cette voie permet donc la synthése des pyrimidines.
La seconde voie utilise le formate produit dans la mitochondrie pour le convertir en THF
grace a la 5-aminoimidazole-4-carboxamide formyltransferase (ATIC). Cette voie permet la

synthése des purines (adénine et guanine).
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Figure 13 - Schéma du cycle du tétrahydrofolate.

5-CH2-THF, 5-methylene-THF; 5,10-CH2-THF, 5,10-methylene-THF; 10f-THF, 10 formyl-THF ;
ATIC, 5-aminoimidazole-4-carboxamide formyltransferase ; DHF, DiHydroFolate ; Gly, Glycine ;
HCy, HomoCystéine; Met, Méthionine; MS, Méthionine Synthase; MTHFR, Methyléne
TétraHydroFolate Réductase ; Ser, Sérine ; SHMT1, Sérine HydroxyMethyl-Transferase 1 ; THF,
TétraHydroFolate ; TS, Thymidilate Synthase.

Le 5,10-CH,-THF peut étre réduit en 5-CH,-THF par la Méthylene Tétra-HydroFolate
Reductase (MTHFR), qui servira ensuite de donneur d’unité C1 pour la reméthylation de
I’'homocystéine (HCy) en méthionine. Cette réaction permet de maintenir un apport constant
en méthionine pour la synthése protéique et pour les réactions de méthylation de I’ADN
(Herbig et al. 2002). Le THF ainsi que ses formes méthylées représentent les éléments

régulateurs de cette voie.

‘III.3. Cycle de la méthionine et de la méthylation de I’ADN

Le cycle de la méthionine et de la méthylation de I’ADN est représenté figure 14. Ce cycle est
couplé a celui du THF. Le 5-CH,-THF est la forme de folate majoritaire dans le cytoplasme. Il
est le donneur principal d’unités C1 et se retrouve transformé en S-Adénosyl-Méthionine
(SAM) par la Méthionine Adénosyl Transferase (MAT) en présence d’ATP. La SAM est le
cofacteur pour les réactions de méthylation des protéines, des lipides, des
neurotransmetteurs, de I’ARN et de '’ADN (Herbig et al. 2002). La SAM est le donneur de
groupement CHs principalement pour la méthylation de ’ADN par la famille des DNa-Methyl

Transferase (DNMT). La S-Adénosyl-Homocystéine (SAH) produite sera reconvertie en Homo-
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Cystéine (HCy) par la S-Adénosyl-Homocystéine Hydrolase (SAHH). 'Homo-Cystéine formée

sera finalement reconvertie en méthionine.

Un élément régulateur crucial de cette voie se trouve dans la réaction de conversion de la
SAM en SAH. En effet, il a été montré que lors de I'accumulation de SAM (par une
alimentation riche en folates par exemple), la cellule utilise une autre réaction métabolique
pour convertir la SAM en SAH. Le but de ce contournement est d’éviter des réactions
aberrantes de méthylation de I’ADN. Ainsi, 'exces de SAM est consommé par la production
de sarcosine (Sar) a partir de glycine grace a I'activité de la Glycine N-Méthyl Transférase
(GNMT). Cette enzyme est un élément clé régulant les réactions de méthylation. De plus, la
conversion de la glycine en sarcosine est régulée par la fixation du 5-CH,-THF a la GNMT. En
effet, il a été montré que deux molécules de 5-CH,-THF se fixent a un tétramére de GNMT et

inhibent son activité (Luka 2008).

Ce cycle dispose donc d’un systéme de régulation complexe qui lui permet d’assurer des
fonctions aussi importantes que le processus de méthylation. Son interconnexion avec les
autres cycles est indispensable a son fonctionnement, les métabolites synthétisés par les
autres voies étant impliqués dans I'activation ou linhibition de certaines réactions. Sa
complexité en fait aussi son point faible ; la modification de la concentration d’un métabolite

peut avoir des répercutions sur I'ensemble du métabolisme monocarboné.

@|| ¢
Cycle du THF <= s ‘GNE
@VV CH,

Cytoplasme

Méthylation
Sy
—_————

Figure 14 - Schéma du cycle de la méthionine et de la méthylation de 'ADN.

DNMT, DNa Méthyl-Transférase ; Gly, Glycine ; GNMT, Glycine N-Méthyl Transférase ; HCy,
HomoCystéine ; MAT, Méthionine Adénosyl Transférase; Met, Méthionine; MS, Méthionine
Synthase; SAHH, S-Adénosyl-Homocystéine Hydrolase ; Sar, Sarcosine; THF,
TétraHydroFolate.
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‘III.4. Dérégulation des voies métaboliques dans les cancers de la prostate

La dérégulation du cycle des folates et de la méthionine et son implication dans de multiples
pathologies humaines a été largement étudiée. Par exemple, une étude a évalué s’il existait
un lien entre des facteurs de I'alimentation et le risque de développer un cancer de la
prostate. Ce travail a étudié les habitudes alimentaires et notamment la prise de vitamine B2
(folate), B6, B12 et de méthionine, de 1270 patients atteints d’un cancer de la prostate.
Leurs résultats montrent que I'alimentation riche en vitamine B6 est inversement associée
au risque de cancer de la prostate alors que la prise de vitamine B12 est corrélée a une
augmentation du risque de développer ce cancer. D’aprés leurs résultats, il n’est pas
possible de confirmer le role supposé protecteur du cycle des folates contre le cancer de la
prostate (Weinstein et al. 2006). Néanmoins, cette étude montre que la dérégulation de ce
cycle semble avoir un impact sur la cancérogenése. Comme nous I'avons vu précédemment,
I’étude de True montre qu’environ la moitié des génes, différentiellement exprimés dans les
cancers de la prostate de haut grade, jouent un role dans des processus métaboliques (True
et al. 2006). Une autre étude, réalisée par Penney et ses collaborateurs a étudié les voies
dérégulées dans les cancers de la prostate de haut grade par une analyse GSEA, pour Gene
Set Enrichment Analysis. Cette technique, permettant linterprétation des données
d’expression, se concentre sur des groupes de genes partageant des fonctions biologiques,
des localisations chromosomiques ou des modes de régulation communs. Leurs résultats
montrent que, parmi les voies surexprimées, figurent les voies du métabolisme de la
pyrimidine, de la GSK3, de Notch ainsi que la voie des folates et du métabolisme
monocarboné. Le gene SHMT2 figure parmi leur signature de 157 génes dont le niveau
d’expression est prédictif du grade de Gleason. Ces résultats démontrent une fois de plus
I'implication de cette voie dans l'oncogenése des cancers de la prostate de haut grade

(Penney et al. 2011).

Une autre étude d’envergure a également montré une dérégulation du métabolisme associé
a l"évolution des cancers de la prostate (Sreekumar et al. 2009). Cette étude visait a
identifier des marqueurs de la progression tumorale directement au niveau des métabolites

retrouvés dans les tissus ou dans l'urine des patients.
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Ces résultats présentés figure 16 montrent une différence significative de la concentration
en plusieurs métabolites de patients atteints de pathologies bénigne, de cancers localisés et

de cancers métastatiques.
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Figure 15 — Représentation graphique de type Heat-map montrant les 87 métabolites
dérégulés dans les cancers de la prostate (Sreekumar et al. 2009).

i, cancers de prostate localisés (Gleason 3+3 et 3+4) ; ii, cancers de prostate localisés (Gleason 4+3
et 4+4) ; iil, métastases au niveau des tissus mous ; tv, métastases au niveau du diaphragme ; v,

métastases au niveau hépatique.
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Parmi ces métabolites, quatre sont directement impliqués dans le métabolisme
monocarboné : ’"homocystéine, la cystéine, la glycine et la sarcosine. Leur concentration

augmente proportionnellement avec le degré d’agressivité tumorale.

by

Dans cette étude, les auteurs se sont particulierement intéressés a la sarcosine en
démontrant son accumulation dans les cancers localisés et plus particulierement dans les
tumeurs métastatiques (fig. 16A). Sa forte concentration dans les lignées cellulaires de
cancers de la prostate est corrélée avec leur degré d’invasivité (fig. 16B). De fagon
intéressante, I'apport exogéne de sarcosine déclenche I'invasion de cellules initialement non
invasives, démontrant son réle fonctionnel dans la cancérogenése prostatique. Cette
augmentation d’invasivité est également observée par I'apport de glycine (fig. 16C)
(Sreekumar et al. 2009). Ces résultats démontrent que I'effet de la sarcosine peut étre mimé
par I'apport de glycine et suggerent également la relation fonctionnelle entre les différents

cycles constituant la voie du métabolisme monocarboné.
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Figure 16 — Lien entre la dérégulation des métabolites dans les cancers de la prostate et
le caractere invasif des cellules de cancers de prostate (Sreekumar et al. 2009).

A, Concentration de sarcosine dans les tumeurs bénignes (« benign »), les cancers de prostates
localisés (« PCA ») et les tumeurs métastatiques (« Mets »). B, Quantification du niveau de la
sarcosine et degré d’invasivité dans deux lignées non-invasives et dans quatre lignées invasives. C,
Augmentation de l'invasivité de lignées, a la base non-invasives, par un apport exogéne de glycine et

de sarcosine.

Cette étude a conduit a proposer la mesure de la sarcosine sérigue comme marqueur de la
progression tumorale. Cependant, d’autres études n’ont pas permis de démontrer la

capacité de la sarcosine a différencier les grades tumoraux (Jentzmik et al. 2010; Struys et al.
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2010; Jentzmik et al. 2011). Il s’avére également que le niveau d’expression de la GNMT,
enzyme responsable de la production de la sarcosine est diminué dans 82 % des échantillons
de cancers de la prostate (Wang et al. 2007). Cette observation est contradictoire avec une

augmentation attendue de la production de sarcosine.

D’aprés une analyse plus récente, il apparait que la concentration de sarcosine n’est
effectivement pas corrélée avec le grade de Gleason mais qu’elle est bien augmentée dans
les cancers de la prostate comparés aux autres tissus non tumoraux (Wagner et al. 2011).
Néanmoins, son élévation au niveau tumoral traduit bien une augmentation du métabolisme
de la méthionine qui est compensé par la synthése de sarcosine au détriment de la
méthylation de I’ADN (Wagner and Luka 2011). La sarcosine, aprés diffusion dans la
mitochondrie est consommeée par la SARcosine DésHydrogénase (SARDH) afin de reformer
de la glycine. De plus, il apparait clairement d’aprés I'étude publiée par Sreekumar et ses
collaborateurs que plusieurs métabolites de la voie du métabolisme monocarboné sont
dérégulés dans les cancers de la prostate de haut grade, démontrant son implication dans la
cancérogenese prostatique et I’étude publiée par Penney et ses collaborateurs va également

dans ce sens.

En considérant ces données, il est donc possible d’envisager que la dérégulation du pool de
glycine-sérine puisse moduler les capacités de méthylation de ADN. A partir de 13, cette
différence de méthylation de I’ADN, représentant une altération majeure de I'épigénétique,
est susceptible de moduler I'action de composés ciblant ’ADN, comme les agents alkylants
dont font partie les dérivés du platine. Des publications ont en effet montré qu’il était
possible de prédire la sensibilité des 60 lignées cancéreuses du panel du NCI a des drogues
en évaluant le profil de méthylation de genes spécifiques. Ainsi, Shen et al. ont identifié des
marqueurs de méthylation prédictifs de la sensibilité a des drogues utilisées en
chimiothérapie, c'est-a-dire des génes dont le degré de méthylation est associé a une
sensibilité a un agent. Parmi ceux-ci, I’hyperméthylation du géne P73 est retrouvée corrélée
avec la sensibilité aux agents alkylants et notamment au cisplatine. Les auteurs ont montré
gue l'inhibition de I'expression de P73 augmentait sensiblement la sensibilité des lignées
cellulaires au cisplatine (Shen et al. 2007). Des études se sont ensuite succédé, démontrant
I'impact de la méthylation globale ou de la méthylation de génes spécifiques sur la sensibilité
aux agents antitumoraux. Par exemple, une étude a démontré qu’une augmentation du taux

de méthylation du gene hMLH1 était une cause majeure de résistance aux dérivés du platine
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dans les cancers de l'ovaire (Watanabe et al. 2007). Les résultats d’une autre étude
supposent que I'augmentation de la méthylation du gene BRCA1 est associée a la sensibilité
aux platines et représente donc un bon marqueur prédictif de réponse (Chaudhry et al.
2009). Dans une autre étude, I'augmentation du taux de méthylation global de I’ADN est
montrée corrélée positivement a la sensibilité au cisplatine et au carboplatine, c’est-a-dire
conduisant a une augmentation de la résistance a ces agents. Cette résistance semble étre
reversée par l'action d’agents déméthylants. L'analyse des voies impliquées dans cette
résistance indique que les voies de la PI3K/Akt, du TGFpB et les voies impliquées dans la
progression du cycle cellulaire sont les principales voies impliquées (Li et al. 2009). En se
basant sur I'évidence que la modulation du niveau de méthylation du génome semblait
moduler la réponse a certains agents, une étude clinique a montré pour la premieére fois que
I'utilisation de la 5-azacytidine, un agent déméthylant, pouvait partiellement re-sensibiliser
des tumeurs de |'ovaire au carboplatine. En effet, 14 patients sur 29 inclus dans I'étude ont

montré des bénéfices cliniques grace a cette association (Fu et al. 2011).

Les évidences sont donc nombreuses laissant suggérer que le degré de méthylation de
I’ADN, de facon globale ou sur des genes spécifiques, peut moduler la sensibilité des agents
antitumoraux, et notamment ceux dont le mécanisme d’action implique une interaction

avec I’ADN.
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IV. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Il a été démontré I'implication du métabolisme monocarboné dans la cancérogenése. Ce
cycle, qui dépend des apports nutritifs en vitamines et en acides aminés, est capital dans la
synthése des bases de I’ADN ainsi que dans la régulation épigénétique du génome par les

réactions de méthylation.

Plusieurs métabolites, représentant a la fois des substrats et des produits de cette voie, sont
trouvés dérégulés dans les cancers prostatiques. Certains d’entre eux concernent I'activité
de SHMT2, une enzyme au centre du mécanisme de régulation du pool de glycine et de
sérine. Cette enzyme est retrouvée surexprimée dans les tumeurs prostatiques de haut
grade et, d’aprés nos résultats, son niveau d’expression dans les lignées cellulaires module la
sensibilité a I'oxaliplatine, un agent alkylant ’ADN. Cependant, I'activité d’agents alkylants
de structure chimique différente ne semble pas étre affectée par le niveau d’expression de
SHMT?2, suggérant un mécanisme spécifique a la famille des DACH platines, dont fait partie

I’oxaliplatine.

Récemment, des études ont établi que I'association de platines avec un agent déméthylant
I’ADN, comme la 2'-désoxy-5-azacytidine (Plumb et al. 2000) ou la zébularine (Balch et al.
2005), pouvait sensibiliser les cellules in vitro ou réverser la résistance au cisplatine (Fu et al.
2011). Pour l'oxaliplatine, tres peu d’informations existante, une seule étude ayant montré
une légére sensibilisation de cellules de cancer du colon par des inhibiteurs de DNMT
comme la décytabine (Flis et al. 2009). Cependant, aucune de ces études n’a décrit les

mécanismes impliqués.

Notre objectif principal est donc d’établir le lien mécanistique entre le niveau d’expression
de SHMT2 et la modulation de la sensibilité a I'oxaliplatine des cellules cancéreuses
prostatiques. Le géne SHMT2 est le seul gene de cette voie métabolique représenté sur la
puce Affymetrix, utilisée dans la puce de True et al. Nous avons donc cherché si cette
modulation était la conséquence de la seule augmentation du niveau d’expression de
SHMT2 ou bien si elle nécessitait la dérégulation du cycle de facon globale. Dans ce dernier
cas, cette dérégulation du cycle aboutit-elle a une modification du taux de méthylation

globale de ’ADN ?
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Dans un second temps, il serait intéressant d’étudier si la modification du taux de
méthylation globale de I’ADN, due a une altération du métabolisme monocarboné, peut
modifier I'efficacité de platination des agents alkylants et notamment de 'oxaliplatine. Des
facteurs comme la vitesse de platination ou la nature des adduits formés pourront étre

étudiés.
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I. CULTURE CELLULAIRE

I.1. Lignées cellulaires — cartes d’identités

a )
CARTE D’IDENTITE CELLULAIRE

Nom : BPH Nom complet : Benign Prostatic Hyperplasia
=5 “‘g Statut : Non cancéreuse

Date de naissance : 1995

Origine : Prostate
Localisation : Prostate

Temps de doublement : Environ 24 h

\<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< Signature: BPH /

. La BPH, Benign Prostatic Hyperplasia, est une lignée prostatique non cancéreuse liée a une

augmentation de taille de la prostate. Elle a été immortalisée (mais non transformée) en
1995 avec I'antigéne SV40 large T a partir de cellules épithéliales prostatiques. Le processus
originel est une hyperplasie des cellules épithéliales et stromales, plutot qu’une
hypertrophie, résultant en l'apparition de larges nodules en région périphérique. Une
maladie des cellules stromales semble a I'origine de I’hyperplasie bénigne (Lawson 1990).
Elle implique une dérégulation de facteurs de croissance de la famille de I'EGF, le FGF et le
TGFB (DESGRANDCHAMPS F. (1) et al. 1992). L’hyperplasie bénigne n’est pas considérée
comme une lésion précancéreuse, bien que les taux sériques de PSA puissent étre élevés en
raison de l'augmentation du volume de l'organe et de I'état inflammatoire local qu’elle
provoque. Pour cette raison, nous l'avons utilisée comme un « contréle » de cellules

prostatiques non cancéreuses.
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CARTE D’IDENTITE CELLULAIRE
Nom : DU145 Nom complet: -
:"\.\‘ s de Statut : Cancéreuse métastatique
) »
RPN 2 Date de naissance : 1977
~ \ Q
] ) Origine : Prostate
! - s
! ¥ bR ' Localisation : Cerveau
‘ 4 Temps de doublement : Environ 24 h

Q<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< Slglmhll‘é‘ DU145j

. La lignée DU145 est une lignée d’adénocarcinome de prostate établie en 1977 (Stone et al.

1978) a partir d’'une métastase cérébrale chez un patient atteint d’un cancer de la prostate.
Cette tumeur n’exprime pas le PSA, ni le récepteur aux androgeénes, elle est donc insensible
aux stimulations androgéniques (van Bokhoven et al. 2003). Elle posséde également une

mutation faux-sens du géne p53 (Carroll et al. 1993).

CARTE D’IDENTITE CELLULAIRE
Nom : LNCaP Nom complet : Lymph Node Cancer Prostate
8 \ l Statut : Cancéreuse métastatique
A
70
» i .
v g Date de naissance : 1980
s 14 \ N f,‘\i Origine : Prostate
NN
D o R . .
\ o\ ™| Localisation : Ganglions lymphatiques
N
N S
4 ¥ 4 Temps de doublement: 48472 h

“<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< Signature LNCaP/

. La lignée LNCaP, Lymph Node Cancer Prostate, est de loin la plus étudiée et la plus utilisée

des lignées prostatiques. Elle fut établie en 1980 a partir d’'un ganglion lymphatique sous-
claviculaire. Malgré le fait que cette lignée dérive d’un patient atteint d’un cancer de la
prostate hormono-résistant, la LNCaP exprime le PSA et le récepteur aux androgenes et est
donc une lignée hormono-sensible (van Bokhoven et al. 2003). Le récepteur aux androgenes
contient une mutation faux-sens dans son domaine de liaison a son ligand (Veldscholte et al.
1990), entrainant sa perte de spécificité vis-a-vis de son ligand. Ainsi, les cellules sont
sensibles non seulement aux androgénes mais aussi aux anti-androgeénes, aux estrogenes et
a la progestérone. Cette lignée est considérée comme la lignée de cancer de la prostate la

plus agressive avec un fort pouvoir métastatique.
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. Dans la seconde partie de notre travail, nous nous somme intéressés au gene SHMT2. Cela

nous a conduits a utiliser deux lignées d’ovaire de hamster chinois (CHO). La lignée CHO K1
est un clone dérivé de la lignée parentale CHO. Elle requiert la présence de proline dans le
milieu d{ a I'absence du gene de synthése de la proline impliqué dans I'étape de conversion
de l'acide glutamique en glutamine-semialdéhyde (Kao et al. 1967; Valle et al. 1973). La
lignée CHO 51-11 est dérivée de la lignée CHO K1 et a été obtenue par mutagénése a I'éthyl
méthane sulfonate. Elle possede une mutation ponctuelle de SHMT2, la privant de son
activité catalytique mais pas de son expression (Chasin et al. 1974). Cette lignée a été
initialement identifiée comme la lignée CHO glyA, pour « glycine auxotrophe », et sa culture

nécessite 'apport de cet acide aminé dans le milieu de culture.

[.2. Conditions de culture

Les lignées CHO et DU145 sont cultivées en milieu MEM (Invitrogen) contenant du

GlutaMAXTM | (L-Alanyl-L-Glutamine) supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Foetal
(SVF).

. Les lignées BPH et LNCaP nécessitent un milieu spécial Quantum 263 (PAA) prét a I’'emploi,

pour cellules cancéreuses difficiles a cultiver ou faiblement adhérentes.

Toutes les lignées sont cultivées en incubateur a 37 °C, sous une atmosphére saturée en
humidité (90 %) et contenant 5 % de CO,. Elles sont maintenues dans des flasques
(Dutscher) de 75 cm? et repiquées lorsqu’elles arrivent a sub-confluence, c'est-a-dire deux
fois par semaine excepté pour la lignée LNCaP (une fois seulement) qui posséde un taux de

doublement d’environ 72 h contre 24 h pour les autres lignées.

(| N (] N\
CARTE D’IDENTITE CELLULAIRE CARTE D’IDENTITE CELLULAIRE
Nom : CHO K1 Nom complet : Chinese Hamster Ovary K1 Nom : CHO 51-11 Nom complet : Chinese Hamster Ovary 51-11
: 3 Statut : Non cancéreuse .’; ! \ Statut : Non cancéreuse
A 5 ” c‘ F 8
“‘!-., } i e Date de naissance : 1957 Yoy & . Date de naissance : 1970
S -t \ W
% iV Origine : Ovaire Z . —_— ‘”’] Origine : Ovaire
SE e - . [\ TN _ 4
e o Localisation : Ovaire — ~,  Localisation : Ovaire
X v j Wi
¥ Temps de doublement : Environ 12 h Z =%%.... Temps de doublement: Environ 12 h

v<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< Signature CHOKl) (<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< Signature CHOSlAzy
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Le repiquage est réalisé par trypsinisation du tapis cellulaire par de la trypsine-EDTA (Gibco,
Invitrogen). La trypsine est neutralisée par dilution avec du milieu de culture complet. Une

fraction de suspension cellulaire est ré-ensemencée dans une nouvelle flasque.

[.3. Comptage des cellules

L’ensemencement d’un nombre fixe de cellules a nécessité le comptage des cellules a I'aide
d’un compteur Coulter Z2 (Beckman Coulter). Il est effectué sur une dilution au 1/20%™ de la
suspension cellulaire. A chaque passage d’une cellule a travers I'ouverture de I'électrode du
compteur, une dépolarisation est induite et comptabilisée. Le compteur fournit ensuite un
graphique représentant le nombre de cellules en fonction de leur diamétre et offre la

possibilité d’exclure les débris cellulaires.

102



MATERIEL ET METHODES

II. APPROCHE IN-SILICO

Il. APPROCHE IN-SILICO

[1.1. Liste des lignées cellulaires du panel du NCI

Nos travaux initiaux reposent sur I'exploitation des banques de données du NCI (Korcok

1985; Scherf et al. 2000) disponibles publiguement sur le site du DTP a l'adresse

http://dtp.nci.nih.gov. Ces données concernent une collection de 59 lignées cellulaires

tumorales de différentes origines : leucémies, cancer du poumon, célon, systéeme nerveux

central, mélanome, ovaire, rein, prostate et sein. La liste des lignées cellulaires est présentée

dans le tableau 7.

Type de tumeur Nom de la lignée

Type de tumeur Nom de la lignée

CCRF-CEM
HL-60
K-562

MOLT-4
RPMI-8826
SR

Leucémies

A549/ATCC
EKVX
HOP-62
cancer du poumon HOP-92
non a petites cellules NCI-H226
(NSCLC) NCI-H23
NCI-H322M

NCI-H460
NCI-H522

LOX IMVI
MALME-3M
M14
SK-MEL-2
SK-MEL-28
SK-MEL-5
UACC-257
UACC-62

Mélanomes malins

IGROV1
OVCAR-3
OVCAR-4
OVCAR-5
OVCAR-8

SK-OV-3

Cancer de l'ovaire

COLO 205
HCC-2998
HCT-116
Cancers du colon HCT-15
HT29
KM12
SW-620

786-0
A498
ACHN
CAKI-1
RXF393
SN12C
TK-10
Uo-31

Cancer du rein

SF-268

SF-295

Cancer du systeme SF-539
nerveux central SNB-19
SNB-75

U251

PC-3

Cancer de la prostate SISV

MCF7
NCI/ADR-RES
MDA-MB-231/ATCC
Cancer du sein HS578T
MDA-MB-435
BT-549
T-47D

Tableau 7 - Liste des 59 lignées du panel du NCI.

Cette collection a été établie au début des années 1990 dans le but de cribler les propriétés

antiprolifératives de milliers de composés issus des recherches académiques et industrielles.

Le NCI a évalué la cytotoxicité de chaque composé par mesure de I'inhibition de croissance

apres 48 h, par un test a la sulphorhodamine B qui évalue la croissance cellulaire par la
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mesure du contenu protéique total (Scherf et al. 2000). Cette inhibition de croissance est
exprimée sous la forme d’ICsy qui correspond a la concentration inhibant 50 % de la
croissance cellulaire. Cette base de données contient également, pour chaque lignée, les
niveaux d’expression de milliers de génes, obtenus sur plusieurs séries de microarray

Affymetrix, puces a ADN codifiées sous les noms U95 (A a E) et U133 (A et B).

[1.2. Liste des génes de |I’étude

La liste des génes, dont le niveau d’expression permet de discriminer grades de Gleason,

identifiés par I'étude de True (True et al. 2006), est présentée dans le tableau 8.

Voie cellulaire Nom du géne gene id Voie cellulaire Nom du géne gene id
GLO1 2739 CDK2AP1 8099
HIG1 25994 RAB6A 5870
Métabo - sucre PGK1 5230 MME 4311
PRPS1 5631 SNX3 8724
DPM1 8813 RAB18 22931
PPP1CA 5499 Transduction du signal RHOT2 89941
COX7A2L 9167 RHOA 387
ATP5B 506 RAB2 5862
ATP5G3 518 PRKAR1A 5573
NDUFB3 4709 JUN 3725
Métabo - énergie COX6C 1345 CD59 966
ATP6V1F 9296 TMSL3 7117
PRDX5 25824 ARPC2 10109
TXNDC 81542 Struture - Adésion - CAPZA2 830
LOC152485 152485 Mobilité DNCL1 8655
HSD17B3 3293 MYBPC1 4604
HSD17B4 3295 KRT15 3866
ACOX2 8309 HIRIP3 8479
Métabo - lipides DHRS9 10170 PCa 10923
YWHAZ 7534 o HMGB1 3146
NPC2 10577 Rff:;:z:?:t?:n'a NSEP1 4904
PSAP 5660 TCEA1 6917
MAOA 4128 JUNB 3726
SHMT2 6472 ID3 3399
TMPRSS2 7113 LOC388817 388817
SPC12 28972 SERP1 27230
PSMB1 5689 Traduction - Synthése EIF4AA1 1973
PCCB 5096 protéique CD63 967
Métabo - protéines TCEB1 6921 VBP1 7411
SEPHS2 22928 RPL13 6137
HACE1 57531 KCTD12 115207
CPE 1363 AP3S1 1176
HGD 3081 SEC14L1 6397
GSTM1 2944 Transport ENSA 2029
DPP4 1803 ARF3 377
Métabo - autre OAZ2 4947 SLC22A3 6581
CDKN2C 1031 FLJ12806 64853
FTH1 2495 FCRG3B 2215
DAD1 1603 FLJ35093 374986
Proliff - Diff - Apoptose NEDD5 4735 Autre -Inconnus KIAA0103 9694
NME1 4830 HSPC152 51504
LTBR 4055 C20o0rf45 51012
AZGP1 563 Cl4orf87 51218

Tableau 8 - Liste des 86 génes de I’étude de True dont le niveau d’expression permet de
prédire le grade d’une tumeur de prostate avec une fiabilité de 76 % (True et al. 2006).
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‘II.3. Corrélations expression / sensibilité

Les étapes de I'approche in silico sont représentées sur la figure 17.

Données du NCI

4 Ny

‘ Extraction des données ‘

Données d’expression Données de sensibilité

86 genes 152 agents

Test de la qualité
des données

|

Test de corrélation de Pearson

|

Corrélations
expression d’un géne / sensibilité a un agent

Figure 17 - Schéma de I’approche in silico.

Un test de corrélation de Pearson a été utilisé pour rechercher des corrélations entre le
niveau d’expression de chacun des 86 genes de cette signature et la sensibilité a un agent

antiprolifératif.

Ce test permet de calculer des coefficients de corrélation compris entre -1 et +1. Un résultat
proche de zéro souligne une absence de corrélation. A contrario, un test s’écartant de zéro
suggere que le niveau d’expression du gene d’intérét est corrélé a la sensibilité des lignées
cellulaire a I'agent testé. Plus la valeur se rapproche de -1 ou de +1 et plus la corrélation sera
forte et significative. Une corrélation négative indique que la surexpression d’'un gene est
corrélée a une plus forte résistance a I'agent testé. Une corrélation positive indique, au

contraire, qu’une surexpression du gene est corrélée a une plus forte sensibilité a cet agent.
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I11. PRINCIPE DE LA VALIDATION FONCTIONNELLE IN VITRO

Le but de cette validation est de démontrer expérimentalement que la modulation du niveau
d’expression des genes candidats dans des lignées de cancer de la prostate, induit bien une
modification de la sensibilité a la drogue pour laquelle une corrélation a été trouvée. Nous
avons choisi d’utiliser une approche d’interférence a I"ARN pour moduler le niveau
d’expression des génes, en espérant que leur niveau d’expression basal soit suffisamment
élevé pour pouvoir mettre en évidence une diminution d’expression. Pour chaque gene, une
séquence de siRNA spécifique sera comparé avec un siRNA controle ne ciblant aucun géne
en particulier. Les cellules ont été transfectées transitoirement avec les siRNA grace a un
vecteur lipidique (oligofectamine). La modulation de sensibilité a I'agent a été mesurée par
des tests de mesure de la survie. Les ICsp mont été mesurées et comparées entre les

différentes conditions.

Le principe de la validation fonctionnelle in vitro est présenté dans la figure 18.

@ Lignées cellulaires
@ @ cancéreuses prostatiques

|

Sous-expression du géne A

|

Effets de la drogue X sur la survie cellulaire

d

% Survie

100

75

50

25

0 T
0.001 0.01 0.1 1
Concentration

Figure 18 - Principe général de la validation fonctionnelle in vitro.
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IV. TRANSFECTION TRANSITOIRE D’ARN INTERFERANT

La technique d’interférence a I’ARN (siRNA pour « small interfering » RNA) permet
d’éteindre spécifiquement I'expression d’un gene d’intérét. Pour la grande majorité des
siRNA, les conditions optimales d’extinction sont obtenues en transfectant 100 nM de siRNA
avec de I'Oligofectamine (Invitrogen) pendant 48 h. L’oligofectamine est un vecteur lipidique
qui, par fusion avec la membrane plasmique d’une cellule cible, va libérer son contenu dans
le compartiment cytoplasmique. Les siRNA, de type « ON-TARGET », ont été synthétisés par
la société Dharmacon sous forme d’un pool de 4 séquences ciblant différents locus de

I’ARNm cible, afin d’en optimiser sa dégradation.

Chaque transfection ciblée est accompagnée d’une transfection contréle utilisant un siRNA

« non-targeting », dont la séquence ne cible aucun ARNm.

Les séquences des siRNA utilisés sont présentées dans le tableau 9.
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Séquence du siRNA 5'-3'

Géne

Orientation

siRNA N° 1

siRNA N° 2

siRNA N° 3

siRNA N° 4

RPL13

PRDX5

CD59

RAB6A

EIF4A1

RHOT2

SHMT2

CDKN2C

DPM1

JUN

PCCB

TMPRSS2

SHMT1

sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens

antisens

UGGCAUGGUCUUGAAGCCCUU
GGGCUUCAAGACCAUGCCAUU
GUGGCCGUGGGGCGGGUAUUU
AUACCCGCCCCACGGCCACUU
AGAAUGCGGGGGCUGAGCGUU
CGCUCAGCCCCCGCAUUCUUUY
GUGGAUUGAUGAUGUCAGAUU
UCUGACAUCAUCAAUCCACUU
GAACGAGACGUGAUUAUGAUU
UCAUAAUCACGUCUCGUUCUU
GACGUUGCCUGCUUGAUGUUU
ACAUCAAGCAGGCAACGUCUU
ACAAGUACUCGGAGGGUUAUU
UAACCCUCCGAGUACUUGUUU
GAACUGGUUUCGCUGUCAUUU
AUGACAGCGAAACCAGUUCUU
AACAGGAAGUUUCAGAUUAUU
UAAUCUGAAACUUCCUGUUUU
UGAAAGCUCAGAACUCGGAUU
UCCGAGUUCUGAGCUUUCAUU
GGACGAGGCCGAAUCAAUGUU
CAUUGAUUCGGCCUCGUcCcuuU
GAACACAAGUGCCGGCAAUUU
AUUGCCGGCACUUGUGUUCUU
GAGCUGGCAUGAUCUUCUAUU
UAGAAGAUCAUGCCAGCUCUU

GCCCCACUUCCACAAGGACUU
GUCCUUGUGGAAGUGGGGCUU
GACGGUGCAGUGAAGGAGAUU
UCUCCUUCACUGCACCGUCUU
UGCGGGGGCUGAGCGCAGAUU
UCUGCGCUCAGCCCCCGCAUU
CCAAAGAGCUGAAUGUUAUUU
AUAACAUUCAGCUCUUUGGUU
GCUCGAGAUUUCACUGUAUUU
AUACAGUGAAAUCUCGAGCUU
ACGAAGAGCUCAACGCUUUUU
AAAGCGUUGAGCUCUUCGUUU
GGAGAUCCCUUACACAUUUUU
AAAUGUGUAAGGGAUCUCCUU
GAAUGAGGUUGUUAGCCUGUU
CAGGCUAACAACCUCAUUCUU
CUUCUAAGACCACGAGAGAUU
UCUCUCGUGGUCUUAGAAGUU
GAAACGACCUUCUAUGACGUU
CGUCAUAGAAGGUCGUUUCUU
CCAAGCUUCUCUACGCAUUUU
AAUGCGUAGAGAAGCUUGGUU
AAAGUGAUUUCUCAUCCAAUU
UUGGAUGAGAAAUCACUUUUU
CCUAGGCUCUUGCUUAAAUUU
AUUUAAGCAAGAGCCUAGGUU

GGACUGGCAGCGGCGCGUGUU
CACGCGCCGCUGCCAGUCCUU
GGAGAGUGGGCGUCUGGCGUU
CGCCAGACGCCCAcCucuccuu
GCGGCUCGAGGCUGGAAGAUU
UCUUCCAGCCUCGAGCCGCUU
GAGCAAAGCGUUGGAAAGAUU
UCUUUCCAACGCUUUGCUCUU
GAAGCUGGACACACUAUGUUU
ACAUAGUGUGUCCAGCUUCUU
GGACGUGCGCAUCCUGUUAUU
UAACAGGAUGCGCACGUCCUU
UCGAGUCUAUGCCCUAUAAUU
UUAUAGGGCAUAGACUCGAUU
CCACAAAUCUUCAAUAACUU
GUUAUUGAAGAUUUGUGGUU
GGGACUAGGAACUGCAUAUUU
AUAUGCAGUUCCUAGUCCCUU
GAACAGGUGGCACAGCUUAUU
UAAGCUGUGCCACCUGUUCUU
GGCCACCUCUGUUAACGAAUU
UUCGUUAACAGAGGUGGCCUU
GCUAUUGGACCUUACUAUGUU
CAUAGUAAGGUCCAAUAGCUU
CCUAUAAGCUGGACCCACAUU
UGUGGGUCCAGCUUAUAGGUU

CCAGCCGGCCCGUAAGAUCUU
GAUCUUACGGGCCGGCUGGUU
UCAAGGUGGGAGAUGCCAUUU
AUGGCAUCUCCCACCUUGAUU
GAGGAUCUUGGGCGCCGCCUU
GGCGGCGCCCAAGAUCCUCUU
GAAAGAGGAAGUGAUGUUAUU
UAACAUCACUUCcCUcCuUUucuu
AUUGAGACCUUCUACAACAUU
UGUUGUAGAAGGUCUCAAUUU
GAGAAGAUUCGAACUAAGUUU
ACUUAGUUCGAAUCUUCUCUU
UCACUGGUAUCAGGUGGUAUU
UACCACCUGAUACCAGUGAUU
GGACACCGCCUGUGAUUUGUU
CAAAUCACAGGCGGUGUCCUU
GGAGAUGAUUGUUCGGGCAUU
UGCCCGAACAAUCAUCUCCUU
GAGCGGACCUUAUGGCUACUU
GUAGCCAUAAGGUCCGCUCUU
GCACAAGCGAGGAAAGCUAUU
UAGCUUUCCUCGCUUGUGCUU
AACAAUAUCUGGUGGCUGAUU
UCAGCCACCAGAUAUUGUUUU
GGGCGUAUCUCAUGGCGGAUU
UCCGCCAUGAGAUACGCCCUU

Tableau 9 - Liste des siRNA utilisés.
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Vingt-quatre heures avant la transfection, les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a
raison de 150 000 par puits pour les lignées BPH et DU145 et 300 000 par puits pour la lignée
LNCaP. Cette quantité de cellules assure que les puits contréles non traités n’atteignent pas

la confluence en fin d’expérience.

La transfection se réalise ensuite en diluant séparément le siRNA et I’Oligofectamine dans du

milieu Optimem (Invitrogen) sans sérum selon le protocole schématisé dans la figure 19.

5 uL de siRNA (100nm final) / puits -
5min a T°C ambiante
100 pL d'Optimem / puits

> A+B 20 min a T° ambiante

6 uL d'oligofectamine / puits
B 5min a T°C ambiante )
24 uL d'Optimem / puits

Figure 19 - Protocole de transfection des siRNA.

Les solutions A et B sont incubées séparément 5 min a température ambiante avant d’étre
mélangées et incubé 20 min a température ambiante. Cette étape permet aux capsules
lipidiques d’intégrer les séquences de siRNA. Le mélange est ensuite dilué dans du milieu
complet avant d’étre ajouté goutte a goutte sur les cellules. La transfection est stoppée 48 h

apres incubation a I’étuve.

V. TEST DE CYTOTOXICITE

Le traitement des cellules par I'agent cytotoxique a été réalisé aprés 48 h de transfection.
Les cellules sont incubées avec différentes concentrations de la drogue testée pendant un
temps minimal de 2,5 cycles de division. La cytotoxicité a été évaluée par un test de

clonogénicité, un test au MTT ou par coloration au cristal violet.

109



| MATERIEL ET METHODES V. TEST DE CYTOTOXICITE

‘V.l. Test de clonogénicité

Le test de clonogénicité mesure la capacité des cellules a proliférer et a former des clones,
apres un traitement cytotoxique. Seules les cellules ayant survécu au traitement gardent la

capacité a former des clones en culture.

Apreés un traitement de 24 h, les cellules sont comptées et ré-ensemencées dans des puits de
plaque 6 puits. La quantité de cellules a ensemencer est primordiale afin de s’assurer de la
pousse de clones. En effet, plus la concentration en drogue augmente et moins le taux de
cellules ayant survécu est important. Il faut donc ensemencer plus de cellules pour garantir
un nombre de clone suffisant a compter. Ainsi, 200 cellules sont ensemencées dans un puits
de plaque 6 puits pour les cellules transfectées mais non traitées a la drogue. Pour les
cellules traitées, les quantités a ensemencer peuvent aller jusqu’a 20000 cellules par puits.
Du milieu complet est ajouté puis les cellules sont laissées a I'incubateur au moins 7 jours
pour les lignées DU145 et BPH ou 14 jours pour la lignée LNCaP afin de permettre le

développement des clones. Les clones sont colorés au cristal violet et comptés.

V.2. Test au MTT

Afin de cribler plus rapidement plusieurs genes et plusieurs drogues simultanément, nous
avons eu recours au test MTT qui est plus rapide que le test de clonogénicité. Cela nous
permet, en utilisant une seule plaque 96 puits, d’étudier une échelle plus vaste de

concentration en drogue et cela avec plusieurs drogues et en quadruplicat.

Le test utilise le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl
tetrazolium). Il repose sur la capacité des mitochondries fonctionnelles des cellules vivantes
a réduire le MTT en cristaux de formazan, solubles dans le DMSO et quantifiable par mesure
colorimétrique. Il permet donc d’évaluer les effets des traitements étudiés sur la
prolifération globale, en déterminant la concentration en drogue qui inhibe 50 % de la
croissance cellulaire (ICsg), en la comparant a la condition controle pour laquelle I'expression

du géne n’a pas été inhibée.

Aprés 24 h de transfection avec le siRNA ciblant un géne ou avec le siRNA controle, 1000
cellules pour BPH, 1500 pour DU145, 5000 pour LNCaP et 2000 pour les lignées CHO, sont

ensemencées par puits dans une plaque de 96 puits (dans 100 uL de volume final).
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Aprés un traitement de 72 h avec la drogue, les cellules sont lavées et mises au contact
d’une solution de MTT a 0,5 mg/mL, fraichement préparée, pendant 4 h a 37 °C. Ensuite, le
milieu contenant le MTT est éliminé et remplacé par 200 uL de DMSO. L’absorbance
spécifique est lue au spectrophotométre a 570 nm a laquelle est retranchée I'absorbance

non spécifique a 630 nm. L’ICsy est déterminée grace au logiciel GraphPad Prism 4 Software.

V.3. Coloration au cristal violet

La lignée LNCaP, de par son faible potentiel d’adhérence, a nécessité la mise au point de la
mesure de la prolifération par une autre technique que le MTT, le décollement des cellules
au cours des différentes étapes du test ne permettant pas d’obtenir des résultats
reproductibles. La cytotoxicité a donc été évaluée apres fixation des cellules a I’éthanol 70 %
(empéchant leur décollement) puis coloration avec une solution de cristal violet pendant 10
minutes. Les cellules lavées sont lysées par une solution de SDS a 1 % afin de solubiliser le
cristal violet et I'absorbance a 600 nm est mesurée au spectrophotometre PowerWaveX

(Bio-Tek).

VI. MESURE DE L’EXPRESSION DES GENES

VI.1. Mesure de I’expression au niveau protéique

Le niveau d’expression des protéines est mesuré dans des lysats cellulaires totaux par la

technique de Western-blotting.

éVI.l.l. Préparation des lysats totaux

La lyse des cellules a été effectuée par le protocole appelé « Ultimate freeze-thaw lysis for
mammalian cells » dont le principe repose sur |'éclatement des cellules par des cycles de

congélations-décongélations successifs dans de I’azote liquide a -196 °C.

Les cellules d’un puits d’une plaque 6 puits sont rincées au PBS 1X froid, et sont décollées
par grattage dans 500 pL de PBS, puis centrifugées a 13 000 rpm. Le surnageant est éliminé
et le culot est resuspendu dans 50 pL d’un tampon de lyse (600 mM de KCI, 20 mM de tris
HCl pH 7.8, 20 % de glycérol) auquel on ajoute un cocktail d’inhibiteurs de protéase (tablette
« complete mini EDTA-free », Roche). Les cellules sont alors plongées dans un bain d’azote

liquide quelques secondes puis laissées a température ambiante jusqu’a décongélation
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totale. Ce cycle congélation-décongélation est répété 2 fois. Les lysats cellulaires sont de
nouveau centrifugés. Le surnageant, contenant les protéines totales, est transféré dans un
tube neuf, puis 1 puL de Benzonase (Novagen, 250 U/uL) est ajouté au mélange pour digérer
I’ADN résiduel. Cette digestion s’effectue a température ambiante pendant 10 min. Les
protéines sont ensuite dosées grace au kit colorimétrique BioRad utilisant la méthode de
Lowry. Les échantillons a doser sont comparés a une gamme de BSA (comprenant les
concentrations 0.5; 1; 2; 3 et 5 pug/uL). La densité optique du produit de la réaction
colorimétrique est mesurée au bout de 15 min a 750 nm avec un spectrophotométre
PowerWaveX (Bio-Tek) en plaque 96 puits. Les échantillons sont utilisés immédiatement ou

conservés a -80 °C.

éVI.l.Z. Western-blot

Les protéines sont soumises a une électrophorése en gel de polyacrylamide dénaturant,

dont la composition est présentée dans le tableau 10.

Composants Gel de concentration Gel de séparation

Eau MilliQ 2,85 mL 4,1 mL

Acrylamide/Bis 30% 850 uL 3,3 mL

Tris HCI 1,5 M pH 8,8 = 2,5 mL
Tris HCI 0,5 M pH 6,8 1,25 mL -

SDS 20 % 25 uL 50 pL

APS 10 % 25 uL 50 pL

Temed 10 pL 10 pL

Tableau 10 - Composition des gels de Western-Blot.

50 ug de protéines sont préalablement diluées dans un tampon de charge 4X (Tris HCI 83
mM ; Glycérol 35 % ; SDS 2,7 % ; Bleu de Bromophémol 0,013 % et H,0 gsp 9,5 mL) avant
d’étre déposées sur le gel. L'électrophorése est réalisée a 80 V pendant 120 min. La
migration s’effectue dans du tampon Laemmli contenant du Tris pH 8.3 25 mM, de la Glycine

a 250 mM et 0.1 % de SDS.

Un marqueur de taille « Precision Plus Protein » (Biorad) a également été déposé sur gel,
permettant de déduire la taille des protéines par comparaison. Les protéines sont ensuite
transférées sur une membrane PVDF (0.22 u) avec l'appareil « iBlot system » (Invitrogen). Le

transfert est réalisé en 7 min a 20 V.

112



MATERIEL ET METHODES VI. MESURE DE L’EXPRESSION DES GENES

Les sites de liaisons aspécifiques de la membrane contenant les protéines transférées sont
saturés pendant 2 h sous agitation dans du PBST (PBS 1X + 0,1 % de Tween 20) contenant 5

% de lait. Ceci permet de prévenir toute fixation aspécifique de I'anticorps primaire.

La membrane est ensuite hybridée avec I'anticorps primaire dans une solution de PBST
pendant une nuit a 4 °C sous agitation. Les anticorps utilisés dans cette étude sont listés

dans le tableau 11.

. Masse moléculaire N Dilution Dilution ) el
Anticorps . Espece L. . Fournisseur Référence
(kiloDalton) Ac primaire Ac secondaire

EIF4A1 46,1 Chevre 1/500 1/15 000 Santa-Cruz sc-14211

SHMT1 53 Souris 1/500 1/20 000 Abnova H00006470-A01

SHMT2 56 Lapin 1/500 1/10 000 Abcam ab64417

Actine 42 Lapin 1/5 000 1/20000 Sigma-Aldrich A2066

GAPDH 37 Souris 1/1 000 1/20 000 Santa-Cruz sc-59541

Tableau 11 - Liste des anticorps utilisés pour les Western-Blot.

La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 min au PBST pour éliminer I'exceés d’anticorps, puis
hybridée 1 h avec 'anticorps secondaire couplé a la peroxydase a température ambiante
sous agitation. L’exceés d’anticorps est une nouvelle fois éliminé par 3 lavages au PBS-Tween
a 0,1 % suivi d’un lavage final au PBS 1X. La membrane est révélée par une incubation de 5
min avec un substrat de la peroxydase (kit ECL Millipore) et la révélation est réalisée grace a
I’appareil Fusion FX7 (Fisher) qui détecte, par une caméra CCD haute résolution, la lumiere

émise par chimioluminescence.

VI.2. Mesure de I’expression des ARN messagers
La quantification de I'expression des ARNm est réalisée par qRT-PCR. Cette technique
permet de mesurer I'amplification en temps réel d’'un ADNc d’intérét, issu de la rétro-

transcription d’un extrait d’ARN totaux.

VI.2.1. Extraction ARN
L’extraction des ARN totaux est effectuée a I'aide du kit « RNeasy minikit » (Qiagen) selon les
recommandations du fournisseur. Cette extraction nécessite un nombre de cellules

correspondant a 3 puits d’une plaque 6 puits pour la lignée BPH, 2 puits pour DU145 et un
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puits pour la lignée LNCaP, de facon a ce que la quantité d’ARN extraits soit suffisante, mais
reste inférieure a un million de cellules. Elles sont lysées et homogénéisées au vortex dans
du tampon hautement dénaturant contenant de la guanidine-thiocyanate permettant
I'inactivation des RNases. De I'éthanol est additionné afin de créer un environnement
optimal pour la liaison des ARNs sur la couche de silice aprés transfert sur la colonne
d’extraction. Les ARNs sont lavés et purifiés par plusieurs centrifugations successives puis
élués dans 30 pL d’eau ultra pure RNase-Free (Invitrogen). Les ARN extraits sont conservés a

-80 °C.

Une lecture de I'absorbance a 260 nm au Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) permet de
déterminer la quantité des ARN ; 1 DO a 260 nm = 44 ng/uL d’ARN. Le rapport d’absorbance
260/280 nm permet de connaitre la pureté des ARN, qui doit étre compris entre 1,9 et 2,1,

garantissant une absence de contamination par les protéines.

VI.2.2. Transcription inverse

La rétro-transcription des ARN totaux permet de synthétiser les ADNc correspondants. Elle
est réalisée a I'aide du kit « SuperScript VILO cDNA synthesis kit » (Invitrogen) selon les
recommandations du fournisseur. Cette synthese d’ADNc se fait a I'aide d’amorces
hexanucléotidiques aléatoires et d’'une enzyme a activité ADN polymerase ARN dépendante :
la SuperScript reverse transcriptase Il qui dérive de la M-MLV-RT (Moloney-Murine
Leukemia Virus-Reverse transcriptase). Ce kit contient en plus un cocktail de protéines
inhibitrices de ribonucléases. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triplicat
(nommés RT+) et un tube supplémentaire ne contenant pas d’enzyme nous a permis de

détecter d’éventuelles contaminations par I’ADN génomique (nommé RT-).

La réaction se décompose en 3 étapes : le mélange réactionnel est pré-incubé 10 min a 25 °C
afin de permettre I’hybridation des amorces puis la transcription inverse est réalisée par
incubation du mélange a 42 °C pendant une heure. La réaction est stoppée par un chauffage
de 5 min a 85 °C afin d’inactiver I'enzyme. Ces trois étapes ont été réalisées avec un
thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem). Les ADNc sont utilisés

immédiatement ou conservés a -20 °C.
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EVI.2.3.PCR quantitative
La PCR quantitative (qPCR) en temps réel permet le suivi de I'amplification spécifique de la
matrice d’intérét. Elle contraste avec la PCR conventionnelle ol les amplicons ne sont
détectés que dans la phase finale du processus d’amplification. Ces qPCR utilisent du SYBR
green, un agent qui devient fluorescent en s’intercalant dans le petit sillon de 'ADN néo-
formé. La quantité de fluorescence émise est donc proportionnelle a la quantité d’amplicons

formés.

Les couples d’amorces spécifiques ont été définies a I'aide du logiciel Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Le logiciel a été paramétré de maniére a
produire des amorces possédant une taille de 20 pb, une température d’hybridation de
60 °C, un pourcentage de GC de 50 % et permettant I'amplification d’un produit de PCR
d’environ 200 pb. Les oligonucléotides ont été synthétisés par la société Eurogentec. lls sont
recus lyophilisés et sont re-suspendus a une concentration stock de 100 UM et conservés a
-20 °C. lls sont ensuite aliquotés et utilisés a une concentration finale de 10 uM. Les amorces
permettant I'amplification du controle ARN18S ont été synthétisées chez Ambion (référence

AM 1718).

La séquence des amorces utilisées est indiquée dans le tableau 12.

T°C
Nom de I'amorce Orientation Séquence 5'-3' Taille (en bases) % en GC d'hybridation
théorique
sens CGTGTCTCATTACCAAAGCTGGGTT 25 48,00 57,50
€D59 antisens CCCTCAAGCGGGTTGTGACGT 21 61,90 59,30
CDKN2C sens ATCGTCAGGACCCTAAAGAATGGCC 25 52,00 58,30
antisens TCCAAGTTTCATAACCTGCAGCGCA 25 48,00 59,40
sens GGATGCTGATCTCTCACACCATCCA 25 52,00 58,10
pPM1 antisens AAAATTGGCCCCACGGCTGA 20 55,00 57,00
sens TACCACTGACCTGCTGGCCAGAG 23 60,90 59,90
EIF4A1 antisens CAAACCGTCCACCTCGACCGA 21 61,90 58,80
JUN sens CGTGGGGCTGCTCAAGCTGG 21 70,00 60,30
antisens GGGCAGCGTGTTCTGGCTGT 20 65,00 59,90
sens AGGAGGAGCTCGGTGGTGCC 20 70,00 60,20
pcce antisens ACGGTCACTGGGATCGTGGC 20 65,00 58,80
sens GGCGCTTCGGCTACAGCGAT 20 65,00 59,90
RHOT2 antisens TCGCGGTCCTGGTCGTGCTT 20 65,00 60,80
RPL13 sens GAGGAGCTCAGGGTGGCCGG 20 75,00 60,90
antisens CTCCTCAGCCGCTGCACGT 20 65,00 59,70
sens AGTGTGGATCCCAAGACTGGCAA 23 52,00 57,90
SHMT1 antisens GTGCCACAGCAACCCCAGCAAT 22 59,00 60,40
sens CCAGCGCCTATGCTCGCCTC 20 70,00 59,80
SHMT2 antisens CCCTGACCTGGCCCCTCGAA 20 70,00 59,90
GAPDH sens GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT 20 55,00 62,00
antisens CCTGGTATGACAACGAATTT 20 40,00 56,00

Tableau 12 - Liste des amorces utilisées pour la qRT-PCR.
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Le mélange réactionnel pour chaque tube de gpCR est détaillé dans le tableau 13.

Réactif Concentration finale Volume
Tampon PCR 10X 1X 2,5 pL

MgCl2 (50 mM) 2,5 mM 1,25 uL
Mix des 4 dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5 pL
Amorce sens (10 uM) 0,2 uM 0,5 uL
Amorce anti-sens (10 uM) 0,2 uM 0,5 puL
SYBR green 1/1000 1/50000 1puL
Taq polymerase 1 unité 0,2 pL

Eau ultra pure qsp 25 pL 16,55 puL

Tableau 13 - Composition du milieu réactionnel pour la qPCR.

La qPCR est réalisée a 'aide du Rotorgene 3000 (Qiagen) selon le protocole indiqué dans le

tableau 14.
Etape Temps Température
Activation de |'enzyme 15 min 95 °C
Dénaturation des brins d'ADN 15 sec 94 °C
Hybridation des amorces 30 sec 60 °C
40 cycles

Elongation 30 sec 70 °C
Elongation finale 1 min 70 °C

Courbe de fusion 5 sec pour 1 °C 55a99°C

Tableau 14 — Les différentes étapes de la réaction de qPCR.

Pour chaque couple d’amorces utilisé, une PCR classique de mise au point des conditions
optimales d’amplification est réalisée (gamme de température d’hybridation et gamme de
concentration en MgCl,). Les produits d’amplification sont séparés par électrophorése en gel

d’agarose a 2 % en présence d’un marqueur de taille « Smart DNA Ladder » (Invitrogen).

Pour les expériences de gRT-PCR, deux genes de ménage (dont |'expression est en théorie
constante quelque soit la lignée ou le traitement effectué) ont été choisis: la GAPDH
(GlycerAldehyde 3 phosphate DeHydrogenase) et I’ARN 18S (ARN ribosomal 18S) ; la réaction
de gPCR a été réalisée sur 10 ng d’ADNc.
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%VI.2.4. Traitement des résultats de gPCR

Un profil type d’amplification par gPCR est présenté figure 20. |l se décompose en 3 parties :

e Une premiere partie dans laquelle le nombre d’amplicons formés ne permet pas
d’obtenir une fluorescence détectable par I'appareil (nombre de cycle < 20 et < 29

pour les échantillons A et B, respectivement)

e Une deuxieme partie ou la fluorescence augmente de maniére exponentielle (entre

les cycles 21 - 31 et 25 — 35 pour les échantillons A et B, respectivement)

e Une troisieme partie de plateau correspondant a une saturation de la réaction
d’amplification (nombre de cycles > 25 ou > 35 pour les échantillons A et B,

respectivement).

50000 -
45000 + Sample A

(1,000,000 Sample B
400001 DNA copies) (4,000 DNA
35000 o copies)

30000 4

Fluorescence
:
e

15000 4
o B
\ a Ctof 28
50004 Threshold level
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cycle number

Figure 20 — exemples de profils de qRT-PCR pour la détermination du Cycle threshold
(Cv).

Ces courbes permettent de calculer le cycle, a partir duquel, la fluorescence devient
détectable (au dessus du Treshold level). Cette valeur seuil est appelée Ct (pour « Cycle
Treshold »). 1l est directement proportionnel a la quantité de matrice initiale. Plus il y a de
matrice et plus la fluorescence sera détectable précocement. A chaque cycle de phase
exponentielle la quantité de produits PCR formés est donc en théorie doublée. Un calcul en 3
étapes permet la quantification relative du niveau d’expression du géne d’intérét par

rapport a celle du gene de ménage.
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Etape 1 : Normalisation par rapport au gene de ménage pour chaque échantillon :
Ct géne d’intérét — Ct géne de ménage = 1ACt

Etape 2 : Variance entre 2 échantillons :

ACtiéchantillon 1 — ACt échantillon 2 =EAACU'

Etape 3 : Détermination de la variation du nombre de copie du géne d’intérét entre les
LA A o

échantillons comparés = 2 4%

Ce calcul permet de connaitre la variation du nombre de copie de I’ARNm d’intérét entre les

conditions comparées. Ainsi, le retard d’un seul cycle de Ct, donnant une différence de

2' =2, pour la condition siRNA ciblant 'ARNm d’intérét démontre qu’il y avait deux fois

moins d’ARNm codant la protéine d’intérét dans I'échantillon.

Un tube supplémentaire provenant d’une réaction de transcription inverse sans enzyme
permet d’évaluer le niveau de la contamination génomique. Son utilité est de controler que
I"'amplicon amplifié dans le triplicat provient bien de I'amplification d’'un ARNm et non de la
présence d’ADN génomique résiduel. Lors de I'étude du niveau basal de I'expression de
certains genes dans notre étape de validation in vitro (voir ci-aprés), nous avons considéré
gue le niveau d’expression ARNm était suffisant si les Ct des tubes RT+ et RT- était différent
d’au moins dix cycles. Cela garanti un niveau d’expression minimum acceptable pour

procéder a la stratégie d’ARN interférence.
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Un exemple de résultats comparant I'expression d’EIF4A1, entre des cellules ayant recues le

siRNA controle et des cellules ayant recues le siRNA anti-EIF4A1, est présenté figure 21.

60 85 70 75 80 85 90 95
-}
C

Figure 21 — Exemple de résultats de la qRT-PCR pour la comparaison du niveau
d’expression de TARNm d’EIF4A1.

A, Courbe d’'amplification des produits PCR ; A1, Amplification du géne de ménage ARN18S. A2,
Amplification du géne EIF4A1 en condition contréle ; A3, Amplification du géne EIF4A1 en condition
SiRNA anti-EIF4A1. B, Courbes de fusion des produits de PCR pour le géne EIF4A1 (1) et pour le
gene ARN18S (2).

Le panel A montre un exemple de résultat comparant le niveau d’ARNm du géne EIF4A1

entre des cellules traitées avec un siRNA ne ciblant aucun géne (A2) et des cellules traitées

avec un siRNA anti-EIF4A1 (A3). Le triplicat de la condition siRNA (3 ; Ct = 18,5 cycles)

présente un retard de 3,1 cycles par rapport a la condition contréle (2 ; Ct = 15,4 cycles),
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traduisant le fait qu’il y avait 23! = 8,5 fois moins d’ARNm EIF4A1 dans les cellules traitées
par le siRNA ciblant ce géne que dans les cellules contréles, ce qui valide I'effet du siRNA.
Cette différence n’est pas due a une erreur de charge car pour ces deux conditions, les cycles

seuils de I'amplification du géne de ménage ARN18S (1 ; Ct = 6 cycles) sont identiques (A1).

Cette technique permet également de déterminer la courbe de fusion appelée « melt ». Elle
correspond a la température a laquelle 50 % de I’ADNc est sous forme de simple brin. Ce
facteur dépend de la teneur en GC et de la taille du fragment amplifié. La valeur du melt,
déterminée par le logiciel, sera donc différente entre les différents produits PCR. Ainsi, la
visualisation d’un seul pic nous assure de I'amplification d’un seul produit dans notre
réaction de PCR. Le panel B de la figure 22 montre les melt correspondant aux conditions
controéle et siRNA anti-EIF4A1. Les profils 1 et 2 montrent les courbes de fusion spécifiques
des produits de PCR correspondant a ’ARNm EIF4A1 et ’ARN18S, respectivement. Dans les 2

cas il n’y a qu’un seul pic, assurant que la réaction n’a amplifié qu’un seul amplicon.

VIl. ANALYSE DE LA METHYLATION DE LINE-1

De nombreuses techniques permettent d’étudier le statut de méthylation de I’ADN (Brena et
al. 2006) . Nous avons choisi d’étudier la méthylation de 4 Tlots CpG de la séquence répétée
de LINE-1 (Long INsterspersed Element 1), reflétant le degré de méthylation global de I’ADN,
par la technique originale de pyroséquencage. LINE-1 est I'’élément transposable le plus actif,
comptant pour environ 17 % du génome. La méthylation de son promoteur est important
pour maintenir son inactivation et donc inhiber sa transposition. La variation du degré de
méthylation du promoteur de LINE-1 est démontrée comme étant un évenement
épigénétique commun dans les processus de cancérogenéese. Cette analyse étudie donc une
région de LINE-1 qui représente un marqueur de la méthylation globale du génome (lrahara

et al. 2010).
e |’étude de la méthylation comporte quatre étapes :
e Extraction de ’ADN

e Traitement de I’ADN au bisulfite de sodium
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e Amplification de la matrice d’intérét par PCR
e Détermination du degré de méthylation par pyroséquencage

Le pyroséquencage utilise une technologie de séquencage direct dans laquelle les
nucléotides sont ajoutés séquentiellement. Cette technique rapide, a la fois qualitative et
guantitative, permet d’étudier le pourcentage de méthylation de chaque CpG compris dans

un flot et cela sur 96 échantillons simultanément.

Cependant, il existe des limites comme la taille des fragments analysables qui ne doit pas
dépasser en moyenne 60 a 120 nucléotides. Cependant, le nombre de motif CpG a étudier

n’est pas limité dans le fragment analysé.

VII.1. Extraction d’ADN génomique a partir des lignées

Les ADN génomiques des lignées cellulaires sont extraits avec le kit « DNeasy Blood and
Tissues kit » (Qiagen) selon les recommandations du fournisseur. Dix million de cellules
maximum sont incubées dans une solution de lyse contenant 20 pL de protéinase K, puis
I’ADN contenu dans le lysat est purifié sur une colonne de silice par des étapes successives

de lavages-centrifugations et élué dans 200 uL d’eau ultra pure.

Les ADN extraits sont dosés au Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) a 260 nm; 1 DO a
260 nm = 50 ng/uL pour ’ADN double brin. Une lecture de I'absorbance a 280 nm et 230 nm
permet de déterminer la pureté de ’ADN ; en effet le rapport de DO 260 nm / 280 nm doit
normalement étre compris entre 1,8 et 2,0. Un rapport plus élevé indique une
contamination par des ARN ; un rapport plus faible indique une contamination par des
protéines. Ce rapport permet d’estimer si les sels utilisés pour la précipitation de I’ADN ont

bien été éliminés ; Il doit étre supérieura 1,7.
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‘VII.Z. Conversion au bisulfite de sodium

Le traitement au bisulfite de sodium de I’ADN entraine la désamination des cytosines non

méthylées en uraciles, comme illustré sur la figure 22.

GGTCAGTGAC/MCG
C mg
l Bisulfite conwversion l
u mL
GGTUAGTGAU/MCG
u mg
l PCR amplification l
T C

GGTTAGTGAT/CG

Figure 22 — Principe de la conversion au bisulfite de sodium.

Les cytosines non méthylées sont converties en uraciles puis en thymidine a la suite de la PCR. Les

cytosines méthylées ne sont pas modifiées.

Aprés ce traitement, on obtient une séquence d’ADN modifiée dans laquelle seules les
cytosines méthylées persistent alors que les cytosines non méthylées sont converties en
uraciles. Cette technique permet de transformer une information épigénétique difficile a
analyser en une information de type polymorphisme de base (C ou T) qui peut facilement
étre étudié par de nombreuses techniques, dont le pyroséquencage. Le traitement au
bisulfite de sodium a été réalisé a I'aide du kit « Epitect Bisulfite Kit » (Qiagen), selon les
recommandations du fournisseur. 500 ng d’ADN sont ajoutés a une solution de bisulfite et a
un tampon « DNA protect buffer » qui prévient la fragmentation de ’ADN généralement
associé a ce traitement et accroit la dénaturation de I’ADN indispensable a la conversion des

cytosines en uraciles.
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Cette conversion comprend les différentes étapes décrites dans le tableau 15 et sont

réalisées a I'aide d’'un thermocycleur.

Etape Temps Température
Dénaturation 5 min 95 °C
Incubation 25 min 60 °C
Dénaturation 5 min 95 °C
Incubation 85 min 60 °C
Dénaturation 5 min 95 °C
Incubation 175 min 60 °C
Conservation 24 h max 20 °C

Tableau 15 - Etapes de la conversion au bisulfite.

Une fois ’ADN converti, celui-ci est purifié sur colonne de silice par lavages successifs avant

son élution par de I'eau ultra pure.

VII.3. Amplification de LINE-1 par PCR

La mise au point de la PCR a été effectuée sur différents ADN contréles fournis par Qiagen :
ADN meéthylé et non méthylé traités au bisulfite par Qiagen et de I’ADN non méthylé non
traité (qui sera traité au laboratoire avant la PCR). Les amorces sont fournies avec le kit
« PyroMark Q96 CpG LINE-1 ». La composition du mélange réactionnel de PCR est reportée

dans le tableau 16.

Réactif Concentration finale Volume
Tampon PCR 10X 1X 5puL
MgCI2 (50 mM) 1,5 mM 1,5 pL
Mix des 4 dNTPs (10 mM) 0,2 mM 1pL
Amorce sens (10 uM) 0,2 uM 1uL
Amorce anti-sens (10 uM) 0,2 uM 1puL
Enzyme HotStart plus DNA polymerase (5U/uL) lunité 0,2 uL
Matrice (ADN génomique converti au bisulfite) Xng 2 uL
Eau ultra pure - 38,3 pL

Tableau 16 - Composition du mélange réactionnel de PCR pour 'amplification de LINE-1.

L'une des 2 amorces possede la particularité d’étre couplée a une molécule de biotine,

permettant sa purification lors du pyroséquencage. L'amplification est réalisée dans un
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thermocycleur Veriti (Applied Biosystem). L’efficacité et la spécificité de la PCR est controlée

par une migration des produits de la réaction sur gel d’électrophorese a 2 %.

VIl.4. Pyroséquencage

Les produits PCR, déposés dans une plaque de 96 puits, sont mis au contact d’'une solution
contenant des billes de Streptavidine, fixant les molécules de biotine. Cette fixation se fait
par une agitation de 5 min a 1300 rpm. Les produits de PCR sont ensuite retenus par des
filtres couplés a un systeme d’aspiration sous vide afin de retenir seulement les produits de
PCR ayant fixé la Streptavidine. lls sont ensuite plongés successivement dans des bacs
contenant de I’éthanol a 70 %, une solution de dénaturation puis une solution de lavage. Ces
étapes permettent de dénaturer les amplicons afin de ne garder que le simple brin couplé a

la biotine/streptavidine.

La fixation de la streptavidine aux amplicons (1) et la purification du brin biotinylé (2) sont

présentés sur la figure 23.

@c + e

Streptavidin Biotinylated DNA fragment

il

QC'IDEIIUIE

Immobilised DNA fragment

2

v

°C07Trrrrrﬁ—

Denature and remove non-biotinylated strand

Figure 23 - Purification du brin biotinylé avant séquencage.

1, Fixation des billes de streptavidine aux amplicons biotinylés. 2, Dénaturation des amplicons

biotinylés en simple brin.

L'arrét de l'aspiration sous vide permet de relacher les amplicons, par une agitation
manuelle, dans une plaque 96 puits contenant le primer de séquencage, fourni par le kit

« PyroMark Q96 CpG LINE-1 ». Ce primer est complémentaire du brin biotinylé. Il a été choisi
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de facon a s’hybrider quelques bases seulement en amont des CpG a étudier. Cette

hybridation est effectuée par une incubation a 70 °C pendant 15 min.

La plaque est ensuite déposée dans I'appareil et I'lanalyse commence aprés avoir programmé
la séquence des bases a injecter d’apres la séquence de référence LINE-1 a laquelle la
position des CPG a étudier a été renseignée. L'appareil injecte dans un premier temps le
mélange d’enzymes : ADN polymérase, ATP sulfurylase, Luciférase et Apyrase ; puis leur
substrat, ’Adénosine 5’'phosphosulfate et la Luciférine. Les nucléotides vont ensuite étre
ajoutés les uns apreés les autres, d’apres la séquence de référence. Si le nucléotide injecté est
complémentaire de la séquence a analyser, I’ADN polymérase |'incorpore dans le brin en
cours de synthese. Cette incorporation libére un pyrophosphate, utilisé par I’ATP sulfurylase
pour produire de I’'ATP, lequel est ensuite utilisé par la luciférase pour entrainer la
production d’oxyluciférase et I'émission d’un signal lumineux. Le signal lumineux est alors
enregistré par un capteur, puis retranscrit sous forme de pic, I'ensemble des pics constituant
un pyrogramme. L'apyrase a pour fonction de dégrader les nucléotides en excés ou non

incorporés si le nucléotide attendu ne correspond pas a celui injecté.

La hauteur d’un pic est proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés pour chaque

base injectée. L’'ensemble de ces étapes sont représentées dans le panel A de la figure 24.

A oah,’f:” B Nucleotide sequence
ar G C - A GG CC T
’® e >
5¢ a A e} P a Polymerase GRQG
PoOngRee™?
PO ¢
e \%L/
G i Sulfurylase
Apyrase ATP l
G :
G Luciferase pA P T A G c T

Y

Nucleotide added

Figure 24 - Principe du pyroséquencage et exemple de pyrogramme.

A, exemple de la production du signal lumineux suite a l'incorporation d’'un nucléotide G. B, Exemple
de pics formés suite a linjection d’'une séquence GCTAGCT en fonction d’une séquence de référence
GCAGGCCT.
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Le panel B de la figure 24 montre le résultat d’'un pyrogramme dans lequel une séquence
GCTAGCT est ajoutée séquentiellement a une matrice a étudier dont la séquence est
GCAGGCCT. Lincorporation d’une seule base produit une intensité lumineuse équivalente a
un simple pic. Lincorporation d’une base, présente deux fois consécutivement sur la
séquence de référence, résultera en l'incorporation de deux bases consécutivement sur la
matrice néo-formée, et donc en la production d’une intensité lumineuse double. L’'injection
d’une base non complémentaire de la séquence de référence ne produira pas de pic car le

nucléotide ne sera pas incorporé a la matrice néo-formée.

Les bases ne variant pas dans la séquence a étudier sont considérés par le logiciel comme
des pics de référence, dont il se servira afin de déduire les intensités des pics correspondant

aux positions a étudier.

VII.5. Analyse des résultats

Une fois les injections terminées, les résultats sont analysés par le logiciel « Pyro Q-CpG ».

L'intensité des pics de références de la séquence est comparée a celle des pics
correspondant au polymorphisme étudié. Si la totalité du signal est obtenue lors de
I'incorporation de la base C, alors cela signifie que le degré de méthylation est de 100 % car

les cytosines ont été protégées de la conversion au bisulfite par les groupements CHs.

Un exemple montrant une différence de degré de méthylation pour le troisieme CpG de I'llot
LINE-1 étudié, pour les lignées DU145 et LNCaP, est présenté figure 25. Le logiciel calcule,
dans la zone grisée correspondant au CpG a étudier, le ratio des intensités du pic C par
rapport a I'intensité totale (pics C et T). Par ce procédé, il en déduit le degré de méthylation,
qui est égal au pourcentage du pic correspondant a la base C, car il représente les cytosines

méthylées qui n’ont pas été converties en uraciles lors de la conversion au bisulfite.
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DU145 LNCaP

Figure 25 - Exemple de méthylation d’'un CpG LINE-1 dans les lignées DU145 et LNCaP.

Le degré de méthylation de 79 % et 34 % (deux pics de la zone grisée), représentent le pourcentage de

bases méthylées (ratio de l'intensité pour le pic C par rapport a lintensité des deux pics C et T).

Des controles de méthylation sont aussi utilisés. Nous disposons en effet d’ADN 100 %
méthylé et d’ADN 0 % méthylé. Les séquences dont on étudie le degré de méthylation sont

couramment classées selon les trois degrés de méthylation suivants :
e Hyperméthylé (> 66 %)
e Hémiméthylé (entre 33 et 66 %)
e Hypométhylé (< 33 %).

Afin de pouvoir, par la suite visualiser dans quelle groupe se trouve nos échantillons, nous
avons procédé a un mélange des ADN méthylé et non méthylé. Cela nous a permis de
produire un ADN possédant un mélange dont le taux de méthylation global est de 66 %
(obtenu en mélangeant les ADN selon un ratio 2/3 d’ADN méthylé et 1/3 d’ADN non
méthylé) et un ADN dont le taux de méthylation global est de 33 % (obtenu en mélangeant

les ADN selon un ratio 1/3 d’ADN méthylé et 2/3 d’ADN non méthylé.
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Un exemple de méthylation obtenu avec ces mélanges d’ADN est présenté figure 26.

5% 0% 290

Figure 26 — Mesure du taux de méthylation de LINE-1 pour les ADN contréles
(méthylation de 100 %, 66 %, 33 % et O %).
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I. APPROCHE IN SILICO

I.1. Extraction des données de sensibilité des lignées cellulaires du panel

Nous avons extrait de la banque de données du DTP, pour les 59 lignées du panel, les ICso de

152 agents antiprolifératifs, représentants plusieurs classes de molécules (tableau 17).
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M écanisme

M écanisme

dastion * Agent antiprolifératit Nag M.g;fg;e I Agent antiprolifératif N;rgf:ro Mlgéfg;e
Mitomycin 26980 6,11 Db N,N-dibenzyldaunorubicin 268242 4,83
Porfiromycin 56410 5,43 Pyrazoloacridine 366140 6,56
Carmustine 409962 4,15 5-6-dihydro-5-azacytidine 264880 4,63
Chlorozotocin 178248 3,21 £\-2"-deoxythioguanosine 71851 3,80
Clomesone 338947 3,72 Di Azacytidine 102816 6,11
AA A2-A7 Irofulven 683863 6,54 £]-2"-deoxythioguanosine 71261 5,94
Lomustine 683863 435 Thioguanine 752 5,91
Mitozolamide 79037 3,93 Guanazole 1895 2,23
PCNU 353451 3,68 Dr Hydroxyurea 32065 3,14
Semustine 95466 4,37 Pyrazoloimidazole 51143 2,59
Trabectadin 648766 8,71 Aphidicolin-glycinate 303812 5,02
Asaley 167780 5,30 Cyclocytidine 145668 4,73
Busulfan 750 3,22 Cytarabine 63878 4,82
Carboplatin 241240 3,88 Ds Floxuridine 27640 6,39
Chlorambucil 3088 4,22 Fluorouracil 19893 4,63
Cisplatin 119875 5,38 Ftorafur 148958 2,67
Cyclodisone 348948 4,41 Gemcitabine 613327 6,63
Diaminocyclo hexylplatine 271674 551 Thiopurine 755 531
Dianhidrogalactitol 132313 4,33 Acivicin 163501 5,50
Diaziridinylbenzoquinone 182986 5,50 Lawsone 126771 4,97
Fluorodopan 73754 3,46 Rs Brequinar 368390 5,80
Hepsulfam 329680 3,67 L-alanosine 153353 5,06
Iproplatin 256927 4,45 N-phosphonoacetyl-L-aspartate 224131 3,35
AA A6 M echlorethamine 762 5,52 Pyrazofurine 143095 5,26
M elphalan 8806 4,56 Aminopterine 132483 6,18
Oxaliplatin 266046 5,56 Aminopterine derivative 134033 6,60
Piperazine mustard 344007 3,97 Aminopterine derivative 184692 6,67
Piperazine dione 135758 6,11 An antifol 623017 7,01
pipobroman 25154 4,16 An antifol 633713 8,17
Spiromustine 172112 3,82 Df Baker's antifolate 139105 6,24
Teroxirone 296934 4,90 M ethotrexate 740 6,94
Tetraplatin 363812 591 M ethotrexate-derivative 74121 8,05
Thiotepa 6396 4,09 Trimetrexate 352122 8,58
Triethylenemelamine 9706 5,20 Raltitrexed 639186 514
Uracil mustard 34462 4,56 Pemetrexed 698037 5,00
Yoshi 864 102627 2,90 Colchicine 757 7,26
Camptothecin 94600 7,40 Colchicine-derivative 33410 7,58
Camptothecin, 7CI 249910 742 Dolastatine 10 376128 9,53
Camptothecin, 9M eO 176323 7,10 Halichondrin B 609395 8,93
Camptothecin,9-NH2 RS 629971 7,36 M aytensine 153858 8,23
Camptothecin, 9NH2 (S) 603071 743 Trityl-cysteine 83265 6,01
Camptothecin, 10 OH 107124 751 Vinblastine 49842 9,04
Camptothecin, 11formyl 606172 5,69 Vincristine 67574 6,82
Camptothecin, IHOM e 606173 543 P aclitaxel 125973 7,35
T Camptothecin, 20 ester 606497 6,51 Taxol analogue 600222 5,65
Camptothecin, 20 ester 606985 742 TU Taxol analogue 656178 5,66
Camptothecin, 20 ester 610456 6,84 Taxol analogue 658831 543
Camptothecin, 20 ester 6183939 7,19 Taxol analogue 661746 6,86
Irinotecan 616348 4,88 Taxol analogue 664402 6,85
SN38 673596 7,33 Taxol analogue 664404 7,80
Topotecan 609699 7,24 Taxol analogue 666608 7,00
Rebeccamycin 359079 6,68 Taxol analogue 671867 7,59
6 N-Diethylaminoethyl 640199 7,29 Taxol analogue 671870 6,11
BMY 27557,BM S-181176 655649 7,69 Taxol analogue 673187 6,43
Amonafide 308847 549 Taxol analogue 673138 7,30
Amsacrine 249992 6,32 Docetaxel 628503 7,95
Anthrapyrazole derivative 355644 6,68 P90 Geldanamycin 330500 6,26
Bisantrene 337766 6,76 Thiosemicarbazone 95678 5,79
Daunorubicin 82151 7,10 Uk Thiosemicarbazone 107392 5,01
Daunorubicinol 180510 5,96 Inosine-glycodialdehyde 118994 3,54
Deoxydoxorubicin 267469 7,34 Pi L-asparaginase 109229 0,57
Doxorubicin 123127 6,84 7,95
E"'pt'c'r?e 71795 6,12 Rapamycine (sirolimus) 226080 8,09
™ Etoposide 141540 5,36 6,81
Idarubicin 256439 7,42 mTi 557
lododoxorubicin 378901 544 Rapamycine analog 606698 6,66
M enogaril 269148 6,07 Rapamycine analog 606699 6,47
Q—M ethoxyellipticine 69187 7,9 temsirolimus 683864 7,99
Mitoxantrone 301739 7,20 6,83
NM H-ellipticine 264137 5,06 Erlotinib 718781 5,23
Piroxantrone 349174 5,83 Dasatinib 732517 6,45
Teniposide 122819 6,35 Imatinib 716051 4,82
Zorubicine 401 6,59 ITK Lapatinib 727989 549
Aclarubicine 208734 8,42 Nilotinib - 5,53
Cyano-doxorubicin 357704 10,29 Gefitinib 715055 5,45
Db Hycanthone 142982 510 Sunitinib 736511 571
M orpholino-doxo rubicin 354646 7,73 Sorafenib 724772 5,73

Tableau 17 - Liste des 152 agents antiprolifératifs qui ont été retenus pour I’étude in silico.

Les agents sont classés selon leur mécanisme d’action. Pour chaque agent, une moyenne des

sensibilités a été calculée a partir des 59 valeurs de —log IC50.
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* AA A2-A7 : A2, A7, agents alkylants sur I'azote N-2 et N-7 de la guanine, respectivement ;
AA A6 : agent alkylant sur I'Oxygene en position 6 de la guanine; T1: inhibiteur d’ADN
topoisomérase 1; T2 : inhibiteur d’ADN topoisomérase 2 ; Db : liaison a 'ADN ; Di: agent
s'incorporant dans I’ADN en cours de réplication; Dr: inhibiteur de la ribonucléotide
réductase ; Ds : inhibiteur de la synthése d’ADN ; Rs : inhibiteur de la synthése d’ARN ; Df:
antifolate ; Tu : agent anti-mitotique ; P90 : inhibiteur Hsp 90 ; Pi : inhibiteur de la synthese

protéique ; mTi : inhibiteur de mTor ; ITK : Inhibiteur de tyrosine kinase ; Uk : inconnu.

Les ICsp ont été moyennées sur les 59 lignées du NCI. Elles permettent de représenter la
sensibilité globale des lignées a un agent antiprolifératif et de visualiser les agents les plus
efficaces. Une différence d’une unité en termes de —log ICso correspond a une différence de

10 fois en termes de sensibilité a I'agent anticancéreux.

I.2. Voies cellulaires représentées dans la signature de True

Nous nous sommes intéressés aux voies cellulaires dans lesquelles étaient impliqués les 86
génes différentiellement exprimés entre haut grade et bas grade. Le tableau 18 classe les 86
génes de la signature de True d’aprés les processus cellulaires dans lesquels ils jouent un

role.

Voie cellulaire Nombre de génes Répartition en %
Métabolisme 36 41,9
Transduction du signal 11 12,8
Prolifération - Différenciation - Apoptose 7 8,1
Régulation de la transcription 7 8,1
Structure - Adhérence - Mobilité 6 7
Traduction - Synthése protéique 6 7
Transport 6 7
Autre / Inconnu 7 8,1
Total 86 100

Tableau 18 — Répartition des génes de la signature parmi les voies cellulaires dans
lesquelles ils interviennent, d’apreés le systéme de classification utilisé dans ’étude de
True.

Presque la moitié des genes jouent un réle dans le métabolisme au sens large incluant le

métabolisme énergétique, des sucres, des lipides et des protéines. Une tendance semble se
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dégager selon laquelle le métabolisme serait grandement remanié dans les cancers de la

prostate de haut grade.

Quatre genes sont venus enrichir le panel de la signature de True, d’aprés des recherches
bibliographiques suggérant leur implication dans la cancérogenése : FEN1 (flap structure-
specific endonuclease 1) (Yang et al. 2009), ERBB2 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2) (El Sheikh et al. 2004; Cai et al. 2009; Pignon et al. 2009), TOP2A
(Topo-isomerase 20) (Murphy et al. 2007) et DAB2IP (DAB2 interacting protein) (Duggan et
al. 2007; Kong et al. 2010; Xie et al. 2010). ERBB2 et TOP2A faisait partie des genes étudiés
sur la puce de True. Nous les avons quand méme intégrés a I'étude in silico malgré le fait
qu’ils ne soient pas trouvés différentiellement exprimés entre les différents grades de

Gleason dans cette étude.

‘I.3. Extraction des données d’expression de chaque géne dans les 59 lignées du
‘panel

Une puce Affymetrix permet d’évaluer le niveau d’expression de plusieurs milliers de génes.
Lors de I'analyse microarray, les ARN totaux d’une lignée cellulaire sont hybridés sur une
puce Affymetrix U95 ou U133. L’analyse de 59 puces (correspondant a une série de données)
est donc nécessaire pour I'étude de I'expression des genes dans toutes les lignées du panel.
Chaque série contiendra donc, pour chaque géne, 59 valeurs d’expression regroupées dans
un seul fichier annoté. Il existe au minimum une série de données par gene, mais il arrive
que plusieurs séries de données soient disponibles, jusqu’a une cinquantaine lorsque le géne

est trés connu.

Nous avons donc extrait tous les jeux de données d’expression disponibles pour chacun des
86 genes. En moyenne, un gene possédait six jeux de données concernant son niveau
d’expression dans les 59 lignées cellulaires cancéreuses du panel, c'est-a-dire six expériences

de microarray dans lesquelles une sonde d’ADNc du gene étudié était présente sur les puces.

I.4. Regroupement des données d’expression et de sensibilité pour chaque gene

Les lignées ont été classées dans un fichier Excel par ordre alphabétique pour des raisons
pratiques, et les jeux de données d’expression insérées cote a cote ainsi que les données de
sensibilité des lignées aux 152 agents. Comme nous étudions ces genes individuellement,

nous avons créé un fichier pour chacun des 86 génes.
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La figure 27 montre un exemple de fichier contenant les données d’expressions extraites

pour le gene PSMBL1 ainsi que les données de sensibilité aux 152 agents du panel.

1
2
3
4
5
6
7
8

9
10
1
12

59 lignées L
cancéreuses 7| 33

Niveau

Données d’expression

-log 1C50 152 agents

]

d’expression

A B C D E G H | J

PSMB1 GC33446 GC85499 GC182009 GC191982 26980 56410 409962 178248

U95 Lavedan U95 Kaldjian U133 Kaldjian U133 Kaldjian mitomycin porfiromycin  carmustine chlorozotocin

D00761 D00761 NM_002793 W86293
786-0 1255,6342 3031,4 2135,8 2234,41 6,394 5,067 4,374 4,247
A498 1060,8229 1759,9 1002,71 1244,99 6,146 52 3,993 2,95
AS549/ATCC 1090,2363 1694,2 933,7 1176,31 6,781 6,311 3,986 3,123
ACHN 945,0428 1710,1 1294,78 1352,5 6,83 6,42 4,081 3,461
BT-549 995,4152 2170,9 969,5 1428,16 5,758 4,915 4,101 3,302
CAKI-1 961,0298 1468,7 830,69 970,33 6,572 6,023 4,143 3,098
CCRF-CEM 1556,604 2368,8 1577,08 1866,45 6.64 6,003 4,729 3459
COLO 205 1689,9494 1649,5 1162,28 1203,62 5,991 5,653 4141 2,903
DU-145 843,4306 2346,8 1586,44 1666,4 6.8 6,549 3,772 3,257
EKVX 1287,5483 2115,4 1482,2 1554,92 5,335 49 3.92 2,903
SN12C 981,2456 1973,5 1489,3 1753,28 6,543 6,107 412 3,045
SNB-19 1573,0213 3002,9 1774,36 1790,45 6,529 5,629 4,165 3,506
SNB-75 1418,6792 1512 1066,41 1144,01 6,349 5,96 4,282 3,581
SR 1335,1196 2095,5 973,54 1141,69 6,915 6,388 4,854 4,104
SW-620 1354,4928 2240,9 1585,43 1396,55 6,314 5,727 4,282 3,08
T-47D 997,5998 1762 986,13 1363,94 5,694 5,036 3,959 3,168
TK-10 1689,3038 2105,7 996,72 1599,18 5,313 4,789 4,031 2,903
U251 1741,5487 2325,9 1800,94 2056 6,451 5,925 4283 3,746
UACC-257 623,2396 1481,9 916,6 1047,47 5,918 5,082 4,122 2,98
UACC-62 1292,9568 2326,7 1428,49 1744,12 6,882 6,332 4,623 4,328
UO-31 1454,2809 2111,1 1558,55 1601,7 5,729 4,857 4,008 2,921

Figure 27 - Exemple d'un fichier Excel regroupant les 4 jeux de données d'expression

disponibles pour le géne PSMB1 dans les 59 lignées cellulaires du panel et les données
de sensibilité aux 152 agents testés.

Cellules B2 a E=2, type de puce Affymetrix utilisée ; Cellules Aq a A63, 59 lignées cellulaires ;

Cellules B4 a E63, valeurs d’expression; Cellules G2 a J2, agents anticancéreux du panel ; Cellules

G4 a J63, sensibilité des lignées a l'agent.

Cette figure montre que quatre expériences de microarray, réalisées sur deux puces U95

(colonne B et C) et deux puces U133 (colonne D et E), sont disponibles pour I'étude du

niveau d’expression du gene PSMB1 dans les 59 lignées du panel (lignes 4 a 63). Les colonnes

G a J montrent les données de sensibilité des lignées aux quatre premiers agents parmi les

152 retenus pour I'analyse.

[.5. Elimination des puces de « mauvaise » qualité

Dans la mesure ou les résultats obtenus par microarray sont tres dépendants des différentes

étapes de réalisation de la puce (dépot des spots, extraction des ARNs, étape d’hybridation,

élimination du bruit de fond, normalisation, etc...), il est impératif d’avoir a disposition des

135



RESULTATS - PARTIE 1 1. APPROCHE IN SILICO

outils permettant de vérifier la « qualité » de ces données. Cela permet d’assurer la
cohérence des données extraites de cette base qui conditionne linterprétation des

corrélations obtenues par notre analyse in silico.

Pour cela, nous avons eu recours a des tests regroupés sous le package Bioconductor appelé
arrayQualityMetrics (Kauffmann et al. 2010). En collaboration avec le Dr A. Kauffmann nous
avons utilisé ce package pour (1) analyser la qualité des données d’expression au sein d’une
méme puce, et (2) comparer 'homogénéité de la distribution des intensités d’expression
entre les différentes puces du méme set. L'ensemble de ces tests, réalisés automatiquement
a partir des données brutes ou normalisées des puces, fournit une représentation graphique
des résultats permettant de visualiser « I'écartement » d’une (ou plusieurs) puce(s) par
rapport a I'ensemble des puces de la méme série. Ceci permet d’exclure les puces dites
outliers pour lesquelles un probleme potentiel existe : dépot des spots non homogéne lors
de la fabrication de la puce, hybridation non-homogéne sur la puce (liée a la présence de
bulles d’air par exemple), bruit de fond trop important, etc... La figure 28 montre trois
représentations graphiques obtenues avec le package arrayQualityMetrics : Le MA-plot
(Fig. 28A) qui permet de visualiser la dispersion des intensités des spots au sein d’'une méme
puce en référence a une valeur fictive correspondant a la médiane de chaque spot sur
I’ensemble des autres puces du méme set. L'absence de probléme au niveau d’une puce se
traduit par une répartition de la majorité des valeurs de M autour de 0. Un décalage vers des
faibles valeurs de A indigue une hétérogénéité dans le bruit de fond de la puce, et vers des
fortes valeurs de A un probleme dans la saturation du signal. Le density plot, et la
représentation HeatMap permettent de controler les différences entre puces du méme set.
Le density plot présente les distributions des intensités des spots pour chaque puce du set
(Fig. 28B). Dans I'exemple qui est présenté on peut voir que le profil de distribution d’une
puce (courbe pointillée verte) parmi les 33 puces du set s’écarte de I'ensemble des autres
profils. Le méme type d’information peut étre obtenu avec la représentation HeatMap
(Fig. 28C) qui permet de clusteriser les puces en fonction des « distances » entre intensité de
spots lorsque les puces sont comparées deux a deux. Un carré bleu sur la représentation
HeatMap (= distance nulle) correspond a deux puces identiques (premiere diagonale). Plus la
couleur est décalée vers le jaune, plus cela traduit une différence entre ces deux puces.
Ainsi, la puce correspondant aux deux colonnes jaunes s’écarte de I'ensemble des autres

puces du set et sera considérée comme outlier.
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Figure 28 —Résultats des tests qualité utilisant le package arraQualityMetrics pour
l’identification des outliers.

A, Ma-plot permettant de visualiser la dispersion des intensités des spots au sein d’'une méme puce.
B, density plot présentant les distributions des intensités des spots pour chaque puce du set. C,
HeatMap permettant de clusteriser les puces en fonction des « distances » entre intensité de spots

lorsque les puces sont comparées deux a deux.

Ces tests ont été réalisés pour I'ensemble des données d’expression que nous avons
récupérées pour les 86 génes de I'étude de True et al. Généralement, il faut que deux tests
du package arrayQualityMetrics identifient une puce comme outlier pour pouvoir éliminer
les données correspondantes (Kauffmann and Huber 2010). Le tableau 19 récapitule les
différentes expériences de microarray (correspondant chacune a une lignée particuliere

dans la série de données) que nous avons exclues de notre analyse in silico.

Données identifiées comme outliers correspondant

Type de puce Affymetrix L . .
aux lignées cellulaires suivantes

U95-A RPMI8226 - MCF7 - M14
uU95s-B MCF7

uU95-C HOP92 - DU145
uU9s-D SKOV3 - UAC62
U95-E H322M - H460 - UAC62
Ul133-A K562 - MCF7
Ul33-B HS 578T

Tableau 19 - Liste des lignées cellulaires qui n’ont pas été pris en compte, en fonction
du type de puce Affymetrix utilisées.
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‘I.3. Evaluation de la reproductibilité des données d’expression

Comme nous l'avons évoqué précédemment, plusieurs séries de données d’expression
peuvent étre disponible pour un méme gene (jusqu’a une cinquantaine). En raison de
différences dans le type de puce, d’expérimentateur et de I'état des lignées cellulaires au
moment de |'étude, les données issues de microarray, malgré le fait qu’elles soient de bonne
qualité, ne sont pas toujours reproductibles. Pour ne retenir que les séries de données pour
lesquelles les valeurs d’expression pour le gene considéré sont homogenes, nous avons
comparé ces séries de données une a une en effectuant un test de corrélation de Pearson.
Ce test permet de calculer un coefficient r compris entre 0 et 1, pour lequel zéro souligne
deux séries de données non corrélées et 1 indique une corrélation parfaite entre deux séries
de données. Nous avons choisi de ne retenir que les expériences de microarray pour
lesquelles un coefficient de corrélation r > 0,5 est retrouvé lorsqu’on les compare deux a
deux, ce qui correspond a une valeur de p <0,0001. La figure 29 illustre le test de

concordance entre les 5 séries de données d’expression disponibles pour le gene DAD1.

Données d’expression -log 1C50 152 agents
] 1 r 1
A B c 8] E F G H | J
1 DaD1 GCI978 GC28824  GC85631 GC180925  GC180926 26980 56410 409962
2 Botstein U35 Lavedan US5Kaldjian U133 Kaldjian U133 Kaldjian mitomycin  porfiromycin  carmustine
3 Af046832  DISOS7 Q15057 NM_001344 IV 001244
T 4 7860 01818 907,2336 5332 986,33 279138 6,334 5067 4374
5 A498 02253 9456229 5701 34347 244011 6,146 52 3993
6 AS43IATCC 0,2201 9745246 6203 996,39 260107 6,781 631 3,986
59 lignées 7 ACHN 0,1461 826,876 4548 74837 134801 633 642 4,081
cancéreuses | 53 TK-10 0,1553 849,313 4537 523,26 13363 5313 4,789 4,031
60 U251 -0,0362 900,1603 5461 59827 1352,76 6,451 5925 4,283
61 UACC-257 01399 966,2934 5153 9349 269536 5918 5,082 4122
62 UACC-62 04082 1346,135 7081 1357 362045 6,882 6332 4823
- | 83 UO-31 00828 6534725 4463 54553 147575 5729 4,857 4,008
64 —_1
65 073 078 0,30 072 021 -0,268 -0,256
Niveau 66 079 077 071 0,123 -0,131 -0,030
) N &7 087 088 0127 -0,108 -0,187
d’expression 88 092 0,016 0,028 0,200
63 -0,030 -0,050 0,106
70
n Botstein U85 Ljvedan US5Kaldjian U133 Haldjian U133 Kaldjian mitomycin  porfiromycin  carmustine
22
1 l
\ 4
Test Pearson Test Pearson
BvsC DvsE

Figure 29 — Exemple de résultats de tests de corrélation entre les différentes séries de
données d'expression disponibles pour le géne DAD1.

Colonne A, 59 lignées cellulaires du panel ; Cellules B a F, séries de données d’expression; Cellules
B2 a Fz2, type de puce Affymetrix utilisée ; Colonnes H a JJ, sensibilité des lignées a 'agent considéré
(H2 a J2) ; Cellule C635, Coefficient de Pearson correspondant au résultat de la comparaison entre

les données d’expression des séries B et C; Cellule E67, Coefficient de Pearson correspondant au
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résultat entre les données d’expression des séries D et E; Les carrés bleus correspondent a un

coefficient de corrélation = 0,5.

Les données d’expression de DAD1 représentent une situation optimale, dans laquelle
toutes les séries de données sont corrélées entre elles (Fig. 29). En réalité, Deux autres cas

de figure existent (Figure 30).

A 62 UACC-62 15287961 3606538 948448 483 48 3354 8087 8857 653,95 546,13 4835
63 1U0-31 1231433 3803874 514224 1062 538 2788 3838 102 5862 157,14 ki
64
65 091 0,94 029 032 089 091 0,90 0383 0,78 0,85
66 097 0,37 0,32 084 087 0,85 0,80 0,67 0,80
67 0,32 0,30 087 091 088 0,62 0,75 0,85
62 0,38 037 0,32 0,41 0,31 0,14 0,39
63 0,31 029 0,36 0,28 019 0,29
70 097 0,90 087 0,80 093
i} 091 0,87 0,86 0,94
1 0,90 0,70 0,87
73 0,72 0,88
i) 084
15
B 60 U251 0,017 107,3425 71614 9,3995 5 705 25 1359
61 UACC-257 04594 174,8456 8,134 68218 18 925 47 991
62 UACC-62 -0,2007 166,683 71012 26,1931 -98 308 37 144
63 UD-31 02757 136,9599 16,0088 8,3951 4.8 953 -4 13,89
64
65 0,00 -0,17 -0,11 0,19 -0,34 0,26 0,20
66 0,16 0,23 -0,04 0,27 0,14 0,06
67 0,00 0,06 0,16 -0,01 -0,07
68 -0,08 -0,08 -0,04 0,08
63 -0,43 -0,20 -0,01
70 0,05 0,04
71 -0,18

Figure 30 — Analyse de corrélation inter-séries, exemples de deux génes.

A, Cas pour lequel une minorité d’expériences ne sont pas corrélées a la majorité des autres

expériences. B, Cas pour lequel il n’existe aucune corrélation entre les différentes séries de données.

Le cas le plus fréquent est celui dans lequel une minorité de série de données n’est pas
corrélée avec la majorité des autres expériences. Ces séries sont tout simplement exclues de
I’analyse in silico (Fig. 30A). Le troisieme cas, beaucoup plus rare, correspond a |'absence
totale de corrélation entre les différentes séries de données recueillies (Fig. 30B). Dans ce
dernier cas, il a été impossible d’inclure les génes correspondants dans notre étude. Les

génes concernés sont HSD17B3, HACE1, FTH1, MYBPC1 et CD63. Cette discordance peut étre
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expliquée, entre autre, par un mauvais choix des séquences des sondes utilisées pour

I’"hybridation.

I.4. Recherche de corrélations entre expression d’un gene et sensibilité a une
drogue

Une fois ces différentes étapes de « nettoyage » des données extraites de la base, nous
avons recherché des corrélations entre le niveau d’expression des 86 génes et la sensibilité
des cellules aux 152 agents antiprolifératifs du panel. Nous avons pour cela calculé, pour
chaque gene et pour chaque série de données, 152 coefficients de corrélation de Pearson.
Ce calcul a été répété pour I'ensemble des 506 séries de données de microarray qui ont été
retenues au final. Nous avons considéré comme significatif un coefficient de corrélation de
Pearson (r) inférieur a -0,2 (corrélation négative) ou supérieur a 0,2 (corrélation positive) ce
qui correspond a une valeur de p < 0,05 (pour les 58 degrés de liberté). Il existe donc trois

cas de figures:

- Absence de corrélation : le r calculé est proche de zéro. Cela signifie qu’il n’existe pas de

lien significatif entre le niveau d’expression du gene et la sensibilité a I'agent testé.

- Corrélation négative : le r calculé est compris entre -0,2 et -1, ce qui signifie que plus le

géne est exprimé plus les cellules sont résistantes a I’agent considéré

- Corrélation positive : le r calculé est compris entre 0,2 et 1, ce qui signifie que plus le géne

est exprimé plus les cellules sont sensibles a I'agent considéré.

L'exemple de la figure 31 montre deux types de résultats obtenus pour le gene DAD1. Un
agent pour lequel les cing coefficients de corrélations calculés sont proches de zéro,
signifiant que I'expression de DAD1 n’est pas corrélée a la sensibilité a ce dérivé du taxol
(Fig. 31, panel 2). En revanche les résultats obtenus pour le docétaxel montrent une
corrélation significative avec cing coefficients de corrélations calculés nettement inférieurs a

-0,2, indigquant que plus DAD1 est exprimé plus les cellules sont résistantes au docétaxel.

Le probleme se pose lorsque les coefficients de corrélations calculés se répartissent autour
des valeurs seuils de +0,2 ou -0,2 comme dans I'exemple de la figure 31, panel 3. Dans un tel
cas, nous avons choisi, de maniére purement arbitraire de ne considérer une corrélation que

si au moins la moitié des coefficients de corrélation calculés étaient inférieur a -0,2 ou
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supérieur a + 0,2. Dans le cas de la figure 31, panel 3, nous avons considéré que I'expression

du gene DAD1 était corrélée a la sensibilité au brequinar mais pas a celle du chlorambucil.

@ -log IC50

r 1
5,075 8103
6,903 8439
8377 6509
£558 6,951
4737 6608
@ Données d’expression
-0,157 0288 | A
YA B C D E ! -0,045 0307 | B
57 SWE20 00915 7956245 4033 57517 7230 /’ -0.054 03 | C
53  T-470 00128 7334518 4723 429,38 104648 -0,104 0321 | D
59  TK-10 0,1553 249,3131 4537 52326 119363 0,027 0242 | E
80 U251 -0,0362 900,1603 546,1 598,27 1952,76
61 UACC-257 10,1399 9662934 5153 9349 2695,36 taxol analogue docetaxel
62 UACC62 04082 1346135 7081 1135,7 362045
63 UD-31 0,0828 6534725 4483 54553 147575
84 @ A B
65 0,73 0,78 0,80 0,72 ? ?
86 0,79 0,77 0,71 3,768 4,787
5 087 083 4,369 6,713
o8 0.92 \ 4,029 4,904
£9 4699 6,577
4154 5,945
-0,334 -0,334
-0,162 -0,198
-0,205 -0,242
-0,168 -0,290
-0,193 -0,174
chlorambucil brequinar

Figure 31 - Exemple de calculs de coefficient de corrélation de Pearson pour le géne
DAD1.

Panel 1, colonnes A a E, séries de données d’expression. Panel 2, cellules A a E, coefficients de
corrélation de Pearson entre les séries de données d’expression de la colonne A, B, C, D et E du panel
1 et la sensibilité au docétaxel, respectivement. Panel 3, colonne A et B, coefficients de corrélation de

Pearson pour le chlorambucil et le brequinar, respectivement.

D’un point de vue graphique, ces corrélations de Pearson peuvent étre visualisées plus
facilement sur les nuages de points qui positionnent chaque lignée en fonction du niveau
d’expression du géne considéré (en abscisse) et de la sensibilité de la lignée a la drogue
d’intérét exprimée en —log de I'lCso (en ordonnée) (Fig. 32). La forme du nuage de points est
caractéristique de la relation qui peut exister entre les deux variables. Une absence de
corrélation se traduit donc par un nuage de points trés dispersé (Fig. 32B). En revanche

lorsqu’un nuage de point peut étre ajusté correctement a une droite linéaire, il est possible
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de quantifier I'intensité de la relation entre les deux variables par le calcul du coefficient de
Pearson (plus il se rapproche de -1 ou de 1 et plus la relation est forte) ; le signe de ce
coefficient (assimilable a la pente de la droite d’ajustement), indiquant le sens de la
corrélation. Deux exemples de corrélations significatives sont visualisées sur les deux nuages

de points des figures 32A et 32C.

” ©
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| Corrélation négative | Absence de corrélation | Corrélation positive |
| | | ]
I 1 l 1 1
-1 -0,2 0 0,2 1

Echelle des coefficients de corrélation de Pearson

Figure 32 - Représentation graphique des différents types de résultats des tests de
corrélations de Pearson obtenus.

Un coefficient de Pearson inférieur a -0,2 ou supérieur a +o ,2 est considéré comme significatif, la
surexpression du géne étant soit corrélée a une plus grande résistante a l'agent testé (A), soit
corrélée a une plus grande sensibilité (C). Un coefficient compris entre -0,2 et 0,2 correspond a une

absence de corrélation significative (B).

Pour le géne NPC2 la corrélation négative indique que plus le géne est exprimé plus les
cellules sont résistantes au docétaxel (plus la valeur de —log ICso est faible) (Fig. 32A). A
I'inverse la corrélation positive pour le gene TOP2A (Fig. 32C) montre qu’une expression
élevée de ce géne est corrélée a une plus forte sensibilité a la mitoxantrone (ce qui est une

bonne illustration de la validité de I'approche).

I.6. Récapitulatif des résultats de corrélations obtenus

Le tableau 20 récapitule les résultats de I'approche in silico, dans laquelle un coefficient de

corrélation de Pearson a été calculé entre chaque expérience d’expression pour chaque
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gene et la sensibilité aux 152 agents antiprolifératifs. Les résultats sont classés selon les
agents, appartenant aux différents mécanismes d’action, d’aprés le nombre de couples

géne / agent identifiés.

Mécanisme Nombre Nombre de Nombre de couples Nbre de couples Nbre de couplesidentifiés
d'action d'agent génescorrélés géne / agent identifiés/ nbred'agent /nbre de génesimpliqués
AAA7 25 19 102 = 4,1 54 xx%
2 20 17 54 2,7 3,2
K 8 26 38 4,8 x% 15 %%+
Df 10 14 35 3,5 2,5
Rs 6 16 28 4,7 18
AA A2-A6 11 12 33 3,0 28
T1 15 7 23 1,5 33
U 23 10 19« 0,8 % 19
Ds 8 9 17 2,1 9
Di 5 8 13 2,6 16
Db 5 5 7 1,4 14
Uk 3 6 6 2,0 10
Dr 3 2 4 1,3 2,0
mTi 8 2 2 0,3 10
P90 1 1 1 1,0 10
Pi 1 0 0 0,0 0,0
Total 152 154 382
Moyenne 2,2 2,0

Tableau 20 - Récapitulatif des couples géne / agent identifiés par 'analyse in silico (p <
0,05).

Le tableau 20 donne une premiére idée chiffrée sur les résultats de I'approche in silico. Les
résultats sont classés par catégorie d’agents selon leurs mécanismes d’action. Le nombre de
corrélations dépend directement du seuil de significativité. Il est donc important de choisir
ce seuil de maniere a ce que la chance de se tromper soit faible mais de ne pas trop réduire
ce risque, ce qui aurait pour conséquence de diminuer fortement le nombre de corrélations
a étudier par la suite. Au seuil de p < 0,05 que nous nous sommes fixé, notre approche a
permis d’identifier 382 corrélations significatives entre le niveau d’expression d’un géne et la
sensibilité a un agent. Ce nombre est réduit a un tiers (116 corrélations) lorsque on se fixe un

seuil de p < 0,01 correspondant a un coefficient de Pearson < -0,3 ou >+ 0,3.

Globalement, plus il y a d’agents dans une catégorie, plus on trouve de corrélations.
Néanmoins quelques exceptions sont notées avec les poisons des microtubules (TU) pour
lequel seulement 19 corrélations sont retrouvées (Tableau 20 *). A I'inverse on retrouve une
proportion trés importante de corrélation pour le groupe des ITK qui possédent seulement 8
représentants (Tableau 20 **). Cela traduit trés probablement le fait que le mécanisme

d’action de certains agents n’est pas spécifique d’'un géne en particulier mais semble plut6t
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impliquer de multiples voies alors que d’autres agents ont un mécanisme d’action plus ciblé
faisant probablement intervenir un nombre plus restreint de genes, ce que nous avons tenté
de «visualiser » dans les deux derniéres colonnes du tableau 20. Dans le groupe des ITK, par
exemple, on retrouve 38 corrélations avec 26 genes, ce qui donne un rapport de 1,5
(Tableau 20 ***) signifiant que les mécanismes d’action des agents de cette catégorie font
probablement intervenir des génes différents en fonction de I'agent considéré. A l'inverse,
dans le groupe des agents alkylants AA A7, nous avons identifié 102 corrélations mais pour
seulement 19 génes différents, donnant un rapport de 5,4 (Tableau 20 ***) suggérant cette

fois que les genes impliqués sont communs aux mécanismes d’action de plusieurs agents.

Le tableau 21 présente la liste détaillée des génes et des agents cytotoxiques concernés par
les corrélations obtenues. Pour chaque agent, les génes sont classés par ordre alphabétique.

Cela permet de visualiser les genes redondants dans une classe d’agent.
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X e'can_lsme Agent antiprolifératif NURETE Génesdont le niveau d'expression est corrélé avec lasensibilité al'agent testé
d'action NSC
Mitomycin 26980 HMGB1,PRDX5
Porfiromycin 56410 HMGB1, PRDX5
Carmustine 409962 EIF4A1, FTH1, HIRIP3, HMGB1, LTBR, NPC2, PRDX5
Chlorozotocin 178248 FLJ35093, FTH1, PRDX5
Clomesone 338947 PRDX5
AA A2-A6 Irofulven 683863 ATP5G3, HIRIP3, NEDD5, RHOT2
Lomustine 683863 EIF4A1, FTH1, RHOT2
Mitozolamide 79037 HMGB1, PRDX5
PCNU 353451  FTH1, LTBR, PRDX5
Semustine 95466 FTH1, ERBB2, HMGB1, PRDX5
Trabectadin 648766 HMGB1, NEDD5
Asaley 167780 FTH1, HMGB1, PCCB
Busulfan 750 EIF4A1, HMGB1
Carboplatin 241240 AZGP1, HMGB1, PRDXS5, RAB6A, TMPRSS2
Chlorambucil 3088 FLI35093, FTH1, HMGB1, PRDX5
Cisplatin 19875 AZGP1, HMGB1, PRDX5, RAB6A, TMPRSS2
Cyclodisone 348948 HMGB1, PRDX5
Diaminocyclohexylplatine II 271674 FLJ35093, HMGB1, PCCB, SHMT2
Dianhidrogalactitol 132313 EIF4A1, HMGB1, FLJ35093
Diaziridinylbenzoquinone 182986 HMGB1, NPC2
Fluorodopan 73754 CPE, EIF4A1, HIRIP3, HMGB1, FTH1
Hepsulfam 329680 FLI35093, HMGB1
Iproplatin 256927 ATP5G3, CD59, CPE, HIRIP3, HMGB1, JUN, RHOT2
AA A7 M echlorethamine 762 CD59, CPE, FLI35093, HIRIP3, HMGB1

M elphalan 8806 EIF4A1, FLI35093, HIRIP3, HMGB1
Oxaliplatin 266046 ATP5G3, CD59, CDKN2C, DPM1, EIF4A1, FLI35093, HMGB1, JUN, PCCB, RHOT2, RPL13, SHMT2
Piperazine mustard 344007 FLJ35093, HMGB1, PRDX5, RAB6A
Piperazine dione 135758 FLJ35093, HMGB1
pipobroman 25154 EIF4A1, HMGB1, HIRIP3
Spiromustine 172112 CPE, FTH1, HMGB1
Teroxirone 296934 EIF4A1, FLI35093, HIRIP3, HMGB1, PRDX5
Tetraplatin 363812 ATP5G3, CD59, EIF4A1, FLJ35093, HMGB1, JUN, PCCB, RPL13, SHMT2
Thiotepa 6396 FLI35093, HMGB1, PRDX5
Triethylenemelamine 9706 FLJ35093, HMGB1, PRDX5
Uracil mustard 34462 FLJ35093, FTH1, HMGB1, PRDX5
Yoshi 864 102627 FLJ35093, HMGB1
Camptothecin 94600 FLJ35093
Camptothecin, 7CI 249910 FLJ35093
Camptothecin, 9M eO 176323 DAB2IP
Camptothecin, 9-NH2 RS 629971  FLJ35093
Camptothecin, O9NH2 (S) 603071 FLJ35093
Camptothecin, 10 OH 107124 VBP1
Camptothecin, 1formyl 606172 EIF4A1, FLJ35093, HIRIP3, LTBR

T1 Camptothecin, IHOM e 606173 EIF4A1, HIRIP3, LTBR, VBP1
Camptothecin, 20 ester 606497 FLJ35093
Irinotecan 616348 FLJ35093
SN38 673596 VBP1
Topotecan 609699 FLJ35093
Rebeccamycin 359079 EIF4A1, HIRIP3, VBP1
6 N-Diethylaminoethyl 640199 CD59,VBP1
BMY 27557, BM S-181176 655649 -
Amonafide 308847 FLJ35093, PRPS1, RPL13, SHMT2
Amsacrine 249992 FLI35093, PRPS1, TOP2A
Anthrapyrazole derivative 355644 PRPS1, TOP2A
Bisantrene 337766 SEC14L1
Daunorubicin 82151 NPC2, VBP1
Daunorubicinol 180510 FTH1, PRPS1, LTBR,
Deoxydo xorubicin 267469 RPL13, SEC14L1
Doxorubicin 23127 VBP1
Ellipticine 71795 C20o0rf45, CD59, NEDD5, PRKAR1A

T Etoposide 141540 EIF4A1, PRPS1
Idarubicin 256439 CD59, FLI35093, HIRIP3, TOP2A
lododoxorubicin 378901 -
M enogaril 269148 FLJ35093, TOP2A
9-M etho xyellipticine 69187 C200rf45, CD59, DNCL1, HIRIP3, HSPC152, NEDD5, NPC2, PRKAR1A, PSAP, RPL13
Mitoxantrone 301739 PRPS1, TOP2A, VBP1
NM H-ellipticine 264137 LTBR, TOP2A
Piroxantrone 349174 PRPS1, TOP2A, VBP1
Teniposide 122819 FLJ35093, TOP2A
Zorubicine 164011 -
Aclarubicine 208734 C200rf45, SHMT2
Cyano-doxorubicin 357704 NDUFB3

Db Hycanthone 142982 -
Morpholino-doxorubicin 354646 ___NDUFB3

Tableau 21 - Résultats détaillés des corrélations géne/agent antiprolifératif identifiés

par ’approche in silico — partie 1.

Les génes sont classés par ordre alphabétique et les agents sont classés par catégorie de mécanisme

d’action.
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Mécanisme

Agent antiprolifératif

Numéro NSC

Genes dont le niveau d'expression est corrélé avec la sensibilité a I'agent testé

d'action
Db N,N-dibenzyldaunorubicin 268242 EIF4A1, HIRIP3, RPL13, SHMT2
Pyrazoloacridine 366140 HIRIP3
5-6-dihydro-5-azacytidine 264880 SEC14L1
Di £\-2"-deoxythioguanosine 71851 ATP5B, CPE, FLI35093, HIRIP3, NEDDS5, PC4
Azacytidine 102816 NEDDS5, SHMT2
Thioguanine 752 CPE, FLI35093, NEDD5, PC4
Guanazole 1895 FLJ35093
Dr Hydroxyurea 32065 FLJ35093, RPL13
Pyrazoloimidazole 51143 RPL13
Aphidicolin-glycinate 303812 FLJ35093
Cyclocytidine 145668 EIF4A1, FLI35093, RPL13
Cytarabine 63878 EIF4A1, FLI35093, RPL13
Ds Floxuridine 27640 NPC2
Fluorouracil 19893 ATP5G3, C200rf45, CD59, FLI35093
Ftorafur 148958 SEPHS2
Gemcitabine 613327 FLJ35093, RPL13
Thiopurine 755 NEDDS, PC4
Acivicin 163501 ATP5B, FLJ35093, NPC2, JUN
Lawsone 6771 ATP5B, ATP5G3, HIRIP3, PSMB1, SHMT2
Rs Brequinar 368390 ATP5G3, CD59, HIRIP3, NPC2, SHMT2
L-alanosine 153353 DAD1, EIF4A1
N-phosphonoacetyl-L- 224131 ATP5G3, EIF4A1
Pyrazofurine 143095 CD59, FLI35093, FTH1, HIRIP3, HSPC152, NPC2, PC4, PRKAR1A, PSAP, PSMB1, RPL13
Amino pterine 132483 ATP5B, EIF4AA1, NPC2, RPL13
Aminopterine derivative 134033 EIF4AA1
Amino pterine derivative 184692 ATP5B, EIFAA1
An antifol 623017 CD59, FLJ35093, JUN, NPC2, RPL13
Df Baker's antifolate 139105 ATP5B, ATP5G3, EIF4A1, JUN, NPC2
M ethotrexate 740 EIF4A1, FLI35093, HIRIP3, NPC2
M ethotrexate-derivative 74121 C200rf45, FLI35093, HIRIP3, NPC2, PCCB, PSAP, PSMB1, RHOT2, RPL13
Trimetrexate 352122 FLJI35093, NPC2
Raltitrexed 639136 -
P emetrexed 698037 CD59, EIF4A1, NPC2
Colchicine 757 -
Colchicine-derivative 33410 -
Dolastatine 10 376128 C20o0rf45
Halichondrin B 609395 NEDDS5
M aytensine 153858 -
TU Trityl-cysteine 83265 NPC2, SEC14L1
Vinblastine 49842 SEC14L1
Vincristine 67574 -
P aclitaxel 125973 Cl40rf87, NPC2,SEC14L1
Taxol analogue 600222 ATP5G3, C140rf87, DNCL1, JUN, NPC2, RAB6A, SEC14L1, SERP1
Docetaxel 628503 Cl140rf87, NPC2, RAB6A
P90 Geldanamycin 330500 SLMO2
Uk Thiosemicarbazone 107392 DAB2IP
Inosine-glycodialdehyde 118994 CD59, HIRIP3, JUN, SEPHS2, SERP1
Pi L-asparaginase 109229 -
Rapamycine (sirolimus) 226080 DPP4, JUN
mTi Rapamycine analog 606698 -
Rapamycine analog 606699 -
temsirolimus 683864 -
Erlotinib 718781 AIDA, FEN1, HSD17B4
Dasatinib 732517 AIDA, ATP5B, ATP5G3, ATP6V1F, EIF4A1, HMGB1, JUN, PCCB, SPC12
Imatinib 716051 ATP5G3, FEN1
ITK Lapatinib 727989 DPP4, ERBB2, HIC1, PRDX5, RHOA, VBP1
Nilotinib - ATP5G3, ATP6V1F, DAD1, JUN, PCCB, PSMB1, SEPHS2
Gefitinib 715055 FEN1, LTBR, PRDX5, VBP1
Sunitinib 736511 ATP5B, ATP5G3, HMGB1, PGK1, SLMO2, TMPRSS2
Sorafenib 724772 HSD17B4

Tableau 22 — Suite du tableau 21

Dans le tableau 23, les agents pour lesquels nous avons identifié des corrélations sont

classés selon les genes impliqués, ceux-ci étant regroupés par voie cellulaire dans laquelle ils

jouent un role.
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Voie cellulaire

Nom du géne

Agents pour lesquels le niveau d'expression du géne module la sensibilité

Métabo -sucre

Métabo - énergie

Métabo - lipides

Métabo -
protéines

Proliff - Diff -
Apoptose

PGK1

PRPS1

DPM1

ATP5B

ATP5G3

NDUFB3
ATP6V1F

PRDX5

HSD17B4

NPC2

PSAP

SHMT2

TMPRSS2
SPC12
PSMB1

PCCB

SEPHS2

CPE

DPP4

CDKN2C

FTH1

DAD1

NEDDS5

LTBR

AZGP1

ITK, Sunitinib.

T2, Amonafide-Amsacrine-Anthrapyrazole derivative-ldarubicin-Daunorubicinol-Etoposide-
Mitoxantrone-Piroxantrone.

AA A7, Oxaliplatin.

Di, £\-2°-deoxythioguanosine; Rs, Acivicin-Lawsone; Df, Aminopterine-Aminopterine
derivative-Baker's antifolate; ITK, Dasatinib-Sunitinib.

AA A2-A6, Irofulven AA A7, Iproplatin-Oxaliplatin-Tetraplatin; Ds, Fluorouracil; Rs, Lawsone-
Brequinar-N-phosphonoacetyl-L-aspartate; Df, Baker's antifolate; TU, Taxol analogue; ITK,
Dasatinib-Imatinib-Nilotinib-Sunitinib.

Db, Cyano doxorubicin-Morpholino doxorubicin.

ITK, Dasatinib-Nilotinib.

AA A2-A6, Mitomycin-Porfiromycin-Carmustine-Chlorozotocin-Clomesone-Mitozolamide-
PCNU-Semustin; AA A7, Carboplatin-Chlorambucil-Cisplatin-Cyclodisone-Piperazine-mustard-
Teroxisone-Thiotepa-Triethylenemelamine-Uracil-mustard; ITK, Lapatinib-Gefitinib.

ITK, Erlotinib-Sorafenib.

AA A2-A6, Carmustine; AA A7, Mechlorethamine; T2, Daunorubicin-9Methoxyellipticine; Ds,
Floxuridine; Rs, Acivicin-Brequinar-Pyrazofurine; Df, Aminopterine-An antifol-Baker's
antifolate-Methotrexate-Methotrexate-derivative-Trimetrexate-Pemetrexed; TU, Trityl-
cystéine-Paclitaxel-Taxol analogue-Docetaxel.

T2, 9-Methoxyellipticine; Rs, Pyrazofurine; Df, Methotrexate-derivative.

AA A7, Diaminocyclohexylplatine II-Oxaliplatin-Tetraplatin; T2, Amonafide-Aclarubicine; Db,
N,N-dibenzyldaunorubicin; Di, Azacytidine; Rs, Lawsone-Brequinar.

AA A7, Carboplatin-Cisplatin; ITK, Sunitinib.

ITK, Dasatinib.

Rs, Lawsone-Pyrazofurine; Df, Methotrexate derivative; ITK, Nilotinib.

AA A7, Asaley-Diaminocyclohexylplatine II-Oxaliplatin-Tetraplatin; Df, Methotrexate
derivative; ITK, Dasatinib-Nilotinib.

Ds, Ftorafur; Uk, Inosine glycodialdehyde, ITK, Nilotinib.

AA A7, Fluorodopan-lproplatin-Mechlorethamine-Spiromustine; Di, £\-2"-
deoxythioguanosine-Thioguanine.

mTi, Rapamycine (sirolimus); ITK, Lapatinib.

AA A7, Oxaliplatin.

AA A2-A6, Carmustine-Chlorozotocin-Lomustine-PCNU-Semustin; AA A7, Asaley-
Chlorambucil-Fluorodopan-Spiromustine-Uracil-mustard; T2, Daunorubicinol; Rs,
Pyrazofurine.

ITK, Nilotinib; Rs, Brequinar

AA A2-A6, Irofulven-Trabectedin; T2, Ellipticine-9Methoxyellipeticine; Di, £\-2"-
deoxythioguanosine-Azacytidine-Thioguanine; Ds, Thiopurine; TU, Halichondrin B.

AA A2-A6, Carmustine-PCNU; T1, Camptothecin, 11 formyl-Camptothecin, 11HOMe; T2,
Daunorubicinol-NMHellipticine; ITK, Gefitinib.

AA A7, Carboplatin-Cisplatin.

Tableau 23 - Liste des génes dont le niveau d’expression est retrouvé corrélé a la

sensibilité de ’agent considéré par l'approche in silico — partie 1.

Les agents sont classés selon leur mécanisme d’action.
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Voie cellulaire

Nom du géene

Agents pour lesquels le niveau d'expression du géene module la sensibilité

Transduction du
signal

Struture -
Adésion -
Mobilité

Régulation de la
transcription

Traduction -
Synthése
protéique

Transport

Autre -Inconnus

RAB6A

RHOT2

RHOA
PRKAR1A

JUN

CD59

DNCL1

HIRIP3

PC4

HMGB1

SERP1

EIF4A1

VBP1

RPL13

SEC14L1

FLJ12806 AIDA

FLJ35093

HSPC152
C200rf45
SLMO2
Cl4orf87

ERBB2
DAB2IP

TOP2A

FEN1

AA A7, Carboplatin-Cisplatin-Piperazine mustard; TU, Taxol analogue-Docetaxel.

AA A2-A6, Irofulven-Lomustine; AA A7, Iproplatin-Oxaliplatin; Df, Methotrexate derivative.

ITK, Lapatinib.

T2, Ellipticine-9-Methoxyellipticine; Rs, Pyrazofurine.

AA A7, Iproplatin-Oxaliplatin-Tetraplatin; Rs, Acivicin; Df, An antifol-Baker's antifolate; TU, Taxol
analogue; Uk, Inosine glycodialdehyde; mTi, Rapamycine (sirolimus).

AA A7, Iproplatin-Mechlorethamine-Oxaliplatin-Tetraplatin; T1, 6 N-Diethylaminoethyl; T2,
Ellipticine-ldarubicin-9Methoxyellipticine; Ds, Fluorouracil; Rs, Brequinar-Pyrazofurine; Df, An
antifol-Premetrexed; Uk, Inosine glycodialdehyde.

T2, 9-Methoxyellipticine; TU, Taxol analogue.

AA A2-A6, Irofulven; AA A7, Asaley-Fluorodopan-lproplatin-Mechlorethamine-Melphalan-
Pipobroman-Teroxirone; T1, Camptothecin, 11 formyl-Camptothecin, 11HOMe-Rebeccamycin;
T2, Idarubicin-9Methoxyellipticine; Db, N,N-dibenzyldaunorubicin-Py; Di, £]-2"-
deoxythioguanosine; Rs, Lawsone-Brequinar-Pyrazofurine; Df, Methotrexate-derivative; Uk
Inosine-glycodialdehyde.

Di, £\-2'-deoxythioguanosine-Thioguanine; Ds, Thiopurine; Rs, Pyrazofurine.

AA A2-A6, Mitomycin-Porfiromycin- Carmustine- Mitozolamide-Semustine-Trabectadin; AAA7,
Asaley-Busulfan-Carboplatin-Chlorambucil-Cisplatin-Cyclodisone-Diaminocyclohexylplatine II-
Dianhidrogalactitol-Diaziridinylbenzoquinone-Fluorodopan-Hepsulfam-Iproplatin-
Mechlorethamine-Melphalan-Oxaliplatin-Piperazine mustard-Piperazine dione-pipobroman-
Spiromustine-Teroxirone-Tetraplatin-Thiotepa-Triethylenemelamine-Uracil mustard-Yoshi 864;
ITK, Dasatinib-Sunitinib.

TU, Taxol analogue; Uk, Inosine-glycodialdehyde.

AA A2-A6, Carmustine-Lomustine; AA A7, Busulfan-Dianhidrogalactitol-Fluorodopan-Melphalan-
Oxaliplatin-Pipobroman-Tetraplatin; T1, Camptothecin, 11 formyl-Camptothecin, 11HOMe-
Rebeccamycin; T2, Etoposide; Db, N,N-dibenzyldaunorubicin; Ds, Cyclocytidine-Cytarabine; Rs, L-
alanosine-N-phosphonoacetyl-L-; Df, Aminopterine-Aminopterine derivative-Baker's antifolate-
Pemetrexed; ITK, Dasatinib.

T1, Camptothecin, 10 OH-Camptothecin, 11HOMe-SN38-Rebeccamycin-6 N-Diethylaminoethyl;
T2, Daunorubicin-Doxorubicin-Mitoxantrone-Piroxantrone; ITK, Lapatinib-Gefitinib.

AA A7, Oxaliplatin-Tetraplatin; T2, Amonafide-Deoxydoxorubicin-9Methoxyellipticine; Db, N,N-
dibenzyldaunorubicin; Dr, Hydroxyurea-Pyrazoloimidazole; Ds, Cyclocytidine-Cytarabine-
Gemcitabine; Rs, Pyrazofurine; Df, Aminopterine-An antifol-Methotrexate-derivative.

T2, Bisantrene-Deoxydoxorubicin; Di, 5-6-dihydro-5-azacytidine; TU, Trityl-cysteine-Vinblastine-
Paclitaxel-Taxol analogue.

ITK, Erlotinib-Dasatinib.

AA A2-A6, Chlorozotocin; AA A7, Chlorambucil-Diaminocyclohexylplatine II-Dianhidrogalactitol-
Hepsulfam-Melphalan-Oxaliplatin-Piperazine mustard-Piperazine dione-Teroxirone-Tetraplatin-
Thiotepa-Triethylenemelamine-Uracil mustard-Yoshi 864; T1, Camptothecin-Camptothecin, 7Cl-
Camptothecin, 9-NH2 RS-Camptothecin, 9NH2 (S)-Camptothecin, 11 formyl-Camptothecin, 20
ester-Irinotecan-Topotecan; T2, Amonafide-Amsacrine-ldarubicin-Menogaril-Teniposide; Di, £\-
2’-deoxythioguanosine-Thioguanine; Dr, Guanazole-Hydroxyurea; Ds, Aphidicolin-glycinate-
Cyclocytidine-Cytarabine-Fluorouracil-Gemcitabine; Rs, Acivicin-Pyrazofurine; Df, An antifol-
Methotrexate-Methotrexate derivative-Trimetrexate.

T2, 9-Methoxyellipticine; Rs, Pyrazofurine.

T2, Ellipticine-9Methoxyellipticine-Aclarubicine; Ds, Fluorouracil; Df, Methotrexate derivative;
TU, Dolastatine 10; P90, Geldanamycin; ITK, Sunitinib.

TU, Paclitaxel-Taxol analogue-Docetaxel.

AA A2-A6, Semustine; ITK, Lapatinib.

T1, Camptothecin, 9MeO; Uk, Thiosemicarbazone.

T2, Amsacrine-Anthrapyrazole derivative-ldarubicin-Menogaril-Mitoxantrone-NMH-ellipticine-
Piroxantrone-Teniposide.

ITK, Erlotinib-Imatinib-Gefitinib.

Tableau 24 - Suite du tableau 23.
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Ces tableaux permettent de mieux se rendre compte de la nature des corrélations obtenues.
Comme nous l'avons évoqué précédemment, on retrouve des genes dont I'expression est
corrélée avec un ou deux agents antiprolifératifs (cas de PGK1, DPM1, NDUFB3, ATP6V1F,
HSD17B4, SPC12, DPP4, CDKN2C, DAD1, AZGP1, RHOA, DNCL1, SERP1, FLJ12806, HSPC152,
ERBB2, DAB2IP et FEN1). Pour ce qui concernent les autres génes, on peut distinguer deux
groupes : ceux dont les corrélations n’impliquent qu’une seule classe d’agent et ceux
impliquant plusieurs classes d’agents antiprolifératifs. Les génes n’impliquant qu’une seule
classe d’agents sont rares et comprennent seulement les génes PRPS1 et TOP2A, dont le
niveau d’expression n’est corrélé qu’avec la sensibilité aux inhibiteurs des ADN
topoisomérases 2. Cela n’est pas étonnant pour le géene TOP2A car il est la cible privilégiée
de ce type d’agent. Dans le deuxiéme groupe on trouve les genes ATP5B, SHMT2, PSMBI1,
PCCB, SEPHS2, CPE, FTH1, NEDD5, LTBR, RAB6A, RHOT2, PRKAR1A, JUN, PC4, HMGB1, VBP1,
SEC14L1, et C200rf45 qui sont corrélés avec plusieurs agents anticancéreux appartenant a
plusieurs classes de mécanisme d’action, et les génes ATP5G3, PRDX5, NPC2, CD59, HIRIP3,
EIF4A1, RPL13, et FLJ35093 pour qui les corrélations impliquent un trés grand nombre

d’agents soulignant une certaine « aspécificité » des voies dans lesquelles ils jouent un role.

De fagcon surprenante, les inhibiteurs de tyrosine-kinase est la seule classe d’agent a
présenter des corrélations avec les genes ATP5B, ATP5G3 et ATP6V1F, codant tous les trois

des sous-unités de I’ATP synthase.

I.7. La signature spécifique des platines

Etant donné le grand nombre de corrélations identifiées par I'approche in silico, il est
évident qu’un choix s’imposait quand a la sélection des corrélations a valider dans I'étape de
confirmation in vitro. Ce choix s’est porté, assez naturellement, sur des agents dont
I'utilisation clinique est déja approuvée pour d’autres indications, ce qui rend plus facile leur
éventuelle utilisation comme alternative thérapeutique aux taxanes. Nous nous sommes
intéressés en priorité aux dérivés du platine en remarquant une certaine « sélectivité » dans
les corrélations obtenues (Tableau 25). En effet, 4 génes sont uniquement corrélés avec le
cisplatine et le carboplatine alors que d’autres sont corrélés uniquement avec l'iproplatine (5
génes), I'oxaliplatine (12 geénes) et le tétraplatine (9 génes). Entre ces deux groupes, aucun
géne n’est retrouvé en commun a I'exception du géne HMGBI1, dont le niveau d’expression

est corrélé avec la sensibilité des cinqg dérivés du platine (Tableau 25).
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Geéne Nom complet Carboplatine * Cisplatine* Iproplatine Oxaliplatine** Tétraplatine**
PRDX5 Peroxiredoxin 5 X X

RAB6A RAB6A, member RAS oncogene family X X

TMPRSS2 Transmembrane protease serine 2 X X

AZGP1 Alpha-2 glycoprotein 1 zinc X X

HIRIP3 HIRAinteracting protein 3 X

CPE Carboxypeptidase E X

RHOT2 Ras homolog gene family member T2 X

DPM1 Dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1 catalytic subunit X

CDKN2C Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C X

CD59 CD59 molecule, complement regulatory protein X X X
ATP5G3 ATP synthase H+transporting mitochondrial FO complexsubunit cisoform 3 X X X
JUN V-jun sarcoma virus 17 oncogen homolog X X X
RPL13 Ribosomal protein L13 X X
FLI35093 "FAM73A"family with sequence similarity 73, member A X X
PCCB Propionyl Coenzyme Acarboxylase, beta polypeptide X X
SHMT2 Serine HydroxyMethyl Transferase 2 X X
EIF4A1 Eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 1 X X
HMGB1 High-mobility group box 1 X X X X X

Tableau 25 - Liste des génes corrélés avec les dérivés des sels de platine.

Comme nous I'avons mentionné dans l'introduction, le cisplatine et le carboplatine sont des
platines dits « classiques », alors que le tétraplatine et I'oxaliplatine font partie de la
nouvelle génération des DACH-platines. L’oxaliplatine possede un radical oxalate qui est en
fait un double groupement acide carboxylique qui n’est pas présent sur le tétraplatine.
Liproplatine est un dérivé de structure intermédiaire qui n’a pas fait I'objet d’études
cliniques poussées. Cette spécificité de signature est d’autant plus intéressante que le
spectre d’activité des platines classiques et des DACH-platines est différent aussi bien en
termes d’efficacité de liaison a I’ADN gu’en termes de mécanisme de reconnaissance de ces
liaisons par les systémes de réparations de I’ADN (Burchenal et al. 1980; Micetich et al.
1985; Jennerwein et al. 1989), ces propriétés étant vraisemblablement liées a la nature

chimique de ces dérivés.

Nous avons donc décidé de valider au niveau fonctionnel les résultats in silico obtenus pour
9 des 11 genes dont I'expression était spécifiguement corrélée a la sensibilité a I’oxaliplatine
(au seuil considéré). Nous avons exclu de I'étude le géne ATP5G3 tres peu étudié chez
I’'homme ainsi que le géne inconnu FLJ35093 faisant simplement référence a un cadre ouvert
de lecture (orf). Nous avons également exclu le gene HMGB1 de I'analyse étant donné que

son expression est corrélée a I'’ensemble des dérivés du platine.
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Il. VALIDATION FONCTIONNELLE IN VITRO

[1.1. Caractérisation des lignées

Afin de valider fonctionnellement les corrélations identifiées par I'approche in silico, nous
avons utilisé des lignées cellulaires d’origine prostatiques, décrites précédemment. Nous
avons choisi des lignées cancéreuses qui soient le « plus représentatives possibles » d’un
cancer de la prostate de haut grade. Les lignées DU145 et LNCaP, d’origine métastatique,
sont des lignées trés utilisées pour I'étude de ce type de cancers. Elles sont de surcroit, tres
bien caractérisées au niveau génétique et représentent donc un excellent modéle d’étude.
La lignée BPH, issue de I'immortalisation de cellules provenant d’'une hyperplasie bénigne de
la prostate, constitue la lignée contréle non cancéreuse pour nos expériences. Afin de
s’assurer que ces lignées cancéreuses possedent un profil d’expression génique relativement
similaire a celui des cellules de cancers de la prostate de haut grade tel qu’il a été déterminé
par I'étude de True et al., nous avons comparé le niveau d’expression basal des 9 génes dans

les lignées DU145 et LNCaP par rapport a la lignée contréle BPH. Les résultats sont présentés

figure 33.
B

Gene Ha::rd;:el:::mal DU145/BPH LNCaP / BPH

PCCB 17 16 25 pccB
SHMT2 21 2 37 SHMT2
RHOT2 17 1,15 1,74 RHOT2
CDKN2C 23 49 13 DKN2C
EIFAA1 17 -1,07 a3 EIFAAL
DPM1 15 14 46 DPML

JUN 16 33 a6 JUN
RPL13 14 13 13 RPL13
€D59 1,8 26 105 @59

Figure 33 — (A) Mesure des profils d’expression des 9 génes corrélés a I’oxaliplatine
dans les lignées DU145 et LNCaP par rapport a la lignée BPH et (B) comparaison de ces
profils avec le profil d’expression des mémes génes de I’étude de True et al. par le code
couleur utilisé dans les expériences de microarray (C).

La figure 33A présente pour chacun des 9 génes, la comparaison entre le niveau d’expression

basale du gene dans le tissu « normal » et le niveau d’expression du gene dans le tissu
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« tumoral » sachant que pour les lignées DU145 et LNCaP, nous avons pris la lignée BPH
comme « tissu normal » de référence. Les résultats sont exprimés en variation du niveau
d’expression de 'ARNm déterminé par qRT-PCR (ou fold change). La figure 33B est une
représentation visuelle, empruntant les codes couleurs utilisés dans les études microarray,
des résultats présentés dans le panel A. Globalement, les résultats montrent de facon
satisfaisante, que le profil d’expression de ces genes dans les lignées est similaire a celui
retrouvé dans les tumeurs de hauts grades utilisés dans I'étude de True et al. les seules
différences notoires concernant les génes EIF4A1 et DPM1, différences pouvant étre liées au

choix de la lignée BPH comme « contréle ».

Nous avons donc décidé de passer a |'étape de validation fonctionnelle pour ces 9 génes
dans ces trois lignées en testant, pour chacune, I'effet de la répression de ces génes sur la

sensibilité a I’oxaliplatine et au cisplatine (utilisé comme contrdle négatif de validation).

[1.2. Résultats préliminaires des tests de clonogénicité sur le gene SHMT2

Initialement, nous avions décidé d’utiliser le test de clonogénicité pour vérifier I'effet de la
répression des genes sur la sensibilité a I'oxaliplatine et au cisplatine et de contréler
I'efficacité des ARN interférents au niveau protéique par Western blotting. Nous avons
rapidement obtenus des résultats concluants pour le géne SHMT2 (Fig. 34). Ces résultats
proviennent de deux expériences indépendantes (chaque concentration étant testée en
triplicate). Les ICso ont été déterminées par extrapolation des courbes de cytotoxicité et
exprimées sous forme de ratio AlCsq (= IC5 de la lignée transfectée par les sSiRNA SHMT2/1Csq

de la lignée transfectée par le si RNA controle) (Tableau 26).

Les Western blot confirment que dans chaque cas, la transfection des cellules par le siRNA
SHMT2 ai bien entrainé une réduction significative du niveau de protéine cible par rapport

aux cellules transfectées par le siRNA contréle (entre 60 et 80 % de réduction) (Fig. 34).
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Les résultats de clonogénie obtenus pour le gene SHMT2 sont présentés figure 34.
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Figure 34 - Impact de la sous-expression du gene SHMT2 sur la sensibilité aux platines
dans les 3 lignées.

A-D-G, résultats des tests de clonogénicité sur les lignées DU145, LNCaP et BPH, traitées a
loxaliplatine ou au cisplatine (B-E-H). C-F-I, Western blots de contréle de la réduction du niveau

d’expression du géne SHMT?2 dans les lignées DU145, LNCaP et BPH, respectivement.

Au niveau fonctionnel, la diminution du niveau de SHMT2 confére donc aux cellules DU145
et LNCaP une résistance a l'oxaliplatine (Fig. 34A et D). Ces résultats vont dans le sens

indiqué par I'analyse in silico, qui montrait qu’une forte expression du gene était corrélée a
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une sensibilité a I'oxaliplatine. L’analyse in silico n’avait pas révélé de corrélation pour le
cisplatine ce qui est également confirmé par le fait que le siRNA anti-SHMT2 n’a pas d’effet
sur la sensibilité au cisplatine (Fig. 34B et E). De plus, la diminution de I'expression de SHMT2
n’a aucun effet sur la sensibilité de la lignée BPH aux deux dérivés du platine (figure 34G et
H) montrant que l'influence du géne SHMT2 sur la sensibilité a I'oxaliplatine n’est observée

que dans un contexte « tumoral ».

A IG5,

Lignée cellulaire Oxaliplatine Cisplatine
DU145 3,8 1
LNCaP 3,7 1,17

BPH 1,02 1,15

Tableau 26 - Rapport des sensibilités aux platines dans les 3 lignées.

Chaque valeur correspond au ratio de U'ICs, de la condition siRNA sur la condition controle.

Cette premiere étape nous a conforté en termes de rationnel de I'approche choisie, mais a
souligné la difficulté de pouvoir utiliser les tests de clonogénicité et de Western blotting pour
confirmer I'effet des siRNAs dans la suite de nos validations fonctionnelles. Compte tenu du
nombre de génes a étudier dans les trois lignées pour les deux dérivés de platine et surtout
du fait que pour certains génes les anticorps choisis ne donnaient pas de résultats
satisfaisants dans les premiers tests, nous avons décidé d’opter pour le test de cytotoxicité
en microplaques pour évaluer les effets des siRNAs sur la sensibilité aux dérivés de platine,
et de vérifier I'effet des siRNA sur le niveau d’expression des génes par la technique de qRT-
PCR en temps réel. A cette occasion, nous avons également étudié le géne SHMT2, le test de
cytotoxicité utilisé n’étudiant pas les mémes parametres cellulaires que le test de

clonogénicité.

I1.4. Résultats des tests de cytotoxicité

Chaque test de cytotoxicité a été réalisé au moins deux fois. Les figures 35 a 40 présentent
un exemple des résultats de la modulation de la sensibilité a I'oxaliplatine et au cisplatine,
obtenus pour les 3 lignées cellulaires, lorsque le niveau d’expression des 9 génes est

diminué.

154



RESULTATS - PARTIE 1

II. VALIDATION FONCTIONNELLE IN VITRO

11.4.1. Résultats de la lignée DU145
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Figure 35 - Effet de la sous-expression des génes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A aI) sur la
sensibilité de la lignée DU145 a ’oxaliplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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Figure 36 - Effet de la sous-expression des géenes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A aI) sur la

sensibilité de la lignée DU145 au cisplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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EII.4.2. Résultats de la lignée LNCaP
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Figure 37 - Effet de la sous-expression des génes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A a 1) sur la

sensibilité de la lignée LNCaP a I’oxaliplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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Figure 38 - Effet de la sous-expression des genes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A aI) sur
la sensibilité de la lignée LNCaP au cisplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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EII.4.3. Résultats de la lignée BPH
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Figure 39 - Effet de la sous-expression des géenes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A aI) sur
la sensibilité de la lignée BPH a I’oxaliplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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Figure 40 - Effet de la sous-expression des géenes SHMT2, EIF4A1, RPL13, CD59, JUN, PCCB, RHOT2, DPM1 et CDKN2C (A aI) sur
la sensibilité de la lignée BPH au cisplatine. Chaque point correspond au pourcentage de survie en fonction de la concentration en drogue.
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Le tableau 27 présente l'intégralité des résultats obtenus par les tests de cytotoxicité.

IC,, siRNA ciblant

Moyenne ————
IC,,siRNA contréle
BPH DU145 LNCaP
Géne Traitemene OTEAton T £ SD Moy. 5D Moy. £SD
insilico
sumpy  Oxdliplatine  positive 1,18 0,14 3,36* 0,67 2,98 * 1,03
Cisplatine NS 0,91 0,64 2,39« 1,29 1,30 0,21
frpany  OXaliplatine  positive 0,84 0,11 0,32+ 0,14 0,22+ 0,01
Cisplatine NS 0,96 0,58 2,19 = 0,60 1,00 0,71
ppLyz  Oxaliplatine  positive 1,09 0,48 2,08 = 1,22 0,41+ 0,05
Cisplatine NS 1,48 1,15 1,29 0,42 0,51 0,06
— Oxaliplatine négative 1,38 0,38 0,37 * 0,03 0,24+ 0,11
Cisplatine NS 0,97 0,40 1,93 0,69 0,65 0,24
s Oxaliplatine négative 0,86 0,41 0,44 = 0,22 1,13 0,70
Cisplatine NS 0,75 0,13 1,66 0,01 0,84 0,00
—_ Oxaliplatine  positive 1,14 0,25 2,90 * 1,54 2,62* 1,63
Cisplatine NS 0,99 0,57 1,20 0,28 0,57 0,01
o OXdliplatine  positive 1,66 0,66 0,91 0,43 3,27+ 2,19
Cisplatine NS 1,29 0,30 1,67 0,19 1,35 0,35
m—— Oxaliplatine  positive 0,79 0,06 3,32 = 0,53 1,16 0,34
Cisplatine NS 1,02 0,44 1,79 0,36 0,51 0,01
coknac  OxAlplatine  négative 0,93 0,14 0,43 = 0,03 1,34 0,41
Cisplatine NS 1,34 0,43 1,51 0,41 3,18* 0,59

Tableau 27 - Résultats des tests de cytotoxicité montrant la modulation de la sensibilité
aux platines dans les 3 lignées cellulaires, par la diminution du niveau d’expression de
chacun des 9 génes.

Chaque valeur du tableau correspond au ratio entre les IC50 obtenues pour les cellules transfectées
par le siRNA ciblant le géne d’intérét et les IC50 obtenues pour les cellules transfectées par le siRNA
controle (moyenne + SD d’au moins 2 expériences indépendantes). Un rapport > 2 ou < 0,5 (*)
indique que la diminution du niveau d’expression du géne rend les cellules deux fois plus résistantes
ou deux fois plus sensibles a la drogue, respectivement et représente le seuil de significativité que

nous nous sommes fixeés.

Pour chaque expérience, nous avons calculé le rapport entre I'lCso du dérivé de platine
obtenue dans les cellules transfectées par le siRNA ciblant le géne d’intérét et I'lCso obtenue
dans la condition contrdle. Un rapport > 1 indique un décalage de la courbe de cytotoxicité
vers la droite qui correspond a une plus grande résistance des cellules a la drogue lorsque le
niveau d’expression du géne est diminué. A l'inverse, un chiffre < 1 indique que la
diminution du niveau d’expression du gene sensibilise les cellules a la drogue. Nous avons
considéré comme significatif un changement de sensibilité correspondant a un rapport

supérieur a 2 ou inférieur a 0,5 (variation d’un facteur 2) (Tableau 27, *).
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Pour la lignée DU145, la diminution du niveau d’expression de 8 genes est associée a une
différence significative en termes de sensibilité a I’oxaliplatine, démontrant qu’il existe bien
un lien fonctionnel entre leur niveau d’expression et la sensibilité a ce dérivé du platine. Le
géne EIF4A1 montre une relation inverse a celle prédite par I'analyse in silico. De plus, le
niveau d’expression des genes SHMT2 et EIF4A1 semble également moduler la sensibilité au

cisplatine, ce qui n’était pas attendu d’aprés les résultats de I'approche in silico.

Pour ce qui concerne la lignée LNCaP, I'expression de 6 genes, parmi les 9, semble étre
fonctionnellement reliée a la sensibilité a I'oxaliplatine. Les génes EIF4A1 et RPL13 montrent
une relation inverse a celle prédite par I'analyse in silico. De plus, le niveau d’expression du
géne CDKN2C semble également moduler la sensibilité au cisplatine, ce qui n’était pas

attendu d’apreés les résultats de I'approche in silico.

De maniére intéressante, la diminution du niveau d’expression des 9 genes n’entraine aucun
changement de sensibilité de la lignée BPH a I'oxaliplatine ou au cisplatine. Ce sont des
résultats qui ne vont pas dans le sens de ce que l'on attendait mais qui refletent
probablement la nécessité d’un contexte « tumoral » pour que le lien entre expression des

genes et sensibilité aux drogues puisse étre observé.

Les figures 41 et 42 présentent une comparaison des résultats obtenus entre lignées
cancéreuses prostatiques DU145 et LNCaP et lignée « normale » BPH, un test de Student
ayant été utilisé pour déterminer si les différences observées étaient statistiquement

significatives et a quel seuil.
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Figure 41 — Représentation graphique correspondant aux résultats présentés dans le
tableau 26 pour 'oxaliplatine.

(*)p<0,05; (*) p <0,01; (***) p <0,001.

Cette représentation montre bien que la diminution du niveau d’expression de 8 genes sur 9
et de 6 genes sur 9 pour les lignées DU145 et LNCaP, respectivement, module bien la
sensibilité de ces deux lignées a 'oxaliplatine. Pour quatre génes (PCCB, SHMT2, CD59 et
EIF4A1), la modulation de la sensibilité a 'oxaliplatine est reproductible dans les deux
lignées cancéreuses. Pour les genes DPM1, RHOT2, CDKN2C et JUN, une différence
significative est mise en évidence dans au moins une des deux lignées, le seul géne ayant
fourni des résultats contradictoires étant le géne RPL13 dont la diminution d’expression
conduit a une résistance ou une sensibilité a I'oxaliplatine selon la lignée considérée. Les
mémes analyses réalisées pour le cisplatine ne montrent aucune différence entre lignées
DU145 ou LNCaP et lignée BPH, hormis le seul gene CDKN2C dont I'expression module Ila
sensibilité au cisplatine uniquement dans la lignée LNCaP. Il existe donc globalement une

spécificité de signature vis-a-vis de |'oxaliplatine.
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Ces résultats permettent donc pour la premiere fois, d’identifier et de valider au niveau
fonctionnel une signature de 8 génes dont I'expression pourrait étre utilisée pour prédire la
réponse a l'oxaliplatine dans des lignées cancéreuses de prostate. L'identification de cette
signature fournit également la preuve de concept qu’il est possible par une telle approche
d’identifier des drogues qui puissent étre proposées en alternative aux taxanes pour le
traitement des cancers de prostate de haut grade, objectif que nous étions fixés pour cette

theése.

10+
3 BPH

£ puiss
30 LNCaP

Variation de ['1 Gy, pa rapport au siRNA controle

Figure 42 - Représentation graphique correspondant aux résultats présentés dans le
tableau 26 pour le cisplatine.

(*) p <0,05.

Cette représentation démontre qu’il n’est pas possible d’établir une signature de réponse au
cisplatine, malgré le fait que quelques différences de sensibilité a la drogue semblent a la
limite de la significativité. Cependant, les tests de Student n’ont validé qu’une seule de ces
différences lorsqu’on les compare a la lignée non cancéreuse, a savoir que la diminution du
niveau d’expression du géne CDKN2C apporte une résistance des LNCaP au cisplatine (p-
value < 0,05), les expériences de cytotoxicité ayant montré, de surcroit, une bonne

reproductibilité.
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Dans nos modeles de lignées cellulaires de cancer de la prostate, nous avons confirmé la
plupart des prédictions de I'approche in silico, ce qui permet de valider I'existence d’une

signature de réponse a l'oxaliplatine, d’aprés le niveau d’expression de 8 genes.

I1.5. Validation de la diminution d’expression des génes par gRT-PCR

Pour chaque expérience de cytotoxicité, nous avons donc mesuré la diminution de la
quantité d’ARNm des genes et comparé a celui de la condition contrdle, afin de vérifier que
les différences observées étaient bien liées a une réduction du niveau d’expression des

genes étudiés (figure 43).
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Figure 43 - Vérification de la diminution de I'expression des genes par qRT-PCR.

Le contréle du niveau de répression des génes a été mesurés 48 h apreés la transfection des cellules
avec les siRNA. Chaque valeur représente la moyenne + SD des rapports entre le niveau d’expression
dans la condition siRNA ciblant le géne d’intérét sur la condition siRNA controle de chaque

expérience.

La diminution du niveau d’expression est de plus de 50 % pour la totalité des génes, a

I’exception du siRNA anti-JUN qui a montré une efficacité moindre dans la lignée BPH. Cette
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mesure du niveau d’expression par qRT-PCR nous permet de valider les résultats des tests de

cytotoxicité.
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RESULTATS - PARTIE 2 I. ETUDE DU MODELE CHO 51-11 MUTE POUR SHMT?2

Comme nous l'avons souligné précédemment, la signature d’expression que nous avons
identifiée semble spécifique de I'oxaliplatine. Dans la deuxieme partie de notre travail, nous
avons voulu étudier plus en amont cette spécificité sur le plan mécanistique en nous
intéressant plus particulierement a certains genes impliqués dans des voies importantes
dérégulées dans les cancers de hauts grades, et notamment a ceux impliqués dans le
métabolisme monocarboné. Nous avons donc décidé de nous focaliser dans un premier

temps sur le géne SHMT2 jouant un réle clé dans cette voie métabolique.

I. ETUDE DU MODELE CHO 51-11 MUTE POUR SHMT2

Les résultats obtenus dans la premiére partie de notre travail montrent que la diminution de
I'expression de SHMT2 conféere une résistance a I'oxaliplatine alors qu’elle n’affecte pas la
sensibilité des cellules DU145 et LNCaP au cisplatine. SHMT2 est une sérine hydroxyméthyl
transférase dont le role est de catalyser le transfert d’un groupement méthyle d’une sérine
vers le THF pour synthétiser du DMTHF (DiMéthyl-THF) et de la glycine. Nous avons dans un
premier temps voulu savoir si 'activité catalytique de SHMT2 était impliquée dans la
sensibilité a I'oxaliplatine. Pour cela, nous avons utilisé des cellules de hamster chinois
spécifiguement invalidées pour SHMT2 (cellules CHO 51-11). Elles possédent un niveau de
SHMT2 comparable aux cellules contréles CHO K1 mais I'enzyme ne posséde pas d’activité
catalytique (par la présence d’'une mutation inactivatrice). Nous avons comparé la sensibilité

des cellules CHO 51-11 et CHO K1 a I'oxaliplatine et au cisplatine (Fig. 44).
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RESULTATS - PARTIE 2 I. ETUDE DU MODELE CHO 51-11 MUTE POUR SHMT?2
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Figure 44 — Comparaison de la sensibilité des cellules CHO K1 et CHO 51-11, inactivées
pour SHMTz2, aux dérivés du platine.

Les cellules sont traitées en continu pendant 72 h. A, résultats des tests de clonogénie réalisés avec
une concentration fixe doxaliplatine et de cisplatine. B et D, résultats des tests MTT avec
loxaliplatine et le cisplatine, respectivement. Les résultats sont exprimés en % de survie en fonction
de la concentration en drogue et représentent la moyenne + SD de deux expériences indépendantes
réalisées en triplicate. C, Western-blot de contrédle du niveau de SHMT?2 dans les lysats totaux des

cellules CHO K1 et CHO 51-11. L’actine est utilisée comme controéle de charge.

Les premiers résultats obtenus avec une concentration de médicament induisant environ
60 % de mort cellulaire montrent clairement que la lignée CHO 51-11 déficiente en SHMT2
est résistante a l'oxaliplatine par rapport a la lignée CHO K1. En revanche, elle est
légerement plus sensible au cisplatine. Ces résultats ont été reproduits par des tests de
cytotoxicité utilisant une large gamme de concentration pour les deux drogues (Fig. 44B et
D), confirmant une résistance d’un facteur 10 des cellules CHO 51-11 a l'oxaliplatine
comparé aux cellules contréles (ICso= 5,21 uM pour la lignée CHO 51-11 par rapport a
0,525 uM pour la lignée CHO K1). On retrouve également une légére sensibilité (de I'ordre
de 2 fois) des cellules CHO 51-11 au cisplatine. Ces résultats confirment donc les résultats

obtenus par la réduction du niveau d’expression de SHMT2 sur les lignées DU145 et LNCaP.
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RESULTATS - PARTIE 2 I. ETUDE DU MODELE CHO 51-11 MUTE POUR SHMT?2

lIs ont également permis de conclure que c’est la diminution de 'activité de SHMT2, plutét
que son niveau d’expression, qui est responsable de la « spécificité » de réponse a

I’oxaliplatine que nous avons observé.

Nous avons ensuite voulu savoir si cette « spécificité » de réponse a I'oxaliplatine était liée a
la structure chimique méme de ce dérivé du platine. L'oxaliplatine différe du cisplatine par la
présence du cycle DACH et du groupement oxalate. Nous avons tout d’abord testé si la
partie oxalate avait un réle a jouer, en comparant la cytotoxicité de I'oxaliplatine a celle du
cisplatine en présence d’oxalate. Nous avons vérifié si I'addition d’oxalate au cisplatine

pouvait conférer le méme type d’effet que I'oxaliplatine (Figure 45).

‘;-6_ ! % survie
MLl mB&l
o
0]
=
o T T
CHOK1 CHO 51-11
Oxalate (uM) - 50 100 200 500 - 50 100 200 500
{ B ) ‘C )
CHOK1 CHO51-11
% survie % survie
1004 1004 3 + Cisplatine 1 pM
.+ Cispiatine 1 M @@ + Oxaliplatine 2 pM
@3 + Oxaliplatine 2 pM l
754 754 = 7]
504 50

i i le [II J
0 l T - l‘. l:‘ 0 T - l.‘“ 1.
0 50 100 200 50 100 200
[Oxalate] uM [Oxalate] uMm

o -

Figure 45 — Effet de I'oxalate sur la sensibilité des cellules CHO K1 et CHO 51-11 aux
dérivés du platine.

Les cellules ont été cultivées 48 h dans un milieu enrichi en oxalate avant d’étre traitées en continu
pendant 72 h aux dérivés du platine. A, détermination des doses maximales d’oxalate n’induisant pas
de diminution de survie. B, résultats des tests MTT sur les dérivés du platine en présence de
concentrations croissantes en oxalate dans les lignées CHO K1 et CHO 51-11 (C). Les résultats sont
exprimés en % de survie en fonction de la concentration en drogue et représentent la moyenne + SD

de deux expériences indépendantes réalisées en triplicate.
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RESULTATS - PARTIE 2 I. ETUDE DU MODELE CHO 51-11 MUTE POUR SHMT?2

Nous avons tout d’abord déterminé les concentrations optimales d’oxalate a utiliser. Les
résultats montrent que la concentration maximale d’oxalate seul n’induisant pas de baisse
significative de la survie des lignées CHO était de 200 uM environ (Fig. 45A). Dans ces
conditions, I'apport d’oxalate ne permet pas de restaurer le différentiel de sensibilité entre
les cellules CHO K1 et CHO 51-11 au cisplatine et il n’a, par ailleurs, aucune influence sur la
sensibilité a I'oxaliplatine (Fig. 45B et C). Il semble donc que le groupement oxalate ne soit
pas a l'origine de la spécificité de réponse a I'oxaliplatine liée au gene SHMT2. Nous avons
donc testé si cette spécificité était liée a la partie DACH de I'oxaliplatine. Pour cela, nous
avons testé I'effet du dichloro(1,2-diaminocyclohexane)-platinum(ll), une molécule similaire
a l'oxaliplatine sans le groupement oxalate et qui forme le méme type d’adduits que

I'oxaliplatine (Zdraveski et al. 2002) (Figure 46).
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Figure 46 - Comparaison de la sensibilité des cellules CHO Ki et CHO 51-11 au
dichloro(1,2-diaminocyclohexane)-platinum(II).

Résultats du test MTT sur les lignées CHO K1 et CHO 51-11 traitées en continu pendant 72 h au DACH
platine. Les résultats, issus d’une expérience réalisée en quadruplicat, sont exprimés en % de survie

en fonction de la concentration en drogue.

Comme le montre le résultat présenté figure 46, les cellules CHO 51-11 sont plus résistantes
(de I'ordre de 7 fois) au DACH platine que les cellules CHO K1, démontrant que c’est bien le

groupement DACH qui est responsable de la spécificité de réponse a I'oxaliplatine.
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RESULTATS - PARTIE 2 II. ETUDE DE L’ISOFORME SHMT1

Il. ETUDE DE L’ISOFORME SHMT1

Nous avons démontré que l'activité de SHMT2 avait un réle important a jouer dans la
sensibilité des cellules a I'oxaliplatine. Nous avons donc voulu tester si, de maniére plus
large, une dérégulation du cycle glycine-sérine était également capable de moduler de
maniere spécifique la sensibilité des cellules a ce dérivé du platine. Nous nous sommes pour
cela intéressé a SHMT1, l'autre enzyme SHMT impliquée dans ce cycle. Nous avons en
premier lieu testé si la diminution de I'expression de SHMT1 était capable, comme pour

SHMT2, de conférer une résistance sélective a I'oxaliplatine (figure 47).
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Figure 47 - Comparaison de la sensibilité de la lignée DU145 a l'oxaliplatine par la
diminution du niveau d'expression de SHMTi, SHMT2 et des deux SHMT
simultanément.

Les cellules ont été transfectées pendant 48 h avec les siRNA correspondants, avant d'étre traitées
aux dérivés du platine pendant 72 h. A et B, résultats des tests MTT apres traitement par
loxaliplatine et par le cisplatine, respectivement. Les résultats sont exprimés en % de survie en
fonction de la concentration en dérivés du platine et représentent la moyenne + SD de deux

expériences indépendantes réalisées en triplicate.

Les résultats (Fig. 47A) montrent que la transfection par un siRNA anti-SHMT1 confére une
résistance des cellules DU145 a I'oxaliplatine. Cette résistance est toutefois inférieure a celle

observée par les cellules transfectées par le siRNA anti-SHMT2. Par ailleurs, la résistance a
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RESULTATS - PARTIE 2I11. ALTERATION DU POOL GLYCINE-SERINE ET SENSIBILITE A L’OXALIPLATINE

I'oxaliplatine induite par le siRNA anti-SHMT2 n’est que légerement potentialisée par la
transfection avec le siRNA anti-SHMT1 (Fig. 47A). Nous avons étudié dans les mémes
conditions l'effet de la modulation de SHMT1 sur la sensibilité des cellules DU145 au
cisplatine. Les résultats ne montrent pas de différence significative pour des doses
inférieures a 0,5 uM, une légere résistance étant observée pour des concentrations

supérieures en cisplatine (Fig. 47B).

Ces résultats confirment I'importance des genes SHMT dans la sensibilité des cellules DU145
a I'oxaliplatine mais suggerent que ces deux genes n’ont probablement pas le méme impact,

étant donné leur réle différent dans la régulation du pool glycine-sérine.

I1l. ALTERATION DU POOL GLYCINE-SERINE ET SENSIBILITE A
L’OXALIPLATINE

Aprés avoir étudié I'implication des deux génes clé dans la régulation du pool glycine-sérine,
nous avons voulu savoir si un déséquilibre en glycine ou en sérine pouvait avoir une
répercussion sur la sensibilité des cellules a I'oxaliplatine. Nous avons donc étudié I'effet de
supplémentation du milieu de culture en glycine, en sérine ou en sarcosine sur la sensibilité
des cellules CHO K1 et CHO 51-11 aux deux dérivés du platine (Fig. 48). Nous avons montré
précédemment que la sarcosine était « recyclée » dans la mitochondrie pour reformer de la
glycine mais également que sa forte concentration déclenchait [Iinvasion. Des
concentrations de 500 mg/L en glycine et/ou sérine et de 2,5 g/L en sarcosine ont été

utilisées.
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Figure 48 — Effet de l’altération de I’équilibre glycine-sérine sur la sensibilité des
lignées CHO a l'oxaliplatine.

Les cellules ont été cultivées 48 h dans un milieu enrichi en glycine (A et E), en sérine (B et F), en
glycine et en sérine (C et G) ou en sarcosine (D et H) avant d’étre traitées pendant 72 h par
loxaliplatine. Les résultats des tests MTT sont exprimés en % de survie en fonction de la
concentration en oxaliplatine et représentent la moyenne + SD de deux expériences indépendantes

réalisées en triplicate.

Les résultats présentés en figure 48A et B, montrent que l'apport exogene de fortes
concentrations en glycine ou en sérine n’affecte pas la sensibilité des cellules CHO K1 a
I'oxaliplatine. En revanche, l'apport conjoint de glycine et de sérine entraine une
sensibilisation des cellules CHO K1 a I'oxaliplatine (d’un facteur 4 environ), une différence
qui n'est pas observée pour la lignée CHO 51-11 (Fig. 48G). De facon intéressante, un
résultat similaire est obtenu pour un milieu enrichi en sarcosine (sensibilisation de la lignée
CHO K1 a l'oxaliplatine d’'un facteur 4 également). Ces résultats confirment que la
dérégulation du pool de glycine et de sérine intervient dans la modulation de la sensibilité
cellulaire a I'oxaliplatine. La sensibilisation observée par I'apport d’'un mélange glycine-sérine
ou de sarcosine est probablement a mettre en relation avec une activation du cycle ayant

pour but de consommer ces acides aminés exogenes. Ce phénomeéne nécessite I'activité de

SHMT2 puisqu’aucun effet n’est observé dans la lignée CHO 51-11 (Fig. 48E a H). Par
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RESULTATS - PARTIE 2 IV. DEGRE DE METHYLATION ET SENSIBILITE A L’OXALIPLATINE

opposition, un blocage du cycle par la diminution du niveau d’expression des SHMT confere

une résistance a |'oxaliplatine.

Les résultats sur le cisplatine n’ont montré aucune différence dans toutes les conditions
testées (résultats non présentés) démontrant une fois de plus, la spécificité de ce

mécanisme vis-a-vis de I'oxaliplatine.

IV. DEGRE DE METHYLATION ET SENSIBILITE A LOXALIPLATINE

Comme nous l'avons évoqué précédemment, I'augmentation de la concentration en
différents métabolites comme la glycine ou la sarcosine témoigne de dérégulations du
métabolisme qui sont associés au développement du cancer de la prostate. La dérégulation
du cycle glycine-sérine peut, dans ce cadre, influencer indirectement le niveau de
méthylation de I’ADN dont on sait par ailleurs qu’il modifie la sensibilité aux dérivés du
platine. Nous avons donc voulu étudier si la résistance a I'oxaliplatine que nous observions
en réponse a la diminution du niveau d’expression des SHMT pouvait étre liée a une

différence de niveau de méthylation de I’ADN.

Nous avons considéré dans un premier temps |'étude du niveau de méthylation globale de
I’ADN par mesure de la méthylation de 4 CpG du geéne LINE-1. La quantification du niveau de
méthylation des cytosines de ces CpG est effectuée par pyroséquencage. Nous avons dans
un premier temps validé la méthodologie en mesurant le niveau de méthylation de
différents ADN contrdéles reflétant un statut d’hyperméthylation, d’hypométhylation et deux
statuts de méthylation intermédiaires (66 et 33 %, respectivement). Les résultats de la figure
49A montrent le niveau de méthylation obtenu pour ces 4 ADNs témoins. Il est a noter que
’ADN non-méthylé ressort de I'analyse aux alentours de 6 % de méthylation et qu’a
I'inverse, un ADN supposé 100 % méthylé ne ressort qu’a un taux de 85 % de méthylation.
L'analyse du taux de méthylation de ’ADN génomique des 3 lignées prostatiques DU145,
LNCaP et BPH, révele que seule la lignée LNCaP présente un ADN faiblement méthylé (taux
d’environ 33 %), alors que les lignées DU145 et BPH apparaissent comme hyperméthylées
avec un niveau de méthylation de 81 et 73 %, respectivement (Fig. 49B). Il est intéressant de
noter que la sensibilité de ces lignées aux dérivés du platine est inversement proportionnelle
au niveau de méthylation global de leur ADN tel que nous I'avons évalué (Fig. 49C et D). De

facon intéressante, cette relation est plus marquée pour I'oxaliplatine que pour le cisplatine,
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RESULTATS - PARTIE 2 IV. DEGRE DE METHYLATION ET SENSIBILITE A L’OXALIPLATINE

puisque la lignée LNCaP est environ 13 fois plus sensible a I'oxaliplatine que la lignée DU145
alors qu’elle n’est que 4 fois plus sensible au cisplatine. De méme, on note que la « faible »
différence de niveau de méthylation entre la lignée BPH et la lignée DU145 (73 contre 81 %)
se traduit par une assez forte différence de sensibilité a I'oxaliplatine (la lignée DU145 étant
3 fois plus résistante que la lignée BPH) alors qu’elle n’est pas accompagnée d’une différence
significative de sensibilité au cisplatine. Cette donnée suggére qu’une faible différence de
méthylation globale peut avoir une répercussion importante sur la sensibilité a I'oxaliplatine

gu’elle n’a pas (ou beaucoup moins) sur la sensibilité au cisplatine.
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Figure 49 — Lien entre le niveau de méthylation globale des lignées et la sensibilité aux
dérivés du platine.

A, mesure du niveau de méthylation globale des différents ADN contréles par pyroséquencage. B,
mesure du niveau de méthylation de LINE-1 dans U'ADN des différentes lignées prostatiques par
pyroséquencage. C et D, résultats des tests de sensibilité des lignées prostatiques a Uoxaliplatine et
au cisplatine, respectivement, apreés un traitement continu de 72 h. La survie cellulaire a été évaluée

par un test au MTT (DU145 et BPH) ou pas coloration au cristal violet (LNCaP).
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Dans ce contexte nous avons donc étudié 'effet de la régulation de SHMT2 ou de SHMT1,
dont on sait que la diminution de leur niveau d’expression induit une résistance des cellules
DU145 et LNCaP a I'oxaliplatine, sur le niveau de méthylation globale de I’ADN (Fig. 50). Les
résultats montrent que leur diminution d’expression n’induit aucun changement significatif
du niveau de méthylation globale de I’ADN de la lignée BPH (Fig. 50A). Ce résultat n’est pas
surprenant dans la mesure ou la modulation des deux SHMT ne modifie pas la sensibilité de
cette lignée a I'oxaliplatine. Le méme type de résultat est obtenu dans la lignée DU145, dans
laquelle on ne note pas de modification du niveau de méthylation (Fig. 50B). Cependant, il
semble que pour cette lignée, le niveau de méthylation basal soit déja au « maximum » de
ce que la technique du pyroséquencage peut mesurer. |l est donc difficile, dans ces
conditions expérimentales, de mettre en évidence une augmentation de méthylation que
I’on s’attend a avoir en réponse a une diminution du niveau d’expression de SHMT1 et/ou de
SHMT2. En revanche, pour la lignée LNCaP, pour laquelle le niveau basal de méthylation
global est faible (environ 33 %), on peut remarquer que la diminution d’expression de I'une
ou l'autre des deux isoformes de SHMT, entraine une augmentation du niveau global de
méthylation de I’ADN, ce niveau passant a une valeur de plus de 40 %, soit une différence
comparable a celle qui existe entre la lignée BPH et DU145 qui présentent une différence de

sensibilité a I'oxaliplatine d’un facteur 3 (Fig. 50C).
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Figure 50 - Effet de la modulation du niveau d’expression des SHMT sur le niveau de
méthylation globale des lignées prostatiques.

Les cellules ont été transfectées pendant 48 h avec les siRNA correspondants puis TADN génomique a
été extrait pour analyser le taux de méthylation de LINE-1 par pyroséquencage. A, B et C, effets de la
diminution du niveau d’expression des SHMT sur le taux de méthylation globale de la lignée BPH,

DU145 et LNCaP, respectivement.
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RESULTATS - PARTIE 2 IV. DEGRE DE METHYLATION ET SENSIBILITE A L’OXALIPLATINE

L’augmentation, bien que modeste, du taux de méthylation de I’ADN de la lignée LNCaP
représente un résultat encourageant car nous avons montré qu’une faible différence dans le
taux de méthylation globale de ’ADN pouvait avoir des répercutions importantes sur la

sensibilité a I’oxaliplatine (Fig. 49).

Il nous a semblé pertinent, pour valider ces résultats, d’utiliser la stratégie inverse qui est
d’induire une diminution significative du taux de méthylation globale des lignées cellulaires
en utilisant un agent déméthylant et de mesurer son impact sur la sensibilité des cellules aux
dérivés de platine. Pour cela, nous avons été amenés a tester différentes concentrations de
5-azacytidine (de 2 a 5 uM) afin de déterminer les conditions optimales de déméthylation

pour chaque lignée cellulaire utilisée (Fig. 51).
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Figure 51 - Effets de la 5-azacytidine sur le niveau de méthylation global de PADN des
lignées cellulaires prostatiques.

Les cellules ont été traitées, toutes les 24 h, par les concentrations indiquées de 5-azacytidine sur une
durée totale de 72 h (lignées DU145 et BPH) ou 120 h (lignée LNCaP). L’ADN génomique a été extrait

pour analyser le taux de méthylation de LINE-1 par pyroséquencage.

De maniere inattendue, ce sont les concentrations les plus faibles en azacytidine qui ont
permis d’obtenir les meilleurs niveaux de déméthylation avec un effet maximal de 28 % pour
la lignée BPH a une concentration de 5 uM de 5-azacytidine (Fig. 51). Pour les lignées DU145
et LNCaP, en revanche, nous n’avons pu réduire le niveau de méthylation que de 13 et 9 %,

respectivement, avec une concentration de 5-azacytidine de 2 puM. Il nous faut donc
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améliorer les conditions de déméthylation de I’ADN de ces lignées, par des temps
d’incubation de 5-azacytidine plus longs, ou grace a lutilisation d’autres agents
déméthylants, avant de pouvoir tester I'effet de cette déméthylation sur la cytotoxicité des

dérivés de platine. Ce travail est toujours en cours.
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DISCUSSION I. APPROCHE IN SILICO ET VALIDATION FONCTIONNELLE

I. APPROCHE IN SILICO ET VALIDATION FONCTIONNELLE

Les cancers de la prostate de haut grade représentent une catégorie particuliére de cancers
dont la prise en charge actuelle reste pourtant identique a celle des autres cancers de la
prostate. L'utilisation de la chimiothérapie dans cette indication date d’une dizaine d’années
environ (Tannock et al. 1996; Kantoff et al. 1999; Oh and Kantoff 1999). Actuellement, les
deux molécules qui sont approuvées appartiennent a la méme famille chimique des
taxanes : le docétaxel en premiére ligne (Oh and Kantoff 1999; Picus and Schultz 1999;
Petrylak et al. 2004; Tannock et al. 2004) et trés récemment le cabazitaxel en deuxieme ligne
(de Bono et al. 2010; Paller and Antonarakis 2011). Malheureusement, |'utilisation de ces
médicaments ne permet pas d’entrevoir des régressions durables de la maladie. Etant donné
I"augmentation constante du nombre de cancers de la prostate, il est donc crucial
d’identifier de nouvelles alternatives thérapeutiques aux taxanes. Beaucoup d’essais ont été
réalisés avec d’autres médicaments (Mike et al. 2006), mais les résultats obtenus sont
décevants malgré quelques réponses intéressantes, probablement du fait que les
populations de patients inclus dans ces essais étaient hétérogénes en ce qui concerne les

caractéristiques de leurs tumeurs et en particulier le grade de Gleason.

L’objectif principal de notre travail de These était de proposer une stratégie de recherche
d’alternatives thérapeutiques sur une base rationnelle qui prenne en compte les
caractéristiques génétiques spécifiques des tumeurs de haut grade. Nous avons donc
recherché dans la littérature s'il existait des études pouvant donner accés a ce type de
caractéristiques. Avant le démarrage de ce projet, la plupart des études de transcriptomique
avaient identifié des signatures d’expression de genes permettant de différencier les tissus
normaux des tissus cancéreux prostatiques (Dhanasekaran et al. 2001; Luo et al. 2001;
Welsh et al. 2001; Luo et al. 2002; Best et al. 2005). Mais seules trois études avaient
spécifiguement pris en compte le grade pour tenter d’identifier des signatures d’expression
permettant de distinguer les tumeurs de haut grade des tumeurs de bas grade. Les deux
premieres études publiées en 2002 et en 2004, avaient comparé |'expression de plus de
20000 genes entre des tumeurs de prostate de haut grade et de bas grade en prenant en
compte le score de Gleason. Elles ont permis d’identifier deux signatures de 29 et 41 génes,
respectivement, permettant de classer les tumeurs en fonction de leur score (Singh et al.

2002; Lapointe et al. 2004). L'inconvénient de ces études résidait dans le fait que
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I’expression des genes avait été mesurée a partir d’ARN extraits d’échantillons de tumeurs
non micro-disséqués, aboutissant obligatoirement a I'analyse d’'un mélange de plusieurs
grades étant donné [I'hétérogénéité cellulaire des tumeurs prostatiques. Ce type
d’échantillonnage rend notamment difficile I'interprétation des résultats pour les tumeurs
possédant un score de Gleason de 7 (souvent trés représentées) pouvant correspondre a un
bas grade ou a un haut grade selon que 7 correspond a des grades 3 + 4 ou a des grades
4+3. De plus, I'étude d’un matériel non micro-disséqué introduit un risque de
contamination non négligeable par des cellules du stroma adjacent. Or, il est maintenant
bien documenté qu’au sein d’une tumeur, certains génes du stroma environnant sont
extrémement dérégulés au niveau transcriptionnel (Cunha and Matrisian 2002). On peut
citer 'exemple du géne SPARC, qui fait partie de la signature de Lapointe et qui est
également trouvé dérégulé dans I'étude de Singh, qui est retrouvé surexprimé dans les
cellules stromales de tumeurs du poumon non-a-petites cellules (Koukourakis et al. 2003),
ou de tumeurs pancréatiques (Sato et al. 2003). La troisieme étude plus récente a comparé
I’expression de plus de 7700 genes entre tumeurs de haut grade et de bas grade, mais en
utilisant une stratégie de microdissection des échantillons tumoraux analysés avant d’en
extraire les ARNs pour I'analyse microarray, évitant ainsi tout probléme de mélange de
grades et de contamination par le stroma (True et al. 2006). Bien que le nombre de genes
analysés dans cette étude soit bien inférieur aux deux autres études, la signature de 86
genes obtenue permet de prédire le grade avec une fiabilité de 81% (True et al. 2006). Cette
fiabilité passe a 84% et 90% si I'on réduit le nombre de génes a 64 et 40, respectivement.
Nous avons pour ces raisons décidé de choisir cette signature d’expression de 86 genes

comme point de départ a notre étude.

L’objectif était d’utiliser cette signature pour rechercher par une approche in silico originale,
des corrélations entre le niveau d’expression de ces génes et la sensibilité cellulaire a une
série d’agents antiprolifératifs. Nous avons pour cela été amené a utiliser une deuxieme
source d’informations provenant du Developmental Therapeutic Program du NCI qui
contient les données d’expression de milliers de génes dans 59 lignées cancéreuses de
diverses origines tissulaires et le niveau de sensibilité de ces lignées a des centaines d’agents
cytotoxiques (sous forme de —log ICsg). L'existence de ce panel (développé il y a 30 ans) a
non seulement accéléré le screening d’un grand nombre de molécules actives de sources
académiques et industrielles, mais a également permis de fournir de précieuses

informations relatives aux mécanismes d’actions des molécules testées (Shoemaker 2006).
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Le développement d’outils tels que l'algorithme COMPARE permet d’automatiser la
comparaison des profils de cytotoxicité au sein de ce panel et donne des indications sur les
mécanismes d’action potentiels des drogues testées (Paull et al. 1989). Bien que ce panel ne
contienne que deux lignées cancéreuses prostatiques (les lignées DU145 et PC3), il permet
aussi d’avoir acceés aux niveaux d’expression de milliers de génes dans chacune des lignées et
de rechercher des corrélations entre le niveau d’expression des génes et la sensibilité aux
drogues indépendamment du tissu d’origine, ce qui peut renseigner sur |'implication
éventuelle d’un ou plusieurs genes dans le mécanisme d’action d’une drogue ou d’une

famille de drogue.

Notre travail a donc consisté a « croiser » les données d’expression des 86 génes que nous
avons extraits du panel et les données de sensibilité a 152 agents antiprolifératifs
représentant la majorité des classes de médicaments. Comme nous l'avons vu, ce type
d’approche nécessite de contrdler la qualité des données extraites pour ne retenir que celles
qui ne présentent aucun biais concernant les résultats d’expression. Nous avons éliminé 14
puces identifiées comme outliers pour lesquelles un probléme existait : dépot des spots non
homogene lors de la fabrication de la puce, hybridation non-homogéne sur la puce, bruit de
fond trop important, etc. Cette approche a également nécessité un « tri » des données dans
le cas ou plusieurs expériences de microarray étaient disponibles pour un méme géne. Cela
nous a amené a exclure des genes de notre analyse soit parce qu’il n’existait qu’une
expérience de microarray pour ce gene, soit parce gqu’aucune des multiples expériences
n’étaient corrélées entre elles, soulignant probablement un mauvais choix des sondes

d’ADNCc utilisées pour I'hybridation.

Au final, I'approche in silico nous a permis de mettre en évidence 382 corrélations a un seuil
de significativité de 0,05 (r <-0,2 ou r >+0,2), ce qui ne représente que 2,3 % du nombre de
tests de corrélation effectués. Comme pour toute étude de ce type, le choix du seuil de
significativité est critique. Il conditionne le nombre de corrélations obtenues et doit donc
étre suffisamment bas pour minimiser le nombre de « faux positifs », mais pas trop bas pour
ne pas éliminer des corrélations potentielles. Un seuil de 0,01 (r <-0,3 ou r >+0,3), aurait
conduit a une réduction de 2/3 du nombre de corrélations. Comme on pouvait s’y attendre,
nous avons identifié des corrélations pour toutes les catégories d’agents antiprolifératifs
étudiées. Certaines d’entre elles nous ont confortés quant au rationnel de I'approche choisie

comme par exemple celle du niveau d’expression du gene TOP2A qui est retrouvée corrélée
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avec beaucoup d’inhibiteurs d’ADN topoisomérases Il (Tableau 21). Les résultats montrent
également que le niveau d’expression de certains genes se retrouve corrélé avec la
sensibilité a beaucoup de catégories d’agents, suggérant que ces génes n’ont pas de role
spécifique dans le mécanisme d’une classe d’agents mais plutét un role plus global dans la
réponse cellulaire aux signaux de stress induits par ces agents (cas de HIRIP3, HMGBI,
EIF4A1, CD59, FLI35093, NPC2, RPL13 et ATP5G3). A l'inverse I'expression de certains genes
(FEN1, PGK1, DPM1, AIDA, CDKN2C, SPC12, HSD17B4, NDUFB3, ATP6V1F, RHOA, AZGP1 et
c14o0rf87) a été retrouvée corrélée a la sensibilité a un seul agent ou a une seule catégorie
d’agents (en particulier les ITK), suggérant dans ce cas une possible spécificité de ces genes
dans le mécanisme d’action de ces agents. Ces corrélations offrent donc la possibilité
d’identifier des molécules dont le niveau de cytotoxicité est directement relié a I'expression
de genes que I'on trouve spécifiqguement dérégulés dans les cancers de la prostate de haut

grade.

Etant donné le grand nombre de corrélations identifiées par cette approche in silico, il est
évident qu’un choix s’imposait pour limiter le nombre de validations fonctionnelles a
réaliser. Si I'on considére que l'objectif était d’identifier des drogues utilisables en
alternatives aux taxanes, il nous paraissait logique de considérer en priorité des
médicaments ayant déja obtenu leur AMM dans d’autres indications et/ou ayant déja été
testés en clinique. Nous nous sommes intéressés en priorité aux dérivés du platine. Cela
était d’autant plus justifié que ces dérivés avaient déja fait I'objet de multiples essais dans le
cancer de la prostate, seuls ou en association. Hormis les essais réalisés en monothérapie
avec le cisplatine ou le carboplatine dans les années 80, dont les résultats négatifs doivent
étre pris avec précaution étant donné I'absence de marqueurs de réponses validés a cette
époque (Oh et al. 2007), les essais réalisés en association avec d’autres drogues ont permis
d’obtenir des résultats plus intéressants pour le carboplatine ou I'oxaliplatine (Droz et al.
2003). L’oxaliplatine seul ou en association avec le 5-Fluorouracile a permis d’obtenir des
réponses biologiques chez 14 et 19 % de patients non sélectionnés (Droz et al. 2003). En
association avec la capécitabine, I'oxaliplatine a montré une réduction du niveau de PSA
chez plus de la moitié des patients traités (Gasent Blesa et al. 2011). On peut formuler
I’hypothése que les réponses observées soient liées a une catégorie particuliére de patients,
une hypothése qui nécessiterait de faire des essais en stratifiant sur le grade par exemple.
L'autre raison qui a guidée le choix des sels de platine est que les corrélations obtenues

avaient une certaine « spécificité » vis-a-vis des DACH-platines. En effet, nous avons identifié
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12 genes dont le niveau d’expression était corrélé a la sensibilité aux DACH platine
(oxaliplatine et tétraplatine) mais pas aux platines dits « classiques » (carboplatine et
cisplatine). Nous avons donc décidé de valider les corrélations obtenues par I'approche in
silico pour I'oxaliplatine pour 9 des 12 genes, trois genes ayant été mis de c6té pour des
raisons diverses comme l'absence de spécificité vis-a-vis de |'oxaliplatine, ou I'absence
d’anticorps disponibles. Nous avons également utilisé le cisplatine comme « contrdle

négatif » pour tester la spécificité des corrélations obtenues.

La validation fonctionnelle a été réalisé dans deux lignées de cancers de prostate, 'une
hormono-sensible (LNCaP), l'autre hormono-résistante (DU145). Ces deux lignées
représentent les lignées de cancer de la prostate les mieux caractérisées sur le plan
génétique et les plus utilisées (van Bokhoven et al. 2003). Nous avons de plus montré
qu’elles possédaient (pour 7 des 9 génes corrélés a I’oxaliplatine) un profil d’expression basal
(mesuré par rapport aux cellules BPH « normales ») comparable a celui des tumeurs de haut
grade, tel que défini dans I'étude de True et al. Idéalement, il aurait été nécessaire de
comparer I'expression des 86 génes dans ces deux lignées pour pouvoir le déterminer avec

une plus grande fiabilité.

Méme s’il existe quelques divergences par rapport a I'approche in silico, les résultats des
tests de validation in vitro montrent globalement que la répression des genes candidats
induit bien une altération de la sensibilité de ces deux lignées a I'oxaliplatine mais pas au
cisplatine, ce qui conforte le choix de notre stratégie de départ ainsi que l'intérét d’utiliser le
panel du NCI comme source de données. Parmi les résultats non attendus, le gene EIF4A1
dont la répression induit bien une altération de la sensibilité des cellules a I'oxaliplatine,
mais dans le sens inverse de la prédiction in silico. Ce résultat ne s’explique pas par un
niveau d’expression basal dans les lignées DU145 et LNCaP qui ne répond pas au profil
« haut grade », puisque pour le gene DPM1, dont le profil est identique a EIF4A1, la
validation va dans le sens de la prédiction in silico. Nous avons également mis en évidence
que le niveau d’expression de SHMT2 et d’EIF4A1 pour la lignée DU145, ainsi que le géne
CDKN2C pour la lignée LNCaP modulait la sensibilité de ces cellules au cisplatine, ce qui
n’était pas attendu. De facon intéressante, nous n’avons montré aucune modulation de la
sensibilité de la lignée BPH aux dérivés du platine. Cela souligne I'importance du contexte

tumoral dans cette spécificité de réponse a I'oxaliplatine.
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Malgré une recherche bibliographique détaillée, il n’a pas été possible d’établir de liens
mécanistiques entre les 9 genes étudiés et un quelconque facteur pouvant expliquer leur
capacité a moduler la réponse a I'oxaliplatine. Notre approche constitue donc un outil de
criblage intéressant pour identifier des genes qui n’ont, a priori, jamais été reliés au
mécanisme d’action de certains médicaments, ce qui permet d’identifier de nouveaux

marqueurs de réponses.

L'obtention de cette « signature » d’expression de 9 génes représente la preuve de concept
de la validité de notre approche originale. Méme s’il est difficile de déterminer a priori
combien de génes sont nécessaires pour considérer qu’'une « signature » de réponse est
utilisable en clinique, nos résultats permettent au moins de fournir un rationnel pour
envisager que |'oxaliplatine puisse étre proposé en alternative aux taxanes dans les cancers

de la prostate de haut grade.

Treés récemment deux études, I'une sur tissus non-microdisséqués (Cuzick et al. 2011) et
I"autre sur tissus micro-disséqués (Penney et al. 2011), ont également mis en évidence des
signatures d’expression génique spécifiques des hauts grades de Gleason. Sur les 31 genes
du cycle cellulaire composant la premiéere signature, 5 seulement étaient présent sur la puce
utilisée dans I'étude de True et al. sans qu’aucun ne se retrouve dans les 86 génes corrélés.
Dans la deuxieme étude, I'expression de 157 génes est caractéristique des hauts grades
(Penney et al. 2011). Parmi ces genes, 41 sont présents sur la puce utilisée dans I'étude de
True et al., dont 4 (AZGP1, DPP4, MYBPC1 et SHMT2) font partie de la signature
caractéristique des hauts grades. 26 et 116 genes des signatures de Cuzick et Penney,
respectivement, n’étaient donc pas présent sur la puce utilisée dans I'étude de True. Il est
évident que ces génes doivent étre pris en compte dans notre approche in silico afin de

renforcer éventuellement notre signature.

Il. DEREGULATION DU POOL GLYCINE-SERINE ET METHYLATION

Comme nous l'avons montré précédemment, la signature d’expression que nous avons
identifiée semble spécifique de I'oxaliplatine. Nous avons voulu appréhender le mécanisme
de cette spécificité en nous intéressant particuliecrement au gene de la sérine
hydroxyméthyl-transférase 2 (SHMT2) qui joue un role crucial dans la régulation du

métabolisme monocarboné (Appling 1991; Stover et al. 1997; Tibbetts et al. 2010), une voie
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cellulaire souvent dérégulée dans les cancers (Niclot et al. 2006; Weinstein et al. 2006;
Kasperzyk et al. 2009; Bistulfi et al. 2010; Hazra et al. 2010; Levine et al. 2010; Mohammad
et al. 2011). SHMT2, au méme titre que son isoforme cytoplasmique SHMT1 (Garrow et al.
1993; Anderson et al. 2009), régule le pool de glycine et de sérine entre la mitochondrie et le
cytoplasme. Or il a été montré que la glycine, au méme titre que plusieurs autres
métabolites impliqués dans cette voie, se retrouve en plus forte concentration dans les
tissus cancéreux de prostate et plus particulierement au niveau des métastases, I'apport
exogene de glycine provoquant une induction du caractere invasif de cellules a la base non-
invasives (Sreekumar et al. 2009). Le cycle glycine-sérine est par ailleurs interconnecté avec
le cycle du tétrahydrofolate et le cycle de la méthionine. En effet, la sérine est le donneur de
groupement monocarboné (C1) pour le THF, qui permet la synthese des bases de ’ADN mais
également la synthése de méthionine. Le cycle de la méthionine est quant a lui impliqué
dans les réactions de méthylation de plusieurs substrats, dont I’ADN, assurant la régulation

épigénétique du génome.

Nous avons donc essayé de comprendre comment la répression de SHMT2, et les altérations
des différentes voies qui en découle, pouvait conduire a une résistance spécifique a
I'oxaliplatine. Nous avons montré que c’est l'inhibition de l'activité de SHMT2 qui était
responsable de |'effet observé puisque des cellules exprimant une protéine SHMT2 ne
possédant pas d’activité enzymatique (CHO 51-11) montrent également une forte résistance
a l'oxaliplatine par rapport aux cellules contréles (CHO K1) alors qu’elles sont plus sensibles
au cisplatine. Ce résultat suggérait donc qu’une dérégulation du pool glycine sérine lui-
méme pouvait conduire a une résistance a l'oxaliplatine. Nous avons confirmé cette
hypothése en montrant que la répression de SHMT1, l'isoforme cytoplasmique de SHMT
(Garrow et al. 1993), induisait également une résistance sélective des cellules a
I'oxaliplatine. La répression de SHMT1 confére néanmoins un niveau plus faible de résistance
ce qui peut étre expliqué par le fait qu’un variant d’épissage de SHMT2 dans lequel I'exon 1
est manquant est capable de produire une protéine dont la présence dans le cytoplasme
compense la déficience en SHMT1 (Anderson and Stover 2009). Il se peut que le niveau
d’expression de SHMT1, qui n’est pas représenté sur la puce utilisée dans I'étude de True et
al., puisse étre également utilisé pour discriminer les bas grades des hauts grades. De
maniére plus large, nous avons également montré qu’une perturbation du cycle glycine-
sérine déclenchée par I'apport exogene de fortes concentrations en ces deux acides aminés

pouvait altérer spécifiquement la sensibilité des cellules a I'oxaliplatine, suggérant au final
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gu’une dérégulation globale de ce pool est responsable de la modulation de la réponse a
I'oxaliplatine. Les cancers de prostate de haut grade ayant justement une dérégulation
spécifigue du métabolisme monocarboné sont donc plus enclins a répondre a ce type de
chimiothérapie, puisqu’ils expriment, a I’état basal un niveau élevé de SHMT2 (True et al.
2006; Penney et al. 2011), et peuvent donc en théorie répondre favorablement a ce dérivé

de platine.

Ces résultats confirment non seulement que l'inhibition de SHMT2, ou plus généralement du
cycle sérine-glycine, altére spécifiquement la sensibilité cellulaire a I'oxaliplatine, mais
confirment également la différence de mode d’action entre I'oxaliplatine et le cisplatine. Le
fait que des lignées résistantes au cisplatine restent sensibles a I'oxaliplatine (Burchenal et
al. 1980; Fukuda et al. 1995; Dunn et al. 1997; Chaney et al. 2005) suggéraient déja une telle
différence de mode d’action, probablement liée a une différence des adduits formés par ces
deux dérivés du platine (Chaney et al. 2005). Structuralement, I'oxaliplatine difféere du
cisplatine par la présence d’un groupement DACH et d’un radical oxalate. Lorsqu’il est
administré, I'oxaliplatine est métabolisé en DACH platine avec la libération d’une molécule
d’oxalate, responsable de la neurotoxicité de I'oxaliplatine (Gamelin et al. 2007). Nos
résultats montrent que seule la partie DACH platine est responsable de la spécificité de
I’effet que nous observons, puisque I'apport exogene d’oxalate n’est pas capable de moduler
la sensibilité des cellules au cisplatine alors qu’un dérivé similaire a l'oxaliplatine ne
comprenant de groupement oxalate (le dichloro(1,2-diaminocyclohexane)platinum(ll)),
possede le méme profil d’activité que I'oxaliplatine dans les lignées CHO K1 et CHO 51-11

(Fig. 46).

Des études ont déja montré que certaines protéines spécifiques du systéme de réparation
de MisMatch Repair (MMR), comme hMSH2 ou MutS, se liaient avec plus d’affinité sur les
adduits formés par le cisplatine que sur les adduits formés par I'oxaliplatine (Fink et al. 1996;
Zdraveski et al. 2002), ce qui, au niveau cellulaire, peut se traduire par le fait qu’une
déficience en MMR n’affecte que trés peu la sensibilité des cellules a I'oxaliplatine alors
gu’elle rend les cellules résistantes au cisplatine (Vaisman et al. 1998). De méme, certaines
protéines de reconnaissance des dommages a I'ADN comme TBP, hUBF ou HMG1
reconnaissent et se lient avec une plus forte affinité aux adduits de cisplatine qu’aux adduits
d’oxaliplatine (Coin et al. 1998; Zhai et al. 1998; Wei et al. 2001). L'efficacité de

« contournement » (bypass) par les polymérases translésionnelles est également différente
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en fonction du type d’adduit, les adduits formés par I'oxaliplatine étant plus facilement
contournés par les polymérases B et n que les adduits formés par le cisplatine (Vaisman et
al. 2000; Vaisman et al. 2000; Bassett et al. 2003). L'ensemble de ces données suggérent
donc que I'effet de la répression de SHMT2, ou des facteurs clés régulant le pool glycine-
sérine, sur la sensibilité cellulaire a I'oxaliplatine puisse passer par une dérégulation des
systemes de reconnaissance et/ou de contournement de Iésions, spécifiquement activés par
les adduits d’oxaliplatine. Pour ne citer qu’un exemple, on sait que des cellules déficientes
en ADN polymérase B, enzyme clé du systeme de réparation par excision de base (BER), sont
hypersensibles a I'oxaliplatine, alors que cette déficience n’a aucun effet sur la sensibilité au

cisplatine (Yang et al. 2010).

Une autre possibilité est que la résistance a I'oxaliplatine des cellules dans lesquelles le
niveau de SHMT2 (et/ou de SHMT1) est réduit puisse provenir d’une différence de la
guantité d’adduits formés. L'une des hypothéses que nous avons testées est que le niveau
de méthylation de I’ADN puisse influencer le degré de platination de ’ADN par 'oxaliplatine.
Cette hypothése reposait sur les données de la littérature montrant les interrelations entre
le cycle glycine-sérine, le cycle du THF et celui de la méthionine intervenant dans la
régulation du niveau de méthylation de ’ADN (Batra et al. 2010; Liu et al. 2010; Tibbetts and
Appling 2010). Elle était également suggérée par le fait qu’il semble possible de prédire la
sensibilité des lignées cellulaires composant le panel du DTP en analysant le profil de
méthylation des promoteurs de certains genes (Shen et al. 2007). L’hyperméthylation (et
donc le « silencing ») de p73, homologue au géne p53, est par exemple associée avec la
sensibilité aux agents alkylants. Nous avons donc étudié en premier lieu si la résistance a
I’oxaliplatine observée en réponse a la diminution du niveau d’expression des SHMT pouvait
étre reliée a une différence dans la méthylation de ’ADN. Nous avons choisi d’étudier le
niveau de méthylation globale de 'ADN plut6t que le niveau de méthylation de promoteurs
de certains genes, ne sachant pas a priori quels seraient les genes dont le niveau de
méthylation serait déterminant dans I'efficacité de I'oxaliplatine. Le niveau de méthylation
globale de I’ADN a été évalué par I'étude de LINE-1. Ce transposon est une longue séquence
hautement répétée dans le génome (17 a 25 %). Quatre CpG proches dans I'élément LINE-1
ont été considérés pour cette mesure et sont « validés » comme représentant au mieux le
niveau de méthylation globale du génome. Nous avons montré des différences de
méthylation globale pour les lignées prostatiques a I'état basal, la lignée DU145 étant

hyperméthylée alors que la lignée LNCaP est plutét hypométhylée. La lignée BPH est
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intermédiaire et possede un niveau de méthylation proche de celui de la lignée DU145. De
facon intéressante, il existe une corrélation entre ces niveaux de méthylation et la sensibilité
des lignées a l'oxaliplatine, un niveau de méthylation élevé étant accompagné d’une
résistance de la lignée a ce dérivé. Ces différences sont beaucoup moins prononcées
concernant la sensibilité au cisplatine. Il faut également noter qu’une différence de
méthylation de I'ordre de 7 % entre les lignées DU145 et BPH est associée a une forte
différence de sensibilité a I'oxaliplatine (de I'ordre de 3 fois) démontrant qu’une légere
différence de méthylation globale peut avoir une répercussion importante sur la sensibilité a

I'oxaliplatine.

Dans ce contexte, nous avons étudié I'effet de la diminution du niveau d’expression des
SHMT, dont on sait qu’elle induit une résistance a I’oxaliplatine, sur le niveau de méthylation
globale de 'ADN. Nos résultats n‘ont pas mis en évidence de différence de méthylation
globale sur les lignées BPH et DU145. Pour la lignée BPH, ce résultat n’est pas surprenant car
la diminution d’expression des SHMT n’a aucun effet sur la sensibilité de ces cellules aux
deux dérivés du platine. Pour la lignée DU145, ce résultat est probablement lié au fait que le
niveau de méthylation globale de la lignée DU145 est d’emblée trop proche du seuil de
méthylation maximal qu’il est possible de détecter par la technique de pyroséquencage pour
pouvoir mettre en évidence une augmentation de la méthylation. En revanche, pour la
lighée LNCaP, possédant un niveau basal faible de méthylation, I'effet des siRNA anti-SHMT
montre effectivement une augmentation du niveau de méthylation globale de I'ordre de 7 a
8 % qui est comparable a la différence observée entre la lignée BPH et la lignée DU145. Ce
résultat préliminaire suggére donc que la résistance des cellules a I'oxaliplatine, induit par la
répression de SHMT2 (et ou SHMT1) implique, au moins en partie, une augmentation du
niveau de méthylation global de 'ADN des cellules. Le fait que nous ayons montré qu’une
faible différence du niveau de méthylation globale de I’ADN suffisait pour induire une
différence de sensibilité a l'oxaliplatine, suggere éventuellement que ces modifications
puissent étre localisées sur certains promoteurs de genes impliqués spécifiquement dans la
réponse a l'oxaliplatine. L'étude de Shen et al. que nous avons mentionné précédemment
montre clairement que le niveau basal de méthylation d’ilots CpG du géne P73 est prédictif
de la réponse a la plupart des platines classiques (Shen et al. 2007). D’autres études réalisées
en clinigue ont également essayé de rechercher des corrélations entre le niveau de
méthylation de promoteurs de génes et I'acquisition du phénotype de résistance aux dérivés

de platine. Une étude a par exemple montré qu’une augmentation du taux de méthylation
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du géne hMLH1 était associée a une résistance au cisplatine dans les cancers de I'ovaire
(Watanabe et al. 2007), alors qu’une autre étude a déterminé qu’un taux élevé de
méthylation du promoteur du gene BRCA1 était associé a une plus grande sensibilité au
cisplatine dans cette méme indication (Chaudhry et al. 2009). En réalité, il semble que le
phénoméne soit plus complexe et que le phénotype de résistance au cisplatine soit la
résultante de I’hypométhylation de certains génes et de I’hyperméthylation d’autres génes,
ces derniers jouant certainement un role prépondérant dans I'acquisition de la résistance au

cisplatine (Li et al. 2009; Chang et al. 2010).

Au cours de ce travail nous avions également envisagé de tester |'effet d’agents
déméthylants sur la sensibilité a I'oxaliplatine, I’hypothese étant que dans les cellules ou ce
niveau est élevé, comme la lignée DU145, la déméthylation soit accompagnée d’une plus
grande sensibilité a I’oxaliplatine, mais n’ait pas ou peu d’effet sur la sensibilité au cisplatine.
Ce type de démarche a déja conduit a des résultats montrant que I'utilisation de la 5-
azacytidine pouvait partiellement restaurer la sensibilité des tumeurs de l'ovaire au
carboplatine, bien que cette étude n’ait pas mis en évidence de déméthylation au niveau
global ou sur les promoteurs de certains génes spécifiques (Fu et al. 2011). Une autre étude
utilisant la décytabine, un inhibiteur de DNA méthyltransférases, a montré que cet agent
permettait de sensibiliser des cellules de cancer de c6lon a I'oxaliplatine (Flis et al. 2009). Il
restera néanmoins a déterminer si un changement du niveau de méthylation peut avoir des
conséquences sur le nombre d’adduits formés par le traitement des cellules a I'oxaliplatine,
une hypothése qu’il est possible de tester en mesurant la quantité des adduits formés et/ou
la cinétique de formation de ces adduits. Ce type d’approche peut étre réalisé in vitro en
utilisant des ADN dont le niveau de méthylation est déja calibré ou au niveau cellulaire par

dosage des adduits formés en réponse aux traitements.

Notre travail a montré un lien entre la dérégulation du gene SHMT2, et plus globalement du
cycle monocarboné, et une sensibilité « spécifique » a I'oxaliplatine, ce qui n’avait jamais été
décrit auparavant. Mémes s’ils ne sont pas encore totalement élucidés, les mécanismes sur
lesquels repose cette spécificité impliquent, au moins en partie, une dérégulation du niveau

de méthylation de I’ADN.
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