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Résumé

Des données récentes montrent que I'expositiodaamieurs environnementaux appelés
« perturbateurs endocriniens (PE) » peut avoimypeact sur la santé en perturbant le systeme
endocrinien. Il a été montré que ces facteurs geanvavoir un rdle dans I'étiologie des
cancers de la prostate et dans l'induction dedigsance des cellules cancéreuses prostatiques
humaines.

Il est bien établi que I'homéostasie calcique attiVité des canaux ioniques sont
impliquées dans la carcinogenése prostatigue patulaiion de la prolifération, de la
différenciation, de la migration et de l'apoptos@sliles cellules cancéreuses prostatiques. Les
facteurs environnementaux pourraient ainsi favorige cancérogénese en modulant la
signalisation calciquevia une modulation de l'expression et/ou de l'actid&s canaux
ioniques. Dans ce contexte, nous avons étudiéet’difs PE sur la signalisation calcique dans
les cellules cancéreuses prostatigues humainestra®eail nous a permis de mettre en
évidence plusieurs canaux ioniques comme cibledetdx facteurs environnementaux : le
bisphénol A (BPA) et le Triclosan (TCS).

En effet, nous avons montré tout d'abord que le BBAvait induire la migration des
cellules cancéreuses épithéliales prostatiques)ephiais de la modulation de I'expression
protéigue des canaux ioniques impliqués dans len@héne de Store-Operated Calcium
Entry (SOCE), notamment le canal calcique Orailsuiie, nous avons montré que le TCS
induisait une entrée de calcium importante dansd#lales stromales de cancers prostatiques
humains, connues pour sécréter des facteurs misgam bénéfice des cellules épithéliales.
Les études pharmacologiques et l'utilisation d’ARiN&rférents ont permis d’identifier le
canal activé par le TCS, le canal TRPAL. Les étypdesmmunofluorescence ont montré que
ce canal était préférentiellement exprimé dancédisiles stromales de cancers prostatiques.
Par ailleurs, l'augmentation de calcium induite leaf CS serait corrélée avec une sécrétion
plus importante de VEGF, un facteur mitogene quirpmt favoriser la croissance des
cellules épithéliales ou endothéliales. Ces doneaggerent donc un impact non négligeable
de facteurs environnementaux sur les interactiamsetir-stroma impliquées dans la
progression des cancers prostatiques humains. Awami des cellules épithéliales
cancéreuses, nous avons également mis en évidencemodelage de l'expression des
canaux ioniques dans les cellules cancéreusesapgoss et une résistance a l'apoptose de
ces cellules sous l'effet du TCS.

La mise en évidence de ces effets du BPA et du Si€$%s canaux calciques exprimés
dans les cancers prostatigues pourrait permetteavidager de nouvelles thérapies ou

thérapies complémentaires ciblant ces canaux, ed®umettre en place des mesures
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préventives dans le traitement des cancers deoktgte qui prennent en compte l'impact de

ces facteurs environnementaux.

Summary

Data show that exposure to environment factorsedalendocrine disruptors (ED)"
have an impact on health by interfering with thdaarine system. These factors were shown
to have a potential role in the etiology of prostaancers and in the induction of human
prostate cancer cells growth.

It is well established that calcium homeostasis iandchannels activity are involved in
prostate carcinogenesis by modulating the prolil@na differentiation, migration and
apoptosis in prostate cancer cells. Environmeitetiofs could thus favor the carcinogenesis
by changing the calcium signalinga a modulation of the expression and/or the actiwity
the ion channels. In this context, we studied tifeeces of environmental factors on calcium
signaling in human prostate cancer cells. This waltkwed us to highlight several ion
channels as target of two environmental factorspBenol A (BPA) and Triclosan (TCS).

Indeed, we first showed that BPA could induce thgration of prostate cancer cells,
through the modulation of ion channels protein egpion involved in Store-Operated
Calcium Entry (SOCE), notably the Orail channel. WWen showed that TCS induced an
important calcium entry in human prostate cancemsal cells known to secrete mitogenic
factors for epithelial cells. Pharmacological sasdand the use of RNA interfering allowed us
to identify the channel activated by the TCS, tePA1 channel. Immunofluorescences
studies have shown that this channel was prefatBn@xpressed in prostate cancer stromal
cells. Furthermore, the TCS- induced calcium inseeaas correlated with a higher secretion
of VEGF, a mitogenic factor that may promote thethepial or endothelial cells growth.
These data suggest a non-negligible impact of enmental factors on the tumour-stroma
interactions involved in the progression of humaastate cancers. At the level of cancer
epithelial cells, we have also highlighted a rentindeof ion channels expression in prostate
cancer cells and a resistance to apoptosis of ttedlseunder the influence of TCS.

The highlight of these effects of BPA and TCS oe tlalcium channels expressed in
cancer could allow considering new and/or compldargrtherapies targeting these channel,
and/or preventive measures in the treatment oftg@sancers which take into account the

impact of these environmental factors.

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

A mes grand-parents,
A mes parents,

A ma sceur.

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Je tiens a exprimer toute ma gratitude aux mendueggry :

Mesdames, Messieurs les membres du juryeuillez accepter mes sincéres remerciements
pour avoir accepté de juger cette thése. Ayant togiscience du temps nécessaire que vous
avez consacré a la lecture et a I'analyse critidgiee travail, jespére, humblement, avoir
participé a I'enrichissement de vos connaissanaedes perturbateurs endocriniens et leur

implication dans la physiopathologie de la prostéda signalisation calcique.

Monsieur le Président c’est pour moi un grand honneur que vous ayeeéale présider

ce jury. Veuillez accepter mes sinceres remerci¢snen

Madame le Pr. L. Sparfel et Monsieur le Pr. C. Vancer, veuillez recevoir toute ma
gratitude pour votre lecture critique de ce mantuserthese, pour laquelle vous avez accepté

de consacrer votre temps. Soyez assuré de mesgsofemerciements.

Mesdames le Dr. L. Gamet-Payrastre et le Dr. M. Aggrbeck, je vous suis tres
reconnaissante d’avoir accepté de juger ce trawlillez accepter mes plus sincéres

remerciements pour votre présence dans ce jury.

Madame le Pr. N. Prevarskaya je vous remercie de m’avoir accueilli au seinwvire

laboratoire et de m’avoir fait confiance tout andale cette these.

Monsieur le Pr. M. Roudbaraki, je tiens a vous exprimer toute ma reconnaisspaoge ces
quatre années de these ou jai pu progresser gragetre encadrement, votre grande
disponibilité et votre enthousiasme. Votre patiengatre compréhension et votre soutien

m’ont permis de prendre confiance en moi et je \@usemercie.

De plus, je tiens a remercier sincerement tous nesnbres du laboratoire de
Physiologie cellulaire et plus particulierementxcegui m’ont apporté leur aide, leurs conseils
et leurs encouragements : Pascal, Mirto, Loic, ABogGab, Etienne, Christian, Michele,
Alessandra et Elodie. Grace a la bonne humeur gienque vous instaurez, ce fit un plaisir

de travailler avec vous et de vous cotoyer.

Je tiens également a adresser un merci particuliea petite sceur et mon petit frere du
labo, Marine et Alex, qui sont vite passés du staéucollegue a ami (enfin surtout Marine).

Je vous remercie pour tous ces bons moments passésible (je me souviendrais toujours

5
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012
d’'une certaine soirée pour le moins risquée, de«nasgpériences » botaniques et de blagues
mémorables), pour nos chamailleries qui animai@st longues journées de manip et pour

votre soutien quotidien.
Enfin, je remercie ma famille et mes amis pour miaencouragée et « supportée »

durant cette thése, ainsi que la société pharmgoeut/PSA qui m’a accompagnée dans les

moments les plus « douloureux ».

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Sommaire

Glossaire

Introduction
I.  Physiopathologie de la prostate humaine
A — La glande prostatique
1) Anatomie
2) Roles physiologiques de la prostate
a — Role sécrétoire
b — Réle mécanique
3) Régulation hormonale de la prostate
a — Effets génomisjue
b — Effets non génomiques
B — Les pathologies de la prostate
1) La prostatite
2) L’adénome prostatique ou Hyperpl&aaigne de la Prostate
3) Le cancer de la prostate
a — Histoire natlgelu cancer de la prostate
b — Evolution du cande la prostate
¢ — Hormones et @anc
d — Métastases
e — Classificatiarologiques
f — Etiologie et dpmiologie du cancer de la prostate
4) Diagnostic
a — Examen clinique
b — Examen biologiqu
¢ — Prélevementuiase prostatique

5) Traitements

Il. Histologie de la prostate humaine et interactigrithélio-mésenchymateuses
A — Histologie
1) Le tissu glandulaire
2) Le stroma
B — Interactions épithélium-stroma
1) Le stroma réactif

2) La transition épithélicdaenchymateuse

lll. Les Perturbateurs Endocriniens (PE)
A — Caractéristiques des pertwrbiat endocriniens
1) Définition
2) Voie d’exposition

3) Mécanismes d’action

© 2013 Tous droits réservés.

11

15
16
16
16
18
18
19
19
20
21
22
22
22
23
24
25
25
29
30
32
34
34
34
36
37

41
41
41
43
44
44
46

48
48
48
49
50

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

4) Caractéristiques atyp&jue 51
a — Dynamique deadoiponse inhabituelle 51
b — Latence destsfftes PE 52
¢ — Effets combinés 53
5) Pathologies associéésxbsition aux PE 53
B — Le Bisphénol A 54
1) Identité et propriétéygibo-chimiques 54
2) Utilisation et voie d’eogition 55
a— Voie orale 56
b— Voies respirato@t cutanée 57
¢ — Détection daosdanisme 57
3) Toxicité 58
a — Activité hormdma 58
b — Effets nocifs fasanté 59
C - Le Triclosan 61
1) Identité et propriétéygibo-chimiques 61
2) Utilisation et voie d'eogition 62
a— Voie orale 63
b— Voies cutanée 63
¢ — Détection daosdanisme 63
3) Toxicité 64
a — Activité hormdma 64
b — Effets nocifs fasanté 64
4) Son analogue : le Trieldman 66
D — Perturbateurs endocriniensigatalisation calcique 66
IV. Les canaux ioniques et le cancer 69
A — Role du calcium dans la phigiie cellulaire 69
1) Les canaux ioniques ai¢ime des signaux calciques 69
2) Caractéristiques des aigncalciques 70
a — Régulation spaémporelle 70
b — Génése et mamtes oscillations calciques 72
3) Calcium et transcription 74
a — Modulation dddaalisation des facteurs de transcription 74
b — Modulation dadtivité des facteurs de transcription 75
¢ — Modulation direde I'expression des géenes par le calcium 76
4) Processus physiologigaleiom dépendants 76
B — Les canaux ioniques impliqdéas ’homéostasie calcique des cellules cancéseuse 79
prostatiques
1) Les canaux calciques 79
a — Les canaux ecples voltage-dépendants 79
b — Les canaux agleis voltage-indépendants 80
kL.&s canaux calciques chimio-dépendants : ROC et SOC 80
8

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

H.2s canaux TRP: Généralités 81
D8versité moléculaire et fonctionnelle des cana®PT 81
¢ canal TRPAL 83
kL.&s protéines STIM et Orai 86
2) Les canaux potassiques 89
3) Les canaux ioniques atdacer 91
Problématique et Objectifs 93
Matériel et Méthodes 96
I. Culture cellulaire 97
A — Lignées cellulaires 97
1) Cultures primaire 97
2) Lignées cancéreusesagistiormées 97
B — Conditions de culture 98
1) Préparation du sérum@&éstié 99

2) Conservation des celllésngélation/Décongélation) 99
II. Mesure de la viabilité cellulaire et de I'apoptose 99
A — Test de viabilité cellulaire 99
B — Mesure de I'apoptose : coloratau Hoechst 100

C — Mesure de 'apoptose : visation de I'échelle d’ADN 100

lll.  Mesure de la migration cellulaire 101
A — Test de cicatrisation 101

B — Test de migration en Chamhe8oyden/Transwell® 101
IV. Mesure de la sécrétion de VEGF 102
V. Transfections transitoire et stable 103
A — Lipofection 103
B — Nucléofection 104
VI. Etudes d’expression des ARN messagers (ARNm) 104
A — Extraction des ARNm 104
B — Traitement a la Désoxyribordade | (DNase ) 105

C — Rétrotranscription et Polynser&€hain Reaction (PCR) 105
VII.  Immunodétection 106
A — Extraction des protéines 106
B — Western Blot 106
C — Immunofluorescence 107

9

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

VIII.  Imagerie de fluorescence quantitative du calciutoggsmique libre 108
A — Caractéristiques de la soraleigue Fura-2 108
B — Systéme optique 109
C — Calibration des signaux defascence 110
D — Milieu d’enregistrement 110
E — Charge des cellules en Fura-2 110

IX. Enregistrements électrophysiologiques : techniguPatch Clamp 111
Résultats 113

1°" article : “Bisphenol A stimulates human prostate cancer ogligation via remodelling of calcium 114
signalling”
2°™ article : “Triclosan induces calcium signalling and preveaiesptosis in human prostate cancer 135
stromal cells”
3°™ article : “Environmental factor Triclosan activates TRPA1 afelrand VEGF secretion in human 158

prostate cancer stromdstel

Discussion 177

Perspectives 193

Conclusion 196

Annexes 199

Publications 204

Bibliographie 206
10

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Glossatre

11
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



5a-DHT
[Ca’]
[Ca2+ i
AAP
ADN
AMPc

AnkR
ARE

ARN
AR
Bcl-2
BKca
BPA
BPA-G
ce*
CaM
CBP
CgA
CRACM
CREB
CRPC
DAG
DDT
DES
DREAM
ECC
EGF
ELISA
ER
ERE
FGF
GPR30
HC
HEK
HGF

© 2013 Tous droits réservés.

Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

5a-Dihydrotestostérone

Concentration calcique

Concentration calcique intracellulaire
Anti-Androgene Périphérique

Acide Désoxyribonucléique

Adenosine 3K,5K-cyclophosphate camp

Répétitions Ankyrine
Androgen Response Element

Acide Ribonucléique

Androgen Receptor

B-cell lymphoma-2

Large conductance calcium-activated potassium aann
Bisphénol A

Bisphénol A-Glucuronide

Calcium

Calmoduline

CREB-binding protein

Chromogranine A

Calcium Release-Activated Channel Modulator
CAMP response element binding
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Diéthylstilbestrol

Downstream Regulatory Element Antagonist Modulator
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Epidermal Growth Factor

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Estrogen Receptor

Estrogen Response element

Fibroblast Growth Factor

G Protein coupled Receptor-30
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Human Embryonic Kidney

Hepathocyte Growth Factor
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Le cancer de la prostate est le cancer le plusiémdgnent diagnostiqué chez I’'homme.
Malgré une détection précoce et des amélioratians\eeau des interventions chirurgicales et
des traitements thérapeutiques, cette pathologie fa $™ cause de mortalité par cancer
chez 'homme. La prostate est une glande dont Veldppement et le fonctionnement sont
sous dépendance des hormones androgénes, c’esupoliune des principales stratégies
thérapeutiques consiste a empécher l'action deogedes sur cet organe. Malheureusement
les stades avancées de ce cancer, dits androgéfeimdants, deviennent insensibles a ces
chimiothérapies et ont un tres mauvais pronostisuweie. Il semblerait donc que d’autres
facteurs, autres que les hormones androgenesyiarieent dans la cancérogénese de la
prostate, et les identifier et comprendre leurs anitnes d'action pourrait permettre
d’envisager le développement de nouvelles thérapfeamacologiques afin de prévenir
I'apparition des stades agressifs du cancer dedstgie ou de limiter leur évolution. Notre
environnement pourrait étre la source de ces fexi@ggravants du cancer de la prostate. En
effet, depuis quelques années une inquiétude ardissporte sur l'impact sur la santé
humaine d'une certaine catégorie de facteurs emvementaux: les perturbateurs
endocriniens. Décrypter I'impact de ces facteurgirennementaux sur la progression des
cancers prostatiques pourrait permettre d’évalear potentiel néfaste et d’envisager de

nouvelles solutions pour prévenir I'évolution devaladie.

| - Physiopathologie de la prostate humaine

A - La glande prostatique
1) Anatomie

La prostate est la glande accessoire la plus volemse du systéme reproducteur
masculin. Cette glande de nature exocrine quiqpetia I'élaboration du liquide séminal, a la
forme et la taille d’'une noix et pése environ 26hgz un adulte jeune. Elle est située dans le
pelvis, juste en avant du rectum et en dessoua @ledsie, et entoure la partie proximale de
I'urétre, le canal par lequel les urines sont edéa® de la vessi&igure 1)
Les travaux pionniers de Mc Neal réalisés en 198dNeal, 1981) ont permis de constituer
un modéle anatomique de la prostate : celui-ciléaidistinction entre 5 zones prostatiques
différentes, a la fois sur le plan anatomique etesplan physiopathologiqué&igure 2)
- la zone périphériquequi constitue la partie postérieure de la prostatgui est en contact
avec le rectum. Elle représente environ 70 % dumel de la glande et se compose de tissu
sécrétoire. Elle est le lieu privilegié d’émergerdss cancers : c'est dans cette zone que
naissent 70% des cancers de la prostate.
- la zone de transitionqui représente 5 % de la masse totale de la peostafui se constitue

de deux lobes nichés autour de l'uretre. C’estdiaezou se développent exclusivement les

16
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hyperplasies bénignes prostatiques, et il s’y dippd également 20 a 25 % des cancers
prostatiques.
- la zone centralequi représente le quart du volume glandulaireaastontact de l'uretre et

entoure les canaux €jaculateurs. Cette zone s&de de 5 a 10 % des cancers prostatiques.

Ganglions

Vésicule
séminale

-~ Testicule

1 |

Prostate et organes proches

Prostate, vessie, urétre:, rectum
(Vus en coupe)

Figure 1 : Localisation de la prostate au sein de la sphérgénitale chez 'homme (coupe sagittale) et son
agrandissement.

- le stroma fibro-musculaire antérieur, tissu non glandulaire composeé de fibres musculaires
lisses qui constitue la face antérieure de la ptesCe tissu peut étre également le siege de
pathologies telles que le Iéiomyome ou le rhabdramagcome.

- la zone des glandes péri-prostatiques ou péri-urales, qui se situe le long de la paroi
musculaire lisse de l'uretre et représente 1 %sdui tglandulaire

Enfin, ces différentes zones de la prostate sonitément fusionnées au sein d'une gaine
commune appelée capsule de Gleason. Celle-ci tmmaiine extension du stroma fibro-
musculaire antérieure et sépare la glande dessanitganes avoisinants. Elle représente une

zone de faiblesse pouvant faciliter la propagagixina-prostatique du cancer.

17
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Zone centrale

Stroma fibro-musculaire

Zonede transitio

Zonepériphériqu

® o n gw

Canal éjaculateur— Zone des glandes péri-urétrales

Figure 2 : Anatomie zonale selon Mc Neal en coupes sagittai@esversale, d’apres (De Marzd al, 2007).
La zone centraleaj se situe sous la vessie et entoure les canaauldfaurs, le Stroma fibro-musculairg) (
forme la partie antérieure de la prostate, la Zdeeransition ) entoure l'urétre, la Zone périphérique) (
constitue la partie postérieure de la prostateaefdne des glandes péri-urétralep €st au contact direct de
l'urétre.

2) Réles physiologiques de leoptate
a. Role sécrétoire

Les cellules glandulaires prostatiques sécréteat {pie apocrine et mérocrine) un
liquide épais et blanchéatre, appelé liquide prapiat de maniére continue a raison de 0,5 a 2
cmjr. Ce liquide est collecté par les canaux excmét@our &tre émis dans I'urétre ou il joue
probablement un réle protecteur antibactérien datiis génital male (Gillenwateet al,
2001). Cette sécrétion s'intensifie en période @agulatoire, le liquide prostatique
constituant alors une partie du liquide séminal &30 %) qui facilite la pénétration des
spermatozoides au niveau du col de l'utérus towtptimisant leur motilité et leur survie. La
fonction sécrétrice de la prostate est a la fois ontréle endocrine et neuronal, le volume et
la composition des sécrétions prostatiques étams sontréle endocrine. La production et
I'expulsion du liquide prostatigue sont quant a econtrblés par le plexus pelvien
(Gillenwater et al, 2001).

Le liquide prostatique contient de nombreux comptsarganiques et inorganiques :
des ions tels que le zinc, le magnésium, le caloat du citrate, des phospholipides, du
cholestérol, des enzymes (phosphatases acidegéapest fibrinogénase et fibrinolysine), des
amines biogenes tels que la spermine et la sperejidu encore I'’Antigene Spécifique de la
Prostate (PSA). Certains de ces produits de séoré&nt utilisés ou envisagés comme

marqueurs du cancer de la prostate, tels que le RSA#rate ou la spermine (Serkow al,

18
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

2008). Le PSA, caractérisé en 1971 dans le plasminal humain, est le marqueur exclusif
de la prostate le plus couramment utilisé pouridgmbstic du cancer de la prostate. Cette
glycoprotéine de 33-34 kDa est une sérine protgasgoue un réle dans la liquéfaction du
liquide séminal, elle y est présente a de fortexentrations allant de 0,5 a 5 g/L (Stephetn
al., 2002). Une perturbation de l'architecture glaaihel prostatique résulte souvent en un
transfert du PSA dans la circulation sanguine, ge ap fait un antigéne disponible et
facilement dosable, et une élévation du taux de BSHAcorrélée a une augmentation du
volume glandulaire prostatique, c’est pourquoi 8ARest actuellement le meilleur marqueur
des pathologies prostatiques (Babagtral, 1992).

Enfin, il est a noter que la prostate participelé&gant, en tant que glande exocrine, a
I'élaboration et a la sécrétion des hormones stémoét peptidiques.

b. Role mécanique

L'urétre dans sa partie prostatique est entouréde@x sphincters: un sphincter
supérieur lisse et un sphincter inférieur striés €ghincters conféerent a la prostate un double
rble meécanique dans les processus mictionnels (@iom étant I'action d'uriner) et
€jaculatoires. Le systeme de sphincters permetdfabbrd, en association avec la vessie, de
stocker les urines et d’assurer la continence.eJetiction est assurée notamment grace aux
innervations végétatives et somatiques : le sphirlidse permet la phase de remplissage du
réservoir vésical via le systeme sympathique etatéation des urines via le systeme
parasympathique en association avec le relachetesyihincter strié.

De plus, les sphincters et les fibres musculairese$ de la prostate interviennent
également au niveau des fonctions de reproduchios,de I'éjaculation. Le sphincter lisse
reste contracté pour empécher I'éjaculation réadgrdans la vessie, alors que le sphincter
strié se relache (les innervations étant les méuespour la miction). La prostate intervient
donc dans les processus de miction et de repradugiiace a un double contrdle glandulaire
et musculaire : la gravité des conséquences d’tggtiEment anatomique et fonctionnel de la
prostate tel que I'on peut I'observer en cas d’mglasie bénigne ou de cancer est donc

facilement compréhensible.

3) Régulation hormonale de lagstate
Depuis les travaux de Huggins et Hodges en 194bdis and Hodges, 2002), il est
fermement établi que les androgénes régulent lassamce normale et les activités
fonctionnelles de la prostate humaine. Ces autentrsnontré I'importance des androgénes
dans le développement des cancers de la prostgtéuete suppression des hormones males

correspondait a une amélioration de la maladie.Hogsones males sont indispensables a la
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prolifération, la différenciation et la survie desllules prostatigues. Chez I'homme, la
testostérone est le principal androgéne circulalig. est synthétisée principalement au niveau
des cellules de Leydig des testicules, puis eses® dans le sang ou elle est liee a une
protéine plasmatique, la SHBG (Sex Hormone Binddngtein), pour pouvoir atteindre ses
organes cibles. Dans la prostate, la testostémmaibnne comme une prohormone : elle est
convertie par I'enzyme intracellulairex$éductase des cellules épithéliales et stromales e
5a-DiHydroTestostérone (6DHT), le ratio de testostérone pour la-BHT passant a 1:10
au lieu de 10:1 dans le sérum (Crawford, 2009).s@hmaintenant depuis quelques années
gue les androgénes, aussi bien la testotéroneadiweDHT, ont un mécanisme de régulation

complexe faisant appel a une signalisation génoengjunon génomique.

a. Effets génomiques

Le mode d’action le plus connu et reconnu des ayares s’exercent par un effet
génomique. En effet, la testostérone et talDBIT exercent principalement leurs effets
biologiquesvia la liaison a un récepteur spécifique, le Récepaenr Androgenes (Androgen
Receptor, AR), la&DHT ayant une affinité 10 fois plus importante ptairécepteur que la
testostérone. L’AR est une molécule cytosolique appartient a la famille des Récepteurs
nucléaires, et dont le mode d’action principal eslui d’'un facteur de transcription, les
androgéenes pouvant ainsi réeguler I'expression debmeux genesFigure 3) L’AR possede
une forte affinité pour une séquence nucléotidispécifique appelée « Androgen Response
Element » (ARE), séquence qui est située dangtgerns de régulation des genes cibles des
androgénes (Lamont and Tindall, 2010).

Les genes androgéno-dépendants (dont le promotgudimctement régulé par le
Récepteur aux Androgenes) posseédent souvent pleshRE répartis sur leur promoteur
proximal et/ou leur promoteur distal. Il a ainsé @hontré que les androgenes controlaient
I'expression du PSA et de la Phosphatase Acide t®igpse (PAP) mais également
I'expression de nombreux genes impliqués dans @if@ration cellulaire et I'apoptose
comme le Récepteur a I'lGF-1, la calréticulineptatéine p53 et la protéine anti-apoptotique
Bcl2 (Lamont and Tindall, 2010, Ngaet al, 2009). Il a été également montré que les
androgenes pouvaient moduler le métabolisme dédefipet la biosynthése des stéroides,
comme par exemple en induisant I'expression deéfig&e€CoA acyltransférase, enzyme clé de
la B-oxydation des acides gras (Ngat al, 2009). Le transcriptome régi par le récepteur aux
androgéenes est évalué a I'heure actuelle aux alentie 10000 a 23000 ARNSs, mais si I'on
prend en compte d’autres type de transcrits conemenicroARNS, il serait encore bien plus
grand (Dehm and Tindall, 2006).
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Figure 3 : Schéma du mécanisme d’action du Récepteur auxofjedesLes hormones androgenes passent la
membrane plasmique de la cellule ciblg ét se fixent sur I'AR cytoplasmique)( Le complexe Hormone-
Récepteur est alors transloqué dans le nogaoy il sThomodimérise et se fixe sur une séquespécifique
d’ADN, appelée ARE, dans le promoteur du gene qdileCette fixation entraine I'activation ou I'inhtlmn de

la transcription §) et de la traduction qui s’en su)(

Méme si I'on arrive un jour a identifier toutes lebles régulées par les androgénes, il
n'est pas dit que nous comprendrions le mécanissmegllation d’expression de chacun de
ces genes. En effet, il existe de nombreuses daeggulation de 'activité de I'AR qui vont
donc impacter sur I'expression de ses géenes cibhesécepteur aux androgénes est connu
pour avoir de nombreux co-régulateurs: 130 poterto-régulateurs ont été a ce jour
dénombré, qui appartiennent a différentes catégetipeuvent ainsi remodeler la chromatine,
moduler 'ARN polymérase, moduler la conformation cecepteur ou sa localisation, la
liaison du ligand ou encore la stabilité du complélormone-Récepteur (Devlin and Mudryj,
2009, Heinlein and Chang, 2002). Un changementatie de ces co-activateurs et co-
répresseurs, comme par exemple au cours de l'onesgé&le la prostate, peut entrainer une
régulation différentielle des genes cibles du rém@paux androgénes (Mestayet al, 2003).
Enfin, le récepteur aux androgéenes peut bien éwigemh étre aussi modulé au niveau

transcriptionnel ou au niveau post-traductionnel.

b. Effets non génomiques
Dans les années 1940, un nouveau mode d’actiostéesides a été mis en évidence :
I'effet non génomique. Il est défini depuis comme effet rapide , de quelques secondes a
guelques minutes, pour lequel il n'y a pas de s3gg#hd’ARN messager (il ne peut donc pas
étre affecté par les inhibiteurs de la synthéseRiN/ et de protéines) et qui se produit pour
des concentrations physiologiques du stéroide (Lose al, 2003). Concernant les

21
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

androgénes, il a été montré que ces effets nonnggones pouvaient passer par la liaison
directe des androgenes sur un site spécifique \aaumide la molécule cible, par une forme
membranaire de 'AR classique, par un autre récepseix androgénes membranaire qui
serait couplé a une protéine G ou encore par dasgements de la fluidité membranaire
(Michels and Hoppe, 2008). Ces évenements induaderd des cascades de phosphorylation
intracytoplasmiques ou des modulations directescal®aux ioniques et de transporteurs
(Michels and Hoppe, 2008). Peterziel et coll. @ansi montré que lacsDHT entrainait une
rapide activation des protéines ERKM& le récepteur aux androgenes dans les cellules
cancéreuses prostatiques (Peteraehl, 1999). Il a été également mis en évidence quR I'A
pouvait interagir directement avec le récepteurE&SF (EGF-R) et empécher ainsi son
autophosphorylation, induisant une modulation dedi@ de 'EGF qui réduirait le caractere

invasif des cellules cancéreuses prostatiques @aonsi et al, 2004).

B — Les pathologies de la prostate
La prostate est le siege de trois affections ppales : la prostatite, 'adénome ou
Hyperplasie Bénigne de la Prostate (HBP) et I'adarmnome. Ces pathologies prostatiques

peuvent atteindre ’lhomme jeune mais touche suftooinme a partir de 40-50 ans.

1) La prostatite
La prostatite est une inflammation causée dansaiadg majorité des cas par des agents
infectieux (bactéries et mycoplasmes), le micronigrae le plus souvent mis en cause étant
E. coli. La prostatite peut étre aigle (apparition sowslale fievre, frissons et troubles
urinaires importants) ou chronique (infections réentes des voies urinaires), et se traite

dans les deux cas par des antibiotiques (ZerbilCamdjuy, 2001).

2) L’adénome prostatique ou hperplasie Bénigne de la Prostate

Avec I'age, I'homme développe souvent une hyperplpsostatique (augmentation du
volume prostatique due a une augmentation du nordésecellules prostatiques) appelée
adénome prostatique ou encore Hyperplasie Bénignka dProstate (HBP) qui désigne une
tumeur bénigne de la prostate (70 % des hommesmietd une HBP histologique aprés 60
ans). En dehors de l'age, d'autres facteurs sermblgervenir dans son apparition :
I'influence des androgenes (les hommes castrés@eptant un déficit eno&réductase ne
développent jamais d’adénome prostatique), l'odgiraciale (seulement 5 a 10 % des
hommes d’origine asiatique de plus de 60 ans préserune HBP) et des génes de
prédisposition a 'HBP existeraient, des formes ifiafes ayant été mises en évidence

(Gillenwater et al, 2001, Sandaet al, 1994). L'HBP se développe exclusivement dans la
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zone de transition qui entoure l'uretre. L'adéngma&voque I'apparition d’un tissu fibreux et
glandulaire qui entraine le grossissement et/oigidité de la glande. Cette transformation de
la glande prostatique provoque une irritation aopsune obstruction de l'uretre entrainant

une géne symptomatique lors de la mictieiyure 4)

ﬁ VESSIE ‘
- U a2

PROSTATE VESICULE PROSTATE #j VESICULE
NORMALE —— SEMINALE HYPERTROPHIEE _jf SEMINALE
|

—_—

URETRE

Figure 4 : Impact d’une hyperplasie bénigne de la prostatdéessystéme urinaire.

L’HBP provoque différents symptdomes regroupés setsrme de « prostatisme » :

- Des mictions de faible volume et plus fréquei(pediakiurie),

- Une diminution de la force du jet,

- Une douleur a la miction (dysurie),

- Une douleur pendant I'éjaculation.

Les manifestations cliniques sont extrémement blesad’'un individu a l'autre allant

de I'absence totale de signes clinigues malgré alame prostatique élevé pour certains, a
une dégradation significative de la qualité de awec un faible volume prostatique pour
d’autres. L’'HBP peut méme dans certains cas abawtés complications séveéres comme une
rétention aigué d’'urine (impossibilité de vider gessie), voire la destruction des reins
(hydronéphrose, insuffisance rénale). L'hyperplagieigne de la prostate peut nécessiter un
traitement médical (chimiothérapie consistant ajbéw I'AR et/ou a inhiber lacdsréductase)
ou chirurgical, selon les symptdomes de rétentianaine présentés. Dans les cas les plus
bénins, on peut se contenter de surveiller cefeet@dn sans la traiter si elle n'affecte pas la

qualité de vie chez I'hnomme qui en est atteint.

3) Le cancer de la Prostate
Le terme de « cancer » définit une pathologie atérsée par la présence d'une ou
plusieurs tumeur(s) maligne(s), il englobe doncspliune centaine de maladies, la quasi-
totalité des tissus de l'organisme pouvant étreirgd. Chaque cancer présente des
caractéristiques qui lui sont propres, mais lesamémes qui engendrent ces tumeurs sont

communs.
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a. Histoire naturelle du cancer de la prostate

La majorité des tumeurs de la prostate se formans ¢ta zone périphérique mais elles
peuvent aussi se développer dans le tissu de &acatrale. Le cancer de la prostate (PCa) se
développe le plus souvent a partir de I'épithéliglandulaire, on le nomme alors
adénocarcinome puisqu’il a pour origine les glardiegépithélium (acini). Dans de trés rares
cas, des tumeurs peuvent aussi apparaitre damsoheasfibromusculaire, on parle alors de
sarcome stromal, Iéilomyosarcome ou encore de rhamkarcome selon la nature des cellules
atteintes (Vandenbost al, 2004).

On considére que le cancer de la prostate appaaiaih un processus lent et continu :
dans un premier temps la prostate saine subit ésdenk au niveau de foyers épithéliaux
atrophiques (cellules épithéliales dont la proéifém accrue entraine une atrophie) qui
s’accompagnent en général d’'une inflammation ett sonsi désignées sous le terme
d’Atrophie Inflammatoire ProliférativéFigure 5) (De Marzq et al, 2007). Les cellules
prolifératives atrophiqgues commencent a acquéris daodifications génétiques et
morphologiques formant des lésions précancéreuggslées PIN (pour Prostatic
Intraepithelial Neoplasia en anglais, Néoplasieahdpithéliale Prostatique). La prolifération
continue de ces cellules génétiquement instabledribne alors au développement du

carcinome prostatique.

ATt 1.
("PIN de bas ) LPIN de haut
—_— —_—

| grade
\__grade )

grade
—_—

$h60

Baﬂalpq

Carcinome
Membrane basale | invasif

Figure 5 : Modeéle cellulaire de la progression néoplasiquestataue (De Marzoet al, 2007).AIP = Atrophie
Inflammatoire Proliférative, PIN = Néoplasie Int&pithéliale prostatique.

Lorsque le cancer reste confiné a l'intérieur dedpsule de la prostate, on considére
que la maladie est «localisée » et peut donc &ie par chirurgie ou plus rarement par
radiothérapie. Des que le cancer s’étend au-deldadeapsule de Gleason, les options

thérapeutiques sont différentésgure 6)
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Figure 6 : Evolution anatomique du cancer de la prostate sud®ela sphére uro-génitale suivant les différents
stades de la maladie (1 & IV).

b. Evolution du cancer de la prostate

Dans la majorité des cas, le PCa n’évolue pas aulpes les 10 a 15 premieres années
apres le diagnostic et reste « silencieux » clieigent (Cooperbergt al, 2005). Par la suite,
I'évolution de la tumeur localisée est variable.sLeimeurs de bas grade (faiblement
différenciées) ont tendance a avoir une évolutend sans manifestation clinique alors que
les tumeurs de haut grade deviennent rapidemestsiges et peuvent alors s’étendre aux
ganglions lymphatiques et autres organes. Lorsgsigumeurs ont envahi d’autres organes,
on parle de métastase. Les ganglions lymphatiqedgeps puis les os de la colonne
vertébrale sont les premiers sites de disséminagsrntumeurs prostatiques. Si les métastases
au niveau des ganglions lymphatiques pelviens garfbis microscopiques et difficilement
détectables, il est possible de révéler leur pesgrar un dosage du PSA dont le taux est

fortement augmenté.

c. Hormones et cancer

Les travaux de Huggins et Hodges (Huggins and Had2@02) ayant mis en évidence
'importance des androgénes dans le développenentadncers de la prostate, différentes
approches thérapeutiques basées sur leurs trawalsorg mises en place notamment la
thérapie par castration chirurgicale ou par blocagg@grogénique. En effet dans ses premiers
stades, la croissance du cancer de la prostateoastdépendance des androgénes et, son
évolution étant lente, approximativement 80 a 98€% cancers de la prostate sont hormono-
dépendants (Heinlein and Chang, 2004). C’est pailguoremiéere voie de thérapie consiste
a faire diminuer le taux d’androgenes circulants dé limiter le développement du PCa : ce
traitement de premiéere intention consiste en urcage androgénique complet ou une
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castration (chimique ou chirurgicale) seule, suigie cas d’échec par I'ajout d’'un Anti-
Androgéne Périphérique (AAP) (Alexandre and RiX@)7). Il survient ensuite une perte de
la sensibilité au traitement en moyenne 18 moissaj@ début de I'hormonothérapie, on parle
alors de maladie «hormono-indépendante » ou coneflee est appelée depuis peu
« castration-résistante » (CRPC) (Wolff and Mas2®i12). On peut cependant obtenir une
nouvelle réponse par modification de la dose deAPAutilisé en premiére intention
(augmentation de la dose, puis arrét de celuitcpar hormonothérapie de seconde ligne.

On considere de maniere générale que la maladieerdex hormono-résistante »,
lorsqu’il y a échec du traitement anti-androgéniqie seconde ligne, associé a une
modification de la physiologie inter ou intra-cddline de la prostate qui lui confére la
capacité de survivre et de proliférer en absenemdibgénes et qui a été induite par le
traitement anti-androgénique (Séronie-Vivien ananBaaud, 2006). Et contrairement a ce
qui était pensé auparavant, I'hormonorésistancestnfms la conséquence d'une perte
d’expression de I'AR, celui-ci semblant méme étreezprimé dans les cellules cancéreuses
prostatiques hormono-résistantes par rapport alile® hormono-sensibles (Cheat al,
2004, Linjg et al, 2001) et cette surexpression entrainant alors néaetivation du
programme d’expression géniqgue dépendant de [|'ARéalpblement inactivé par
I’'hnormonothérapie (Holzbeierlejret al, 2004).

Le caractere quasi systématique de la transitionI'ldlermonodépendance vers
I’'hormonorésistance est actuellement le cceur debneuses interrogations chez les urologues
et oncologues, confrontés a la difficulté d’obtemie période d’hormonodépendance la plus
longue possible. En effet, la médiane de surviepdéients apres apparition de I'échappement
thérapeutique n’est que de 12 a 18 mois, méme echilaiothérapie a récemment permis
d’allonger quelque peu cette durée de vie (Sérgnien, 2005). Deux théories sont
actuellement proposées pour expliquer I'acquisiti@s adaptations moléculaires conférant
I’'hnormonorésistance (Séronie-Vivien and Rambeau@)6®? La théorie clonale avance
I'existence d’'un contingent de cellules androgémbépendantes avant méme qu’il y ait eu
hormonothérapie. Ces cellules sont sélectionnéeslgarivation androgénique et leur
prolifération est a l'origine de I'’échappement aaitement hormonal. La théorie adaptative
guant a elle suppose que les cellules androgénendéptes, une fois confrontées a la carence
androgénique, acquierent des modifications génoasidaur permettant de survivre et de
proliférer malgré la carence. Ces deux théories excluent pas et il est fort possible qu’elles
existent simultanément.

Plusieurs mécanismes ont été également proposéseppliquer la transition vers un

cancer castration-résistant, qui peuvent étre tg® en trois événements concomitants : une
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activation paradoxale du récepteur aux androgehliesctivation de I'apoptose et la

différenciation neuro-endocrin€&igure 7)

Activation paradoxale du RA Inactivation de I'apoptose Différenciation neurc-endocrine
Hypersensibilité du RA sux androgénes Inactivation de FTEN Selection positive des cellules NE
[surexpression du AA +++} 2 pere de [a Mgulation négative
de |a kinasa de sunvie AKT Orientation préférentielle
Bctivation « iHégitime » de la différenciation
[androgansas surrénaliens, estradicd, Surexpression de bol-2 das cellules souches
anti-androgénes) J inhibition de 1a voia vers lg phénobype NE
d'apoptose mitochondrials
Bctivation ligand-indépendante Sournce paracrine
[EGF, [GF-1, IL-6, HERZ, ...} de facteurs de croissance [ILE)
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Prolifération et survie tumorales en absence d'androgénes

Figure 7 : Mécanismes potentiels impliqués dans la transit&ns I’hormonorésistance des cancers de la
prostate (Séronie-Vivien, 2001RA = Récepteur aux Androgénes, NE = Neuroendocrine.

- Activation paradoxale du Récepteur aux androgenes

Différentes altérations moléculaires et fonctiotesedu récepteur aux androgenes sont

a l'origine du processus de résistance aux thé&api@monales (Séronie-Vivien and
Rambeaud, 2006).

© 2013 Tous droits réservés.

> Une surexpression guantitative de 'AR par ammlificn de son géne (cas de

30% des tumeurs hormono-résistantes)pau régulation transcriptionnelle,
stabilisation de la protéine ou majoration de aadiocation nucléaire. Il peut
également y avoir une modulation qualitative detian de I'AR par altération

de ses cofacteurs. Cette surexpression ou sutaati®il’AR se traduit par une

hypersensibilité aux androgenes circulants réssduel

» Un élargissement du panel des ligands agonistd¢'®ABRe Ce phénoménest

lié soit a la surexpression des co-activateurs, &da mutation du Récepteur
aux androgenes dans son domaine de liaison dulligzes mutations de I'AR
apparaissent pour 10 a 30% des cancers hormorstarési sans que I'on
sache si cela est d0 a une sélection clonale oesaritations induites. La
mutation la plus étudiée et la plus fréquemmententde est Thr876Ala
(Heinlein and Chang, 2004, Séronie-Vivien and Raanbde2006).

“» Une activation de 'AR de maniére ligand indépernda@e mécanisme passe

par une phosphorylation de I'AR dont les premieessagers sont les facteurs
de croissance (IGF-1, KGF, EGF), des cytokines@)llou des effecteurs des
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kinases intracellulaires (HER 2, Akt, MAP-KinaseKA). lls peuvent étre

d’'origines endocrine, paracrine (produits par lerea prostatique, I'os, la

matrice extracellulaire, les cellules neuro-endws) ou autocrine (produits

par les cellules tumorales elles-mémes). Ces co@spaant capables d’activer

seuls 'AR mais ils agissent également en synexgie les androgéenes lorsque

ceux-ci sont présents a des taux tres bas.

- Inactivation de I'apoptose :

L’apoptose est une mort cellulaire programmeée, al@tiée par des stimuli tels que la

sénescence, des altérations de I’ADN trop impoggrmiour pouvoir étre réparées ou la

carence en facteurs de croissance. C'est un prmeghysiologiqgue régulé par des

mécanismes moléculaires complexes faisant notamapg@ aux protéines de la famille des

caspases. Certaines molécules de cette machipemosique semblent étre impliquées dans

la transition vers 'hormonorésistance du cancdageostatéFigure 8)

Androgénes =
signal de survie
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Figure 8 : Mécanismes de résistance a I'apoptose induiteepalotage androgénique, d’apres (Séronie-Vivien,
2005).PIP2 = Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PilPhosphatidylinositol tri-phosphate.

Physiologiquement, les androgénes induisent desugigde survie qui font appel a la

production de phosphatidylinositol tri-phosphatéP@ a partir du PIP2 par 'enzyme PI3

Kinase. Le PIP3 va alors constituer le messageacellulaire du signal anti-apoptotique en

activant la kinase Akt. Celle-ci va ensuite inhiles caspases responsables de I'apoptose de

facon directe et indirecte, en activant la protéamgi-apoptotique Bcl-2 qui empéche le

phénomene de dépolarisation membranaire des mitdcies (a I'origine de I'activation des

caspasesia le relargage de cytochrome C dans le cytosol).rhésanismes de résistance a

I'apoptose mis en évidence sont une perte d’exjpreste PTEN (phosphatase catalysant la

dégradation du PIP3 en PIP2), la surexpression add’IB Kinase aboutissant a une

augmentation du signal de survie, PIP3 ou une puesgion de Bcl-2 qui inhibe ainsi le
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signal d’apoptose d’origine mitochondriale (Séreviigien and Rambeaud, 2006, Shen and
Abate-Shen, 2007).

- Différenciation neuro-endocrine :

Parmi les différentsypes cellulaires composant le tissu prostatique, slaexiste une
catégorie largement minoritaire : les cellules peuadocrines. Leur proportion semble
augmenter avec l'apparition du cancer et les démdds plus importantes de ces cellules
neuro-endocrines ont été observées dans des tuprastatiques hormono-résistantes apres
thérapie anti-androgénique (Hirgnoet al, 2004). L’enrichissement en cellules
neuroendocrines du cancer de la prostate est assanm tres mauvais pronostic, ces cellules
étant insensibles aux traitements chimiothérapeesigtandards et aux radiothérapies.

Plusieurs phénoménes pourraient étre a [lorigine dette différenciation
neuroendocrine. Des études récentes montrent geletrddtements anti-androgéniques
augmentent le nombre de cellules neuroendocrines s tumeurs (Abrahamsson, 1999).
Les traitements ne feraient donc que sélectionmer allules neuroendocrines androgéno-
indépendantes aux dépens des cellules androgeendbapies. Il a été également suggéré que
I'acquisition des caractéristiques neuroendocrige$fectuait au cours de la progression
tumorale. Ainsi, suite a une transformation maligmme cellule épithéliale ou basale
développerait des caractéristiques neuroendoceinssrait alors régulée par des mécanismes
androgéno-indépendants. Souvent les cancers pgosstprésentant une différenciation
neuroendocrine sont caractérisés par la présenig/eles de cellules neuroendocrines au sein
de cellules malignes non neuroendocrines. Enfirge étude récente a caractérisé les
mécanismes moléculaires a l'origine du processudlifférenciation neuroendocrine : la
Sérine-Thréonine kinase Akt contrélerait le déclkmment de Ila différenciation
neuroendocrine en phosphorylant la Ribonucléopretdl (RNP K), le Récepteur aux
Androgénes et Ig3-caténine (Ciarlp et al, 2012). Ces phosphorylations induisent la
dégradation protéasomale de I'AR et la translocatiocléaire de I&-caténine et de la RNP

K, induisant ainsi la régulation transcriptionnedlautres cibles.

d. Métastases
Les métastases sont définies par le processuegaelldes cellules malignes migrent
par voie lymphatique ou par voie sanguine depuisri@ur primaire vers un autre site distant
pour établir une tumeur secondaire (Arga al, 2006). C’est un processus complexe qui se
déroule selon I'enchainement de différentes étapeslissociation des cellules cancéreuses
de la tumeur « primaire » d’origine, la migratioesdcellules vers les tissus adjacents,

'adhésion a la surface de I'endothélium, I'invasiellulaire a travers la surface endothéliale,
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l'invasion cellulaire dans un nouvel environnements la prolifération cellulaire donnant

lieu a une tumeur « secondaire ». Le cancer dadstgie est caractérisé par un tropisme
important pour le tissu osseux. En effet, 95 % patients qui décedent du cancer de la
prostate sont porteurs de métastases osseusesnst, lal plupart des cas, ce sont les
complications liées a ces métastases (fracturaapmssion médullaire, envahissement et
épuisement de la moélle osseuse) qui ont entr@médéces. Les os sont ainsi, avec les
ganglions lymphatiques pelviens et lombo-aortiglesijte le plus fréquent de dissémination
métastatique. D’autres localisations, comme le, fiiggoumon et le cerveau sont également

possibles mais ne s’observent qu’exceptionnellement

e. Classification oncologique
Le cancer de la prostate ayant souvent une origiéfocale (Chenget al, 1998), il
est en générale difficile d’évaluer son grade oogigjue. C’est pourquoi plusieurs systemes
de classification ont été imaginés et sont actoedlg utilisés pour grader les cancers de la
prostate en fonction de leur avancement oncologideesystéme TNM (pour Tumor, Node
and Metastasis) qui évalue la taille et la locéilisade la tumeur, le systeme de Whitmore et
Jewett (moins détaillé et de moins en moins utilcpé emploie les lettres de A a D pour
grader le cancer) et le score de Gleason qui pganmbmpte |'état de différenciation du tissu

cancéreux.

- le systeme TNM :

Il fut développé en 1977 par Ammon et coll. (Ammenal, 1977) mais ne fut adopté
par I'Union Internationale Contre le Cancer qu'é@92. Il est régulierement révisé et corrigé,
la derniere version datant de 2010 (Chestgal, 2012). Il évalue la taille de la tumeur et sa
propagation extra-capsulaire (T), dans les gangllgmphatiques (N) et dans les métastases

lointaines (M), les représentations de ces valgoin listées dans [eableau 1

T1: tumeur non apparente, T2 : tumeur confinée a la T3 : tumeur qui s’étend vers 'T'4 : métastases loco-
non palpable, non capsule, palpable et le col de la vessie ou les régionales avec invasion des
détectable par imagerie détectable par imagerie vésicules séminales tissus périphériques

Figure 9 : Représentation des tumeurs de la prostate de gfader4 selon la classification TNM.
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Tumeur primitive

X Tumeur primitive ne pouvant étre classée

0 Absence de tumeur primitive

1 Tumeur non palpable de découverte fortuite ou visible a limagerie
Tl1a Tumeurenvahissant 5% du tissu réséqué lors d'une résection de prostate
T1b Tumeurenvahissant plus de 5% du tissu réséqué lors d'une résection de prostate
T1c Tumeur découverte sur des biopsies pour une élévation du PSA

2 Tumeur limitée a la prostate (apex et capsule compris)
2a Atteinte d'un lobe prostatique
2b Atteinte des deux lobes prostatiques

3 Tumeur avec une extension au-dela de la capsule
3a Extension extra-capsulaire (invasion du col de la vessie)
3b Extension aux vésicules séminales

4 Tumeur avec une extension aux organes adjacents (col vésical, sphincter
urétral, rectum, paroi pelvienne) ou tumeur fixée
N  Ganglions régionaux
Nx Ganglions régionaux non évaluables

NO Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 Atteinte ganglionnaire régionale

Métastases a distance
Mx Métastase a distance non évaluable
MO Absence de métastase a distance
M1 Métastases a distance

M1la Ganglions non régionaux

M1b Os

M1c Autres sites

Tableau 1 :Représentation des valetrgTumeur),N (Ganglion pour Node en anglais)Mt(Métastases).

Les tumeurs de grade T1 caractérisent de petitesurs non palpables et difficilement
détectables par les techniques d’imagerie comnuhd@raphie(Figure 9) Les tumeurs de
stade T2 sont plus étendues, mais confinées prakeaepithéliale. Elles sont détectables par
palpation et peuvent étre prélevées avec une kguibiopsie. Le stade T3 représente des
tumeurs ayant dépassé la barriere de la capsuBledson et qui se propagent au col vésical
et aux vésicules séminales. Le dernier stade (&#Hnitles métastases loco-régionales, c’est a
dire les métastases ayant gagné des organes peydstels que la vessie. La propagation
des métastases loco-régionales aux ganglions Iyimplea est définie par le statut N (NO-
N1), alors que le statut M (M0-M1) désigne les ratases lointaines et indique quels organes
elles ont atteint (os, foie, cerveau, ...).

- le score de Gleason:

En 1967, Gleason et coll. inventérent un systemgrddation du cancer de la prostate
avec lequel ils mirent en évidence 5 grades distinaprés I'observation histologique de plus
d’'un millier de tumeurs prostatiques (Gleason arellikger, 1974, Mellingeret al, 1967). Il
est également mis a jour régulierement et la dexmévision date de 2010 (Epstein, 2010).
Ce systéme repose sur le profil architectural siutprostatique et le degré de différenciation

de ses cellules, le grade oncologique étant dgéinia somme des deux profils architecturaux
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les plus observés et s’appelant le score de Gleakea caractéristiques et aspects
histologiques des 5 grades sont présentés ddmleau 2

Grade Profil Architecural Description
= Nodule circonscrit, avec de larges
%g@%ﬂ%i) % glandes contenant des acini
@ g%gﬁ%o&g%ﬂ uniformes, de taille moyenne, de
g& %aﬁgéﬁog forme ronde a ovale et étroitement
é&%ﬁ‘?ggéa regroupés mais bien distincts les
Cbggg%g%%é uns des autres.
%@ & QQOOC)% Nodule assez circonscrit, mais aux
Qgﬂi\‘j B a@g bords mal définis. Les glandes ont
@ 0&“9&% &QQ Oxr:’ un arrangement plus liche et sont
chaég,;f G’Qg%ﬂ moins uniformes.
- - P05 atoBo2aTS, - ———"
Q oo QO O;ﬁ 0 Q :9 ¢ | Masses irréguliéres aux bords
) QQ f/‘.‘) 5)0@0 o © Ow-’a o | déchiquetés. Glandes bien définies
@ 00 o <o HOQ c o DDﬁ {3 | mais a taille et forme variable qui
it e “,.o%, i Qoﬂgj)ou -;}Qo s’infiltrent parmi les acini non
; o0 . S“, ?D “ﬂ”:“%':: 22 néoplasiques.

R Tumeur & glandes fusionnées,
glandes distinctes a faible lumiére,
larges glandes cribriformes et
glandes a bord irrégulier. Aspect
d'hypeméphrome.

Massifs irréguliers et/ou arrondis
disposés de fagon variable, avec
nécrose centrale
(comédocarcinome) entourée de
masses papillaires, solides, ou
cribriformes.

Tableau 2 : Caractéristiques et aspects histologiques degeiiffe grades (1 a 5) du cancer de la prostate selon
le systéeme de gradation de Gleason, d’apres (Bp&@i0).

f. Etiologie et épidémiologie du cancer de la prostate

Comme de nombreux autres cancers, le développearhknprogression du cancer de la
prostate sont principalement dus a l'accumulatiom wmhodifications génétiques. De
nombreuses études ont ainsi décrit I'expressionrrafiie d’oncogenes et de genes
suppresseurs de tumeur observée dans des cas ascarostatiques (Wong and Wang,
2000). On peut ainsi citer la surexpression d'oeoag classiques tels quas, mycet c-sis
mais également d’autres types d’oncogenes coriim€l-4 et ERG (génes codant des
facteurs de transcription) pour lesquels on a ofésene fusion avec le gei®dMPRSSZgene
codant une sérine protéase transmembranaire) (DreoMet al, 2007, Wang and Wong,
1997). Le géne de fusiohMPRSS2-ERGerait spécifiqgue du cancer de la prostate et peut
méme étre détecté dans les lésions précurseuypa®IN. Depuis de nombreuses années, les
oncogenes ne sont plus considérés comme les sarisrgéents géenétiques a l'origine de la
tumorigénése, les genes suppresseurs de tumeur téi#n aussi importants. Dans la
tumorigénése prostatique, il a par exemple étém@dimplication des genes codant pour les
protéineKAIl (Dong, et al, 1995), thymosine-beta 15 (Baat al, 1996), du rétinoblastome
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(pRb) (Kubota et al, 1995), p53 (Donget al, 1997), PTEN (Whanget al, 1998), E-
cadhérine (Morton and Isaacs, 1998), NKX3.1 (Bh&t#ur, et al, 1999), p27 (Yanget al,
1998) et la Glutathion-S-Transférase GSTP1 (Yedmasuanianet al, 2004).

Méme si ces modifications génétiques sont crucialass la compréhension du
mécanisme initiateur du PCa, elles ne suffisent @axpliquer pourquoi le cancer de la
prostate est aussi fréquent. D’autres facteurs amnkdonc étre impligués dans son
développement et sa progression, et certains figctiurisque ont ainsi pu étre identifiés. Un
facteur de risque est un élément qui augmentestpiei de développer une maladie et il en

existe différentes sortes.

- Facteurs de risques constitutionnels :

Le facteur de risque le plus évident est 'age.eHat, le cancer de la prostate est une
affection dont I'incidence croit avec l'augmentatide la longévité. La majorité des cancers
de la prostate sont découverts aprés 65 ans. Lecéalents familiaux interviennent
également. En effet, le risque de développer urtazade la prostate est 2 a 5 fois plus
important si votre pére ou frere en a eu un. Lioegethnique est aussi un facteur de risque
frequemment évoqué. Il a en effet été montré gueidence du cancer de la prostate variait
d'un continent a l'autre et d'une population a&réades populations noires américaines étant
les plus touchées. A linverse, les populationscasiennes et asiatigues ont un risque
moindre de développer un cancer de la prostateestl probable que des facteurs

environnementaux soient en cause.

- Facteurs de risgues environnementaux :

De multiples études ont tenté d'identifier desdart de risque du cancer prostatique
présents dans I'environnement. Les importantesti@ans géographiques de l'incidence du
cancer de la prostate suggérent le rbéle importarg peuvent jouer certains facteurs
environnementaux dans le développement du PCaffénléncidence et le taux de mortalité
du PCa sont bien plus élevés en Amérique du Naord\ustralie et en Europe du Nord qu’en
Asie, lincidence étant jusqu'a 80 fois plus élewvaex Etats-Unis par rapport a la Chine
(Parkin et al, 2005). Ces différences peuvent s’expliquer notantrpar des comportements
alimentaires différents (Stacewicz-Sapuntzalkis al, 2008). Il a ainsi été montré que la
consommation réguliere de graisses animales éfegctedment associée au risque de
développer un cancer de la prostate (Glade, 199Rittékhore et al, 1995). Une
alimentation riche en produits laitiers a été égalet mise en cause, lI'apport en calcium
supprimant les effets bénéfiques de la vitamine@oyannucci, 1998). En paralléle de
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I'alimentation, d'autres facteurs plus incertaimserviennent tels que I'obésité, le manque

d'exercice, la consommation de tabac et I'exposétides radiations.

4) Diagnostic
La détection précoce d'un cancer de la prostate@ede mettre en ceuvre la meilleure
approche thérapeutiqgue possible. A partir des anri&80, I'avenement de nouvelles
techniques diagnostiques a permis de détecter alesers de la prostate a un stade tres
localisé, alors gu’aucun symptome ne les signalatdiffusion de ces techniques serait en

grande partie responsable de 'augmentation du neuhd cancers de la prostate recensés.

a. Examen clinique
Le geste diagnostique le plus simple et le pluxate est le toucher rectal. Il s’agit

d’un test quasi indolore, qui ne dure que quelgpee®ndes et qui est effectué par le médecin
généraliste. Le médecin palpe la prostate a traeersctum pour apprécier son volume, la
régularité de ses contours et sa consistance. ldeemepeut aussi mettre en évidence des
zones anormales indurées (nodules) suspectes. m&xgermet également de juger si la
maladie s’est étendue aux organes de voisinage eolamessie et le rectum. Les cancers
prostatiques détectés au toucher rectal sont nralbhsement dans 50% des cas des cancers
pathologiguement avancés.

b. Examen biologique

Le cancer de la prostate peut étre détecté paxamen sanguin, le dosage du PSA
étant le test le plus couramment utilisé a I'heactuelle Le PSA est sécrété aussi bien par les
cellules normales de la prostate que par les eslltimoralegFigure 10) Cependant son
taux sanguin augmente dans le cancer de la prostesé pourquoi la mesure du taux de PSA
est utilisée pour évaluer le risque de cancer gedatate. La valeur du taux de PSA permet
ainsi de suspecter I'existence d’'un cancer dedatpte : plus le taux de PSA est élevé, plus le
risque de cancer de la prostate est grand comnuidiie letableau 3 Toutefois, ce test n’est
pas toujours concluant : il arrive que certains he® atteints d’un cancer de la prostate ne
présentent pas un taux de PSA élevé et il s'avéeedgux tiers des hommes dont le taux de
PSA est élevé n'ont pas de cancer de la prostate.
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Figure 10 : Sécrétion du PSA dans le tissu prostatique d3jrcéncéreux précoce@)(et tardif @).

Il a ainsi été constaté que la spécificité du pestdosage du PSA n’était que de 20 a
40% et sa sensibilité de 70 a 90% (Brawer, 1998% &fforts ont été récemment réalisés pour
améliorer les performances de ce test, notammenbenalisant le taux de PSA par rapport
au volume de la glande (mesure de la « DensitéS#e> ou en suivant les dynamiques de
renouvellement du PSA dans le sérum comme la meguta vélocité du PSA, PSAV, qui
correspond au changement de concentration en PSAnsuannée, ou encore la mesure du
temps de doublement du PSA, PSADT (Prenseeral, 2012). Ces valeurs dynamiques

semblent plutdt jouer un réle pronostique, deswal élevées de PSAV et de PSADT étant
associées a une survie diminuée.

3a7 25 Tres précoce et curable >80% des cas
7a30 65 Précoce mais curable >50% des cas
304100 90 Avancé
100 a 1000 100 Tardif

Tableau 3 :Valeur du taux de PSA en fonction du grade du casieda prostate.

L’émergence du dosage du PSA a ouvert la voied@dauverte et 'utilisation d’autres
biomarqueurs pour le diagnostic et le pronostic ciuncer de la prostate. L'un des

biomarqueurs émergeant en tant que test diagndsticancer de la prostate est le PCA3
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(«Prostate Cancer Antigen 3 ») dont la surexpoasest observée dans plus de 90% des
cancers prostatiques, a l'inverse des prostateesat hyperplasiques (Bussemaketsal,
1999, de Kok et al, 2002). La haute sensibilité et spécificité de BCant conduit a
I'élaboration d’'un test urinaire (I'urine contenades cellules prostatiques qui se sont
détachées durant la miction) mais qui reste enexpérimental et n’est pas utilisé en routine
(Prensneret al, 2012, Wolff and Mason, 2012). Le gene de fusidéPRSS2-ER@ourrait
étre également exploité comme marqueur urinaireis ,rea combinaison avec d’autres
marqueurs comme le PSA car son transcrit n'estctiétgque dans 50% des cancers
prostatiques (Hesselst al, 2007). D’autres biomarqueurs existent encoweNMethylacyl—
coenzyme A racemase, GOLPH2, SPINK1) mais présetgedésavantage d’'un mode de
détection invasif ou colteux, de ne pas étre dpigie au cancer de la prostate ou de ne pas
apporter d’'informations supplémentaires par rapporPSA (Clarkeet al, 2010, Prensneet

al., 2012). Des lacunes restent donc a combler quentiests biologiqueg-igure 11)

Hyperplasie Bénigne
<=

Marqueur requis :
qui permet de
distinguer le

cancer de lHBP

| v
Marqueur requis : &
qui permet de
distinguer le
cancer latent du
cancer agressif |

Cancer
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Marqueur |
requis : \

JdePERacle

=i _ cancer —;
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Figure 11 : Besoins actuels en biomarqueurs pour le canckr pi®state, d’apres (Prenspet al, 2012).

c. Prélévement tissulaire prostatique
A I'heure actuelle, le seul moyen d’établir un diagtic définitif est de pratiquer une
biopsie qui permet au médecin d’examiner |'architex cellulaire de la prostate au
microscope. Les prélevements ou biopsies permattanalyser au microscope les cellules et
tissus prélevés. Ces analyses anatomo-pathologipneent des informations précises sur le
type de cancer et ses caractéristiques. La bigpestatique est réalisée par un urologue, elle
consiste en une ponction souvent effectuée par traiesrectale avec un guidage par

échographie.
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5) Traitements

Avant l'introduction du dosage du PSA, 50 a 70% descers prostatiqgues étaient
diagnostiqués au stade d’extension locale ou nadtqse. Aujourd’hui, moins de 5% des
malades sont diagnostiqués a un stade avancé @astat&ue alors que plus de 70% des
cancers sont diagnostiqués a une phase débutanmteéél and Van Cangh, 2001). Le cancer
de la prostate est ainsi devenu une maladie polyineogui touche aussi bien ’'homme dans la
cinquantaine en bonne santé que 'homme de 70-3%ax pathologies associées multiples,
et il est souvent difficile pour le clinicien detiver le meilleur traitement adapté au malade.

A I'heure actuelle il existe deux types de traibeits utilisés contre le cancer
prostatique : les traitements curatifs radicauinéehtion des formes localisées de la maladie
et les traitements palliatifs pour les formes agascet métastatiques. Le traitement radical
consiste en une prostatectomie totale, une radaiie externe ou une brachythérapie
(sources radioactives mises temporairement ouitledment au contact direct de la tumeur).
Le traitement palliatif comprend le traitement hormal ou une chimiothérapie.

% les traitements radicaux :

La prostatectomie radicale, qui consiste a rettarurgicalement la totalité du tissu
pathologique prostatique, est le traitement de xclthi cancer prostatique localisé chez
'homme agé de moins de 70 ans (85% de survie ans) (Krongradet al, 1997). Une
meilleure connaissance de I'anatomie chirurgicae jplexus veineux périprostatiques, de la
physiologie de [l'appareil sphinctérien, et le dépgplement de nouvelles techniques
opératoires comme la laparoscopie assistée part @boermis de réduire la morbidité
periopératoire, de diminuer lincidence d'impuissanet d’améliorer la continence
postopératoires (Murphyet al, 2009, Tombal and Van Cangh, 2001, Wolff and Mason
2012). La radiothérapie radicale, qu’elle soit exéeou interne, représente une alternative
intéressante avec des taux de survie a moyen tavmparables a ceux de la prostatectomie
radicale.

% les traitements palliatifs :

Depuis plus de 60 ans, la suppression androgérequéde traitement de choix des
cancers avances et meétastatiques de la prostatprebaiere ligne de thérapie hormonale
comprend différents modes de suppression des agnEegselon la cible visée et la mise en
ceuvre réalisée :

» La castration chirurgicale (orchidectomie) ou chimgue qui bloque directement
la production de testotérone. La castration chioaie (par ablation d’'un ou des
deux testicules) est la forme de suppression aBdigge la plus ancienne et la
plus rapide, permettant une baisse rapide du ta&uxestostérone sanguin. Les

risques opératoires sont minimes mais l'acte egversible et peut entrainer des
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effets indésirables. Cette technique n’est plussé@d qu’en de rares indications :
patient &gé, présentant une démence ou une dgbilitgrésentant une maladie trés
agressive qui nécessite une efficacité thérapeatigumédiate. La castration
chimique qui, elle, est réeversible, est plus coumemt utilisée : elle fait appel a
des analogues ou agonistes de la LH-RH (Zoladex®@apeptyl®, Lucrin®) qui
permettent de supprimer la sécrétion de LH (Lutéig Hormone), hormone
induisant la sécrétion de la testostérone au niviesl testiculesFigure 12)
Cependant, de par leur activité d’agoniste paitselentrainent une stimulation
initiale du récepteur a la LH-RH et un pic sécn&dransitoire de testostérone qui
se traduit par une majoration transitoire de la ymatologie, connue sous le
nom de « flare up » (Tombal and Van Cangh, 200dyr Bviter ces désagréments,

des antagonistes vrais de la LH-RH sont désormaispodibles
(Abarelix®,Citrorelix®).
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Figure 12 : Représentation schématique de I'axe hypothalanpoiityysaire-gonadique.

> ['utilisation d’anti-androgénes périphériques qui inhibent directement I'action
de la testostérone et des androgenes surrénaliensveau cellulaire, produisant
ainsi une castration intracellulaire sélective. @istingue les anti-androgénes
stéroidiens (Androcur®,Cyprostat®, Megace®)et les anti-androgenes non-
stéroidiens périphériques purs (Eulexin®, FlutaplexCasodex®). Les anti-
androgénes peuvent étre utilisés en monothérapie ldacas d’'un cancer agressif
mais localisé, en alternative a la castration, mgdtant au patient de garder une

meilleure qualité de vie. lls peuvent étre égalenugiisés en combinaison avec la
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castration de maniere a obtenir un blocage totalagelrogenes et a réduire I'effet
« flare up » (Schrodeet al, 2012, Tombal and Van Cangh, 2001).

> L'utilisation d’cestrogénes constitue une autre facon de provoquer un arrét de
synthese de testostérone par les testicules dmaimhia sécrétion hypophysaire de
LH mais présente de nombreux risques cardiovasesla@t de ce fait ils ne sont
plus recommandés comme traitement de premiére ligae I’Association
Européenne d’Urologie (Schrodet al, 2012).

> | utilisation d’antagonistes de la GnRH constitue la nouvelle génération de
castration chimique. Les antagonistes de la GnRbla(@&ix®, Degarelix®) en
bloguant de maniére immédiate et compétitive lepéeur de la GnRH induisent
une rapide baisse du taux de LH, FSH et de testost¢ sans déclencher le
phénomene de «flare up ». Ces agents semblent anei meilleure efficacité
(suppression de testostérone et diminution du @&xPSA sanguin toujours
constatées au bout de 3 ans de traitement) etgellola durée de survie en
retardant quelque peu l'apparition du cancer howngsistant (Schrodgeet al,
2012, Wolff and Mason, 2012).

> ['utilisation d’inhibiteurs de la 5 a-réductase,qui permettent de supprimer de
70 & 95 % la &DHT circulante (Finastéride®, Dudastéride®) (Thyrpt al,
2007). Leur utilisation en combinaison avec des-amdrogéenes périphériques
chez des patients présentant un cancer prostatigaecé permet d'arréter la
progression de la maladie voire dans certains ‘egdrdiner sa régression (Vis and
Schroder, 2009).

Lorsque le patient ne répond plus a ces traitemémtesancer de la prostate devient
« castration-résistant » et une deuxieme lignéhdpie hormonale peut étre envisagée : elle
correspond a un sevrage en anti-androgenes corabhimdisation de molécules qui bloquent
la synthése de la testostérone d’origine surrémadie comme I'Hydrocortisone ou le
Kétoconazole (Pronzato and Rondini, 2005). Cetteorsde ligne de traitement n’offre
malheureusement qu’'une réponse limitée (réponsequi#ques mois en général). La
chimiothérapie peut étre alors une alternative r@sgante. La plupart des nouveaux
protocoles pronent l'utilisation combinée de I'astiustine phosphate (Estracyt®) et d’agents
de dernieres générations tels que les taxanesafibtgxel ou Taxol®, le docetaxel ou
Taxotere®) ou des dérivés platines oraux, qui pediznéliorer la qualité de vie et la survie
globale des patients (Machiels and Tombal, 2004¥aut cependant souligner que ces
patients sont souvent agés, avec de nombreuse®nudites, ce qui rend parfois difficile

I'administration d’un traitement de chimiothérafnerd.
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La transition vers un cancer hormono-résistant estdonc associée a un faible
pronostic vital, et la recherche des mécanismes néalulaires mis en jeu dans I'avancee
des cancers prostatiques s’avere donc cruciale pode développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques. A ce titre, la compréheion des interactions qui s’'établissent
entre la tumeur épithéliale et son environnement sbmal parait une voie d'étude
intéressante puisque le stroma semble mettre en gk de nhombreux mécanismes pour

favoriser la croissance tumorale prostatique.
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Il- Histologie de la prostate humaine et interactios épithélio-mésenchymateuses

A — Histologie

Le tissu prostatique est constitué de deux couiséslogiques principales : le stroma
fibro-musculaire et le tissu glandulaire, sépawné ke 'autre par une membrane basale. Le
tissu glandulaire est constitué d’'un épithéliumuaksestratifié (épithélium prostatique) qui
forme les unités fonctionnelles sécrétrices dedatate, les acir{iFigure 13)

Lame basale
; Vaisseau sanguin

Cellule basale

|
Matrice | 417

Extracellulaire

Nerf autonome

Cellule épithéliale
apicale

/
Lymphocyte ~./~

Cellule musculaire lisse/Fibroblaste

Macrophage

Figure 13 : Architecture cellulaire du tissprostatique d’aprés (Rowley and Barron, 2012).

1) Le tissu glandulaire

Le tissu glandulaire de la prostate est formé paépithélium pseudo-stratifié qui est
composé de différents types cellulaires distincts :
- les cellules épithéliales apicales ou luminaleSes cellules, de forme cylindrique, bordent
la lumiére de I'acinus et sont de type sécrétdtikes synthétisent et sécretent de nombreuses
protéines telles que le PSA ou la Phosphatase ARidstatique (PAP), et expriment des
marqueurs spécifiques, telles que les cytokérainets18, et les molécules de surface CD10
et w123 (Liu and True, 2002). Elles expriment égedet le recepteur aux androgenes et sont
de ce fait androgéno-dépendantes car leur sunieuedifférenciation sont sous le contrdle

des androgenes.

- les cellules épithéliales basaleBlles forment une couche continue uni- ou bi-calhal, ont
une morphologie cubique ou applatie, maintiennenétat relativement non différencié et
sont capables de proliferer (Tayloet al, 2010). Les cellules basales sont androgéno-
indépendantes et expriment des marqueurs spédfigieeque les cytokératines 5, 14, CD117
et p63 (Leonget al, 2008, van Leenders and Schalken, 2003). Cedelilisparaissent lors

de I'évolution du tissu prostatique vers le cancer.
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- les cellules progénitrices ou épithéliales interméaire. Le concept de cellules
intermédiaires est né de I'idée que la différemaaest un processus séquentiel et dynamique
(Figure 14) De nombreuses études basées sur des marquagesdhistochimiques ont mis
en évidence l'existence de cellules aux caractguiss intermédiaires du point de vue
phénotypique qui expriment un mélange des marquépithéliaux apicaux et basaux :
cytokératines 5, 8, 14 et 18 et Récepteur aux gedes (Cedeeet al, 2008, Lawsonet al,
2010, van Leender®t al, 2000, van Leenders and Schalken, 2003, Verhageal, 1992).
Elles sont également appelées « transit-amplifgieits » du fait qu’elles présentent le plus
fort taux de prolifération du compartiment épithéliDe récentes observations ont permis de
faire la distinction entre différents types de wlel intermédiaires. En effet, il a été montré
chez des souris ayant subi une castration andmggigju’une fraction de cellules castration-
résistantes avait la capacité de régénérer le pssstatique (avec formation de cellules
basales, apicales et neuroendocrines) (Watgl, 2009). Ainsi il existerait des cellules
progénitrices situées dans la couche basale dighiefpm, multipotentes, qui peuvent donner
naissance aux cellules neuroendocrines, aux cellbksales matures et a des cellules
progénitrices luminales qui sont a l'origine deiutes apicales. Les cellules progénitrices
apicales quant a elles ont été identifiées pour éapacité de régénération (elles seraient
bipotentes) et pour leur expression du gene supguesde tumeur Nkx3.1 (Wanet al,
2009).

A

Cellule
neuroendocrine

@1) > @ e >0 O

Cellule Cellule
souche progénitrice

Cellule progénitrice Cellule
apicale épithéliale

lT apicale

Cellule
basale

Figure 14 : Représentation schématique et hypothétique de ffareticiation cellulaire de I'épithélium

prostatique.

- les cellules neuroendocrinesCes cellules ne représentent que 0,5 a 2% du tissu
prostatique, elles sont dispersées dans le commymarti glandulaire entre les cellules

épithéliales mais aussi dans le stroma. Elles dites neuroendocrines car elles possedent
certaines caracteéristiques structurales, fonctibesmet métaboliques similaires au neurone et

produisent des substances semblables aux neurohesn& neurotransmetteurs tels que la
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calcitonine, la sérotonine ou le VIP (Vasoactiveestinal Peptide). Elles expriment
également des marqueurs neuroendocriniens spéxsfitpls que la NSE (Neuron Specific
Enolase) et la Chromogranine A (Karlsson, 2001url@rigine a longuement été débattue,
bien qu’il soit admis aujourd’hui qu’elles proviamagent des crétes neurales (Aumylietr al,
1999). Les derniers travaux concernant la difféiegiom de ces cellules suggérent gu’elles se
forment a partir des cellules progénitrices situdass la couche basale de I'épithélium
prostatique (Cederet al, 2008, Goldsteinet al, 2010). Leur fonction précise n’est pas
encore connue, elle pourrait cependant modulerdéfgration des cellules adjacentes par

sécrétion paracrine de neuropeptides

- les cellules souchedl est accepté depuis longtemps que les celldeshes prostatiques
adultes résident dans le compartiment épithéligbabien qu’il existe actuellement une
controverse sur leur hiérarchie de différenciatibaylor, et al, 2010). Le dernier modéle en
date(Figure 14)propose une hiérarchie linéaire, basée sur deegtionctionnelles utilisant
des marqueurs spécifiques des cellules souchetatigoes tels que CD133, KIT et Dlk-1
(Ceder et al, 2008). L'existence de cellules souches cancéseesé egalement admise
depuis peu : les cellules souches et progénitse@ses etant dans un processus prolifératif
constant, si elles subissent une transformationgmg| elles peuvent alors conduire a la

formation d’'une tumeur (Reyat al, 2001, Signoretti and Loda, 2007).

2) Le stroma

Le stroma se compose essentiellement de fibrolladéecellules musculaires lisses, de
myofibroblastes mais contient également des callafelothéliales qui forment les vaisseaux
sanguins et des cellules immunitaires (macrophagesjocytes...). Ces différents types
cellulaires participent au support mécanique etnaintien de I'homéostasie du tissu
glandulaire : elles contrdlent la prolifération &état de différenciation des cellules
épithéliales adjacentes notamment par la sécrééofacteurs de croissance tels que I'EGF
(Epidermal Growth Factor), le T@HTransforming Growth factor Beta), le NGF (Nerve
Growth Factor), 'THGF (Hepathocyte Growth FactdiGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1),
le FGF (Fibroblast Growth Factor), le VEGF (Vascltadothelial Growth Factor), le PDGF
(Platelet-derived Growth Factor) et d’hormones camian prolactine (Berryet al, 2008).
Ces sécrétions sont pour la plupart sous le cantlés hormones androgenes, les cellules
stromales exprimant le récepteur aux androgenes.

Les fibroblastes, impliqués principalement dangplesnomenes de sécrétion, expriment
en plus des marqueurs spécifiques tels que la Mineera Tenascine C et le Pro-collagéne |,

alors que les cellules musculaires lisses exprinfienictine, la desmine et la calponine

43
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



© 2013 Tous droits réservés.

Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

(Figure 15) Ces derniéres interviennent dans la contractesnzeénes glandulaires, entrainant
la sécrétion du liquide prostatique lors de I'éJation, et participent a la régulation du débit

sanguin dans la prostate lorsqu’elles entourentibéhélium.

DESMINE
I caronine T
a- ACTINE
VIMENTINE
I TENASCINE-C ) |
PRO- COLLAGENE |

D N

Cellule "
musculaire lisse Myofibroblaste Fibroblasts

Figure 15 : Expression des marqueurs spécifiques des cellutenales, d’apres (Rowley and Barron, 2012).

Les myofibroblastes, identifiées pour la premiéoes fil y a une trentaine d’années
comme des cellules vimentine-positives et desmégatives (Gabbianiet al, 1971),
possédent des caractéristiques communes aux fistekl et cellules musculaires lisses
(capacité de prolifération, sécrétion et contragtidPowell et al, 1999) mais présentent en
plus la capacité de suturer des blessures en fordemncomposants et fibres de la matrice
extracellulaire. Ces cellules sont également apgekéFibroblastes Associés au Cancer »
(CAF pour Cancer-Associated Fibroblasts) car elt@ent leur nombre augmenter fortement
avec I'évolution du cancer prostatique.

Le stroma n’est pas homogene dans sa compositia feinction, il semble y avoir des
différences régionales selon les zones prostatigugea localisation par rapport aux structures
épithéliales (acinus ou canal excréteur) (Placen@b al, 2008, van der Heul-
Nieuwenhuijsen et al, 2006). Le stroma évolue également avec l'adge, delules
inflammatoires devenant de plus en plus abondaitéss fibroblastes devenant sénescents.
Ces fibroblastes sénescents sont moins dépendastardirogenes et seraient capables de
stimuler les cellules cancéreuses prostatiquedsenae d’androgénes (Bayit al, 2006). Il
est reconnu depuis de nombreuses années quelldsscetromales et les cellules épithéliales
sont capables d’interagir, ce lors du développeneembryonnaire mais également a I'age

adulte pour maintenir I'hnoméostasie du tissu ptapia.

B — Interactions épithélium-stroma
1) Le stroma réactif
Le compartiment stromal évolue en parallele dwtigsithélial prostatique, et de ce fait

posséde une plasticité inhérente de maniere a dépoapidement aux problemes rencontrés
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par le tissu glandulaire tels que la réparatiomd’blessure ou la rupture de son homéostasie
(Rowley and Barron, 2012). Les composants stronpaésents dans le micro-environnement
adjacent a I'épithélium réagissent de maniere avurde lorsque I'épithélium subit un
dommage quelconque. Cette réponse rapide et cauktdosemble étre destinée a éviter
I'infection systémique provoquée par des microoigaes provenant de la lumiere des acini.
Les altérations phénotypiques et génotypiques &e@ cette réponse ont été regroupées
sous le terme de « stroma réactif ». Ce stromaéaftéésente les mémes caractéristiques que
le tissu de granulation, tissu transitoire riche vaisseaux qui représente le début d’'une
organisation conjonctive et qui se forme durantplecessus de cicatrisation, capable
d’'induire un remodelage de la matrice extracelialat une modulation de I'expression de
facteurs de croissance et de cytokines des celibbiesblastiques (Desmoulieret al, 2005,
Dvorak, 1986, Gabbiani, 2003).

Lors de cancers épithéliaux, un stroma réactifatarstique se développe en parallele
et favoriserait les propriétés invasives et métagtas des cellules épithéliales cancéreuses
via la sécrétion de facteurs solubles et de protéiees matrice extracellulaire (Bhowmick
et al, 2004, De Wever and Mareel, 2003, Hu and Poly@R82West and van de Rijn, 2007).
Un tel processus semble se mettre en place lodedeloppement des cancers prostatiques.
Ainsi, les interactions établies entre les cellutgsthéliales et stromales permettent la
progression du cancer (Grossfeddial, 1998).

Le stroma réactif des cancers prostatiques estassscié a une forte augmentation du
nombre de myofibroblastes et de fibroblastes, aplue grande densité de capillaires et a une
production de collagéne de type | mature et d'sutmmposants de la matrice extracellulaire.
En effet, il a été observé que dans les cancestgiigues de score de Gleason 3, le stroma
réactif se compose de 50% de fibroblastes et de &®%ayofibroblastes, alors que le stroma
d’'un PCa de score 4 est constitué principalemenmhyefibroblastes (Tuxhotret al, 2001,
Tuxhorn et al, 2002). Ces observations concordent donc avec dpacité des
myofibroblastes a favoriser la progression tumoral@ leur activité pro-proliférative
(sécrétion de facteurs de croissance qui favoriseptolifération des cellules épithéliales et
endothéliale) et réparatrice. L'apparition d’un rom plus important de myofibroblastes, et
donc le développement du stroma réactif, serailvqmqoée par la transformation des
fibroblastes en myofibroblastes sous le controld @3 sécrété par les cellules épithéliales
(Francq et al, 2011, Ishij et al, 2011). Les myofibroblastes du stroma réactif antetour
capables d’induire I'expression de facteurs de steption tels que HIF& (Hypoxia
Inducible Factor 1 alpha) et de sécréter de nombfacteurs : TGH, HGF, EGF, FGF-2,
FGF-7, SDF-1 (Stromal Cell-Derived Factor 1), VE®EF-1 et le collagene | (Jossaat al,
2010, Micke and Ostman, 2004, Qet al, 2012, Pollak et al, 1998). Ces sécrétions
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conféreraient un caractére invasif et migratoirex aellules épithéliales cancéreuses
adjacentes et permettraient également la prolitérades cellules endothéliales participant
ainsi au phénomeéne d’angiogénese.

L’activation du stroma va entrainer également uradifitation de la biologie de
I'épithélium adjacent, conduisant a la formatiomrd'tissu de granulation et au remodelage
tissulaire prostatique. Ces modifications s’obserseite a une sécrétion de composants de la
matrice extracellulaire et de facteurs de croissafRowley and Barron, 2012). Ces
changements s’operent dés I'apparition des legiogsancéreuses de type PIN, ou on observe
une surexpression de collagenes et d’IL-8 (Intérte®) accompagnée d’une augmentation
de I'expression et du dépo6t de la Ténascine C glyomprotéine de la matrice extracellulaire
connue pour étre associée aux cancers (Schatueat, 2008, Schauer and Rowley, 2011).
Tamaoki et collaborateurs ont par ailleurs montré kp Ténascine C avait un role régulateur
des myofibroblastes dans le processus de cicabnsat dans le développement du stroma
réactif, en induisant leur différenciation (Tamaokit al, 2005). La surexpression de
Ténascine C observée dans le stroma réactif semitbé¢re sous le contr6le de facteurs de
croissance . le TGB-sécrété par les fibroblastes et le PDGF sécrétélgs cellules
musculaires lisses (Chiqueet al, 2004). Une étude réalisée chez le cancer du &ein
également montré un effet synergique du TGEBt de la Ténascine C sur le processus
migratoire des cellules épithéliales cancéreugasla stimulation de I'expression de la
métalloprotéinase 9 (MMP-9) (llungat al, 2004). En effet, la MMP-9, en dégradant les
composants de la matrice extracellulaire, ouvrevéée au déplacement des cellules
épithéliales cancéreuses. Enfin, la Ténascine Cégatement connue pour interagir avec
d’autres protéines de la matrice impliquées daamhEsion cellulaire, comme par exemple la
fibronectine ou les récepteurs d'intégrines, régulainsi la prolifération et la migration

cellulaires (Inghamet al, 2004).

2) La transition épithélio-mésehymateuse

De récentes études ont montré que les cellulebé&ipies cancéreuses pouvaient subir
des transformations morphologiques accompagnéésxgeession de protéines des cellules
mésenchymateuses, phénoméne connu sous le nomnd#idn épithélio-mésenchymateuse
(« Epithelial-Mesenchymal Transition », EMT) quirmet a des cellules épithéliales de
devenir mobiles et qui a lieu physiologiqguemens Idlimportantes phases du développement
embryonnaire (Guarino, 2007, Hubet al, 2005, Thiery and Sleeman, 2006). Les cellules
épithéliales sont normalement polarisées et ématd connectées les unes aux autres, ce qui
empéche leur motilité. En revanche, les cellulesanéhymateuses n’établissent pas de

connexion intercellulaire stable, ce qui leur coaféles capacités locomotrices. Lors de
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'EMT, les cellules épithéliales perdent leurs jbowes intercellulaires, acquiérent des
caractéristiques mésenchymateuses et deviennemtbleapde migrer depuis leur tissu
d’'origine vers le tissu adjacent. Des marqueurs émddires de 'EMT ont pu étre
caractérisés : la diminution d’expression de I'Bfu&xine qui est responsable de la perte
d’adhésion cellulaire, 'augmentation d’expressies protéase dégradant la matrice et des
protéines liées au mésenchyme telles que la vimeeti la N-cadhérine, la réorganisation du
cytosquelette d’actine médiée par des GTPases e Rho, 'augmentation d’expression
et/ou la translocation nucléaire de facteurs dest@ption qui sous-tendent le programme
génétique spécifique de I'EMT, tels quepleaténine et les membres des familles Snail et
ZEB (Guarino, 2007, Thiery and Sleeman, 2006). D&simolécules semblent également
jouer un rble important dans 'EMT telles que de®t@ines associées a la matrice
extracellulaire (collagénes, intégrines et protéadé&gradant la matrice) et des protéines de
voie de transduction a signal oncogénique (RasgefBecaténine), en permettant le contact
direct des cellules épithéliales cancéreuses awemitroenvironnement stromal et ainsi
l'initiation de FTEMT (Guarino, 1995, Shintanet al, 2006). L’activation des voies Ras, Src
ou de lap-caténine et I'altération de la balance en GTPdseg/pe Rho pourrait fournir les
signaux supplémentaires nécessaires a la totaseaitision cellulaire et a I'induction du
remodelage du cytosquelette requis pour la motdi€ cellules. Les cellules épithéliales
cancéreuses ainsi libérées, n’ont plus de contesxt leurs voisines et sont ainsi compétentes
pour la locomotion, et peuvent par conséquent equltépithélium pour se diriger vers le

stroma et les capillaires sanguins environnants atteindre d’autres tissus de I'organisme.

Le stroma réactif pouvant contribuer a la progressbn du cancer prostatique, I'étude de
la modulation des interactions stroma-épithélium purrait s’avérer intéressante pour la

recherche de nouvelles stratégies thérapeutiquesrtee le cancer prostatigue. Dans un
tel contexte, identifier les facteurs pouvant moddr ces interactions s’'avere donc

crucial.
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Il - Les Perturbateurs Endocriniens

A — Caractéristiques des Perturbateurs Endocriniens
1) Définition

En 1991, un congres de la WWF (World Wildlife Featem) se tenait a Wingspread
aux Etats-Unis et réunissait un panel d’expertentgifigues mené par le Dr. Colborn qui
exposa pour la premiere fois I'existence de compagtoduits dans I'environnement par
I’'hnomme et capables de perturber le systeme emioci® I'homme et de la faune sauvage
(Colborn and Clement, 1992). Un certain nombre ulestances naturelles ou synthétiques
(xénobiotiques) se trouvant dans I'environnemeritdapuis été décrites comme des agents
qui interferent avec les fonctions du systeme ende@ar des mécanismes multiples et sont
appelées « Perturbateurs Endocriniens » (PE). Bas définies comme des substances ou
mélanges exogenes qui affectent les fonctions dtésye endocrinien (interférence avec la
synthese, la sécrétion, le transport, la liaisdactibn ou [I'élimination des hormones
endogénes) et induisent des effets nocifs sumig shun organisme, de sa descendance ou de
sous-populations (définition adoptée par I'Uniorrdfiéenne en 1999).

Le groupe de molécules identifiees comme pertudbatendocriniens est hautement
hétérogene et inclue des composeés chimiques siynibstutilisés comme solvants/lubrifiants
et leurs dérivés (Biphényls polychlorinés, PCBs,d&ixine), plastiques (phthalates) ou
plastifiants  (Bisphénol A, BPA, et nonyphénol), tmmdes (méthoxychlore,
dichlorodiphényltrichloroéthane, DDT), fongicidegnclozoline), conservateurs (parabens),
antibactériens (Triclosan, Triclocarban), agentarptaceutiques (diéthylstilbestrol, DES) et
métaux lourds, mais également des composés natamtame les phyto-cestrogénes
(génisteine et coumestrol). Ces substances sontsdeet ne semblent pas partager de
structure similaire autre qu’étre des composeéseatiessppoids moléculaires-1000 Daltons)
(Diamanti-Kandarakiset al, 2009). Elles ont aussi souvent un noyau phénelidont la
fonction serait d'imiter les hormones stéroidesuredles et de conférer la capacité aux PE
d’interagir avec leur récepteur comme analoguesamiagonistes. Ainsi, les PE sont en
général classés selon leur activité agoniste oaganiste d'une hormone stéroidienne
(cestrogéne, androgene) bien qu’il soit possibler pou méme PE d’avoir des activités
stéroidiennes mixtes, comme par exemple étre @dabéstrogénique et antiandrogénique, ce
qui est le cas du pesticide méthoxychlore (Diamiatidarakis et al, 2009). Par ailleurs, de
nombreux organes sont sous la dépendance des hegngiaroidiennes et sont donc

susceptibles d’étre vulnérables a la perturbatraoerinienngFigure 16)
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Figure 16 : Les différentes cibles des perturbateurs endocinians le systeme endocrine, d’aprés (Diamanti-
Kandarakiset al, 2009).

2) Voie d’exposition

Les sources d’exposition aux PE sont diverses mentafortement d’un pays a l'autre,
et cette situation évolue constamment du faitidéeldiction, ancienne ou récente, de certains
de ces composés. Les régions industrialisées dost garticulierement touchées par la
contamination de ces composés chimiques qui pewastumuler dans les sols et les nappes
phréatiques. lls forment alors des mélanges coreplexi entrent dans la chaine alimentaire,
et I'exposition aux PE a lieu par l'ingestion d’eau de nourriture contaminée, par la
respiration d’air contaminé ou par contact de smalsde matiéres contaminées (Diamanti-
Kandarakis et al, 2009). Certaines professions (personnes tramtil@ec des pesticides,
fongicides ou composés chimiques industriels) faent également I'exposition aux PE et
présentent un risque accru de développer une amocasystéme reproducteur ou endocrine.

En raison de leur utilisation industrielle, cerealPE ont été congus de maniere a avoir
la plus longue durée de vie possible, ce qui sesté par la suite étre préjudiciable pour la
faune et 'homme. Ces substances ne se désintéggaantacilement, elles ne peuvent étre
métabolisées ou alors elles sont métabolisées ocongibsées en substances plus toxiques
qgue les molécules meéres. Ainsi, méme des substgucesvaient été interdites des décennies
auparavant restent présentes a des niveaux élanéd'@nvironnement et peuvent encore étre
détectées dans I'organisme humain (Gore, 2007)al&®s composés dont la demi-vie n’est
pas aussi longue ont une utilisation tellementmépa que 'homme y est sans cesse expose.
De ce fait, I'inquiétude concernant les PE est @lldment amplifiée par deux facteurs :

'augmentation de la production de ces produitsndipies, qui maintenant atteint de maniere
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globale 400 millions de tonnes dans le monde erdgtdlaugmentation de la pollution par ces
molécules, rendant virtuellement impossible aujtwidd’éviter leur contact dans notre vie
courante. Par conséquent, limpact sur la santéaimema travers les effets connus ou

inconnus de ces composés chimiques sur le systédoerne est important.

3) Mécanismes d’action

Il a été montré que les perturbateurs endocrirpensaient exercer leurs effet@ une
large variété de mécanismes, un méme facteur eméroental pouvant utiliser plusieurs de
ces mécanismes :
- Par l'activation directe du récepteur nucléaire tassique de I'hormone endogéend.e
récepteur classique peut-étre muté ou non, la rotévorisant alors la fixation d’'une plus
large gamme d’agonistes. Le PE, une fois fixé suétepteur, va entrainer un changement de
conformation de celui-ci qui peut-étre different changement de conformation induit par la
fixation de 'hormone endogéne. Une telle différemst souvent a 'origine d’une fonction et
d'une activité régulatrice de I'expression des gerdifférentes, le récepteur lié au
xénobiotique n'ayant pas la méme influence queéleepteur lié a 'hormone endogene
(Watanabeet al, 2003, Wy et al, 2008).
- Par [lactivation directe de récepteur stéroidien membranaire. Les hormones
stéroidiennes sont capables d’induire des effets ggnomiques rapides, basés sur leur
fixation a des récepteurs membranaires et indutsasvoies de signalisation activées par des
seconds messagers. Certains PE, notamment lesogginogénes nonylphénol, génisteine,
Bisphénol A, coumestrol et diéthylstilbestrol, send également capables d’induire ces voies
non génomiques, par l'activation des récepteurs Ionenaires a I'cestrogene comme le
mMERa, mMER3 ou le GPR30 (Thomas and Dong, 2006, Wozreglal, 2005).
- Par des interactions cytoplasmiques.Les effets non génomiques d’'une hormone
stéroidienne peuvent également passer par saofixati récepteur classique cytosolique et a
I'interaction du complexe hormone-récepteur aves pi®téines des voies de transduction
comme celle des MAPK. Les perturbateurs endocrintets que le BPA, les nonylphénols,
octylphénols, endosulfane et képone seraient capaltén faire de méme (Let al, 2006).
- Par changement de la méthylation de '’ADN ou pamodification des Histones.Des
modifications épigénétiques telles que des changente la méthylation de 'ADN ou des
modifications des histones ont été observées suittne exposition aux PE durant le
développement embryonnaire ou la période postaatatemblent associées au risque accru
de développer une maladie ou a un probleme ddittertfAnway, et al, 2005, Hog et al,
2006). Ces modifications épigénétiques pourraid¢ie én partie responsables du caractere

transgénérationnel des effets des perturbateuscanens.

50
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

- Par induction d’instabilité génomique. Il a ainsi été récemment montré que le composé
BPA pouvait entrainer de [linstabilité génomiqueor(fiation de micro-noyaux) par
interférence avec la formation du fuseau mitotigaes les cellules cancéreuses mammaires
(Kabil, et al, 2008).

- Par interférence avec le rétrocontrdle de la rédation hormonale et les cellules
neuroendocrines.Les perturbateurs endocriniens peuvent égalemedtl@ola production
des hormones stéroides endogénes par un rétroeoptéitif ou négatif selon le stade de
développement auquel se produit ce phénomene (Diatkandarakis et al, 2009). lIs
peuvent aussi interférer avec I'homéostasie ned@mEime, comme par exemple en
perturbant I'axe hypothalamo-hypophysaire-thyraidieu en modulant le taux de GnRH
(Gonadotropin-Releasing Hormone) sécrétée pardesones hypothalamiques (Gore, 2010).

- Par interférence avec le métabolisme des hormond3e nombreuses études ont rapporté
l'interférence de xéno-cestrogenes avec la syntliese hormones stéroidiennes, et ce
notamment par l'inhibition des enzymes responsablesla stéroidogénése comme des
déshydrogénases, une aromatase, des sulfotramsfénasles sulfatases (Whitehead and Rice,
2006). D’'autres mécanismes modulant le taux odekefles hormones endogenes ont été
également observé, comme l'induction d’'une excrétitiaire accrue de I'hormone ou encore
une compétition pour le site de fixation du récaptde I'hormone (De Coster and van
Larebeke, 2012).

4) Caractéristiques atypiques
a. Dynamique de dose-réponse inhabituelle

Il a souvent été observé que les PE avaient dessdifen plus importants pour de trés
faibles doses, suivant une évolution biphasiques :affets ont été caractéerisés par des courbes
dose-réponse en forme de U ou de U invérsgure 17)(Vandenberget al, 2009, vom Saal
et al, 2007). Ce concept, reconnu depuis longtemps plesr hormones et des
neurotransmetteurs, a tout d’'abord été sujet ar@emise concernant les PE mais il est
maintenant admis que ces composés chimiques santig@lupart 1000 fois plus puissants
qgue les hormones endogenes et les doses auxgesilegsposé 'homme suffisent a induire

des effets nocifs sur sa santé (De Coster and aegbkke, 2012).
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Figure 17 : Courbes dose-réponse classiques de type linéage seuil (c’est a dire pas d’effet observé tant
gu’'une dose seuil n'ait été atteinte))( et sans seuilB), et courbe dose-réponse non monotone (ou une
augmentation de dose n’entraine pas forcément ug@entation de I'effet)E) avec un exemple observé pour
I'cestradiol D) (Vandenberget al, 2009).

b. Latence des effets des PE

De nombreuses études ont mis en évidence le lige ene exposition a un facteur
environnemental durant le développement et le esagcru de développer une maladie a
I'age adulte, il y aurait donc un décalage entrentement de I'exposition et la manifestation
de I'anomalie engendrée. Récemment il a par exemd@emontré que les PE pouvaient
entrainer des modifications génétigues ou épiggnés durant le développement,
modifications qui favoriseraient a I'dge adultepparition de la maladie suite a une nouvelle
exposition au PE. C’est le cas du BPA et du cadedn prostate (Hcet al, 2006, Prinset
al., 2008). Les raisons de cette sensibilit¢ accruePRudurant le développement est
certainement due a l'absence des mécanismes dectwot (mécanisme de réparation de
I’ADN, systeme immunitaire compétent, enzymes dgfiantes, métabolisme du foie,...) qui
sont présents chez l'adulte mais pas encore famatis chez le foetus ou le nouveau-né
(Schug et al, 2011) L'enfance et l'adolescence sont aussi marquéedaparaturation
continue des principaux systémes endocriniensrgtdm ce fait sensibles a I'exposition aux
produits chimiques. Les effets déléteres des PiEnaainsi selon 'age auquel est exposé un
organisme, la période critique d’exposition appeléienétre de susceptibilité » différant

selon le moment ou se produisent les événemergsdal@éveloppement dans chaque tissu.
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En effet, chaque organe a une trajectoire de dppeloent différente et sa fenétre de

susceptibilité va donc dépendre de cette trajextoir

c. Effets combinés

Dans I'environnement, les PE sont rarement is@éaihs des autre autres et il est fort
probable que I'on soit exposé simultanément a mifftes classes de PE : ils peuvent alors
avoir des effets additifs voir méme synergiques. efiet, récemment Correiat al, ont
montré que l'exposition combinée a plusieurs xéstrapenes a des concentrations
identiques induit un effet en accord avec les ptémhs faites par rapport au model d’ajout de
concentration, suggérant une action additive deoagosés (Correjat al, 2007). D’autres
études ont mis en évidence un processus plus creypeaite a I'exposition simultanée de
cellules hypophysaires a un xéno-cestrogéne (étégtph octylphénol, propylphénal,
nonylphénol ou BPA) et a des oestrogenes endog€esscomposeés sont capables a eux-
seuls d’entrainer I'activation de la voie MAPK (@gpborylation des protéines ERK) et un
effet synergique ou antagoniste de cette activapient étre observé lors d’expositions
combinées selon la dose administrée du xénobiofigerey and Watson, 2011, Kochuke¥
al., 2009). De maniere intéressante, I'exposition dogd du xéno-cestrogéne DDT et d'un
agent pharmaceutique (fadrozole) ou d'un inhibitediaromatase environnemental
(tributyltine) aux actions antagonistes n’a paditsafbloquer les effets néfastes du DDT sur
le poisson Medaka, suggérant que I'exposition daméle & des PE a activités normalement
antagonistes ne diminue pas nécessairement lds afieifs de ceux-ci (Kuhl and Brouwer,
2006).

5) Pathologiemssociées a I'exposition aux PE

Les PE semblent étre impliqués dans le développedeenertaines maladies, certaines
études épidémiologique ayant mis en évidence uneélation entre |'apparition et
'augmentation des PE dans I'environnement et ilence plus importante de ces maladies
(De Coster and van Larebeke, 2012). Ainsi, depassSl0 dernieres années on constate une
augmentation de l'incidence et de la prévalence cdexers du sein, de la prostate et des
testicules, de I'obésité, du diabéte et de trouldlesla reproduction (malformations du
systéme reproducteur, altérations de la fertilidyjadies ayant été associées a des PE. Des
différences géographiques notables appuient cesédsn les habitants des pays les plus
industrialisés ayant le plus grand risque de d@peo des cancers hormono-dépendants (De
Coster and van Larebeke, 2012). Une récente étudesaen évidence limplication de
certains PE dans ['étiologie des cancers du seds, gbumons, du cerveau, du systeme

reproducteur, des reins et du pancréas : des hydh@ees polycycliques aromatiques, des
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pesticides, des PCBs, le DDT, certains médicamantisépileptiques, des fongicides, des
phyto-cestrogenes, des mycotoxines, le BPA, deslattiéls, des alkylphénols et des métallo-
cestrogenes (comme le sel d’aluminium) sembleragiré des molécules clés de la
cancérogénese des organes préecédemment cités.

L’exemple le plus marquant est celui du cancer @n su on dénombre aujourd’hui
jusqu’a 160 xéno-cestrogénes potentiellement im@tiqians son développement (Brody and
Rudel, 2003, Brodyet al, 2007). Ce constat s’explique en partie par ledae les femmes
sont de grandes consommatrices de produits cosmétigt hygiéniques, produits qui sont
connus pour étre des sources significatives erueieurs endocriniens tels que les sels
d’aluminium, les parabens, les phthalates, I'ektidhloe Vera ou encore le musc (Darbre,
2006). Certains d’entre eux ont d'ailleurs été mscause dans des étudesvivo ou un
risque accru de développer des cancers mammagexservés chez les animaux exposés a
ces substances durant leur développement (Birnbameh Fenton, 2003, Harvey, 2005,
Nesaretnamet al, 1998). Concernant la prostate, de nhombreuseg®mat mis en évidence
'implication du BPA autant au niveau de l'indudiiode la cancérogénése que de la
progression du cancer (Het al, 2006, Prinset al, 2008, Wetherill et al, 2002, Wetherill
et al, 2006).

Bien que plusieurs études montrent I'implication BBA dans le développement du
cancer prostatique, il est fort probable que desIfPE y jouent un réle également, a I'image
de ce qui est observé pour le cancer du sein. Nous sommes donc intéressés au BPA et a
une autre classe de PE, les antimicrobiens TrioledaTriclocarban, et leurs effets sur la
cancérogénese prostatique.

B - Le Bisphénol A
1) Identité et propriétés physochimiques

Le plastifiant Bisphénol A (BPA; 2,2-bis(4-hydroxygnyl)propane) est un petit
composeé phénolique lipophile de 228 Begure 17)qui a été synthétisé pour la premiere fois
en 1891 par A.P. Dianin. Il se présente sous faimeaillettes blanches, quasi inodore, peu
soluble dans I'eau mais soluble dans les solutamuuses alcalines et dans certains solvants
et présente une faible volatilité. Une fois polyisé&rpar des liaisons ester, il forme le
plastique de type polycarbonate. Cependant, uneolygg des liaisons ester, et donc un
relargage de molécules de BPA, se produit en dondinormales et peut s’accélérer suite a
I'exposition du polycarbonate a de fortes tempéestua des conditions acides ou alcalines, a
des micro-ondes, ou encore par des lavages rapétdastiqueFigure 17)(Welshonset al,
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2006). Ces conditions sont malheureusement cowdote de l'utilisation de plastiques
alimentaires contenant du BPA.

POLYCARBONATE

Hydrolyse 0\~ O ol g Hydrolyse
,O 5

7/

n

» ‘ Llalson ester
Bisphénol A ‘H mY, ‘ Hzo

a B .
Hydrolyse HO /M\»—C—\\—/—OH

Bisphénol A

Figure 17 : Structure chimique du BPA et de son polymeére digdarbonate, d’apres (Welshomet al,
2006).

Le BPA est un composé chimique pseudo-persisiarst rapidement dégradé dans les
eaux de surfaces et les sols, ou il est majortedrg converti en 2 meétabolites, le 4-
hydroxyacétophénone et le 4-hydroxybenzoique atideBPA présent dans I'eau peut-étre
également dégradé par photolyse (le composé diskamg I'eau absorbe directement la
lumiere du soleil ce qui entraine une altérationtpbhimique) (Staple®t al, 1998). Le BPA
présent dans l'air, qui représenterait moins dedl@BPA environnemental, est quant a lui
rapidement dégradé par photo-oxydation (dégradatiocomposé via une interaction avec
des radicaux libres ou autres molécules oxydasigisy, et al, 2012).

Malgré une courte durée de vie, le BPA reste ptédenmaniére ubiquitaire dans
I'environnement du fait d’'une libération continu@ghlmann et al, 2009). Et il est estimé
que les plus grands compartiments de I'environnechemBPA sont abiotiques et associés a
I'eau et solides en suspension (53 %), aux sol$4R6t aux sédiments (23 %) (Flirgt al,
2012).

2) Utilisations et voies d’ewpition

Le BPA est I'un des PE le plus produits au mondecaine production de plus de 3
millions de tonnes constatée en 2003 et de 5,%0msllde tonnes prévue en 2011 (Flettal,
2012, Tsai, 2006). Il est utilisé pour produireplastique de type polycarbonate, identifié par
le logo de recyclage n°{Figure 18) et les résines époxy (telle que la résine qutege
l'intérieur des canettes meétalliques et boites oleserve). Il est également utilisé comme
additif dans la composition d’autres plastiques tple le Polyvinyl Chloride (PVC) a usage
médical, pour les jouets ou pour les conduitesu)’eale Polyéthylene Téréphthalate (PET)

qui constitue les bouteilles d’eau minérale etattagWelshonset al, 2006). Le BPA a aussi
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de nombreuses autres applications : il est ajoais dle nombreux emballages et ustensiles
alimentaires, matériels électroniques (coques iglass de téléphone portable et
d’ordinateur), les CD et DVD, les lunettes et |kesi mais également dans les colles,
couronnes, et plombages dentaires. Son utilisatait également tres répandue dans les
biberons en plastiques, mais suite a la parutiétudes mettant en avant les effets nocifs du
BPA sur la santé humaine, de nombreux pays ddfralace ont interdit cet usage.

Se 20\

Lentilles, lunettes, casques Bouteilles en polycarbonate Ustensiles et plats en plastique Colle dentaire, couronne, plombage Matériel électronique

Logo apposé sur les
produits pouvant
contenir du BPA @

ésine interne des boites de conserve

Biberons en plastique, jouet CD et DVD

R
AT

Figure 18 : Utilisation commune du BPA.

Son métabolisme a été trés bien caractérisé chest teais est moins bien connu chez
'homme. On sait cependant qu’il peut étre absqréevoie orale, respiratoire ou cutanée.
Une étude récente réalisée chez des enfants eagbasiont I'environnement contenait du
BPA détectable dans I'air, la nourriture et la Bois, et des serviettes, a montré que 99% de
I'exposition au BPA des enfants avait pour origiaenourriture (Wilson et al, 2007). La
voie orale semble donc prédominante, a I'exceppent-étre de cas d’exposition liée a
'occupation professionnelle (comme par exemple [Bsonnes travaillant dans la
manufacture du BPA ou de plastique polycarbonate).

a. Voie orale

Une fois ingéré, le BPA est rapidement absorbé lparintestins, transformé par
glucuronidation au niveau du foie pour étre exceitgs forme de BPA-glucuronide (BPA-
G), forme dépourvue d’activité hormonale. La glaudation est assurée par les UDP-
glucuronosyltransférases hépatiques, et plus pheiement par lisoforme UGT2B1
(Matsumotg et al, 2002). Le BPA-G excrété dans la circulation gystie atteint alors les
reins, la forme libre du BPA n’étant plus préseqtéa de faibles concentrations, c’est le
BPA-G qui est la forme majoritaire (Matthevet al, 2001). En raison d’'une grande solubilité
dans l'eau, le BPA-G est ensuite rapidement élinavec les urines et donc de I'organisme.

Ainsi, les demi-vies plasmatique et urinaire dédame conjuguée sont respectivement de
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1h30 et de 6h. Aprés ingestion orale chez I'honimea donc une conjugaison et une rapide
et quasi-totale élimination du BPA (Volkedt al, 2005, Volke] et al, 2008). Récemment,
une critique a été soulevée concernant toutes toee pharmacocinétiques réalisées pour
évaluer le métabolisme du BPA : en effet, cellesenit basées sur une seule exposition, en

aigu, au BPA alors qu’une exposition chronique ié@té plus a méme de refléter la réalité.

b. Voies respiratoire et cutanée
Il n'y a pas d’étude de la toxicocinétigue du BPpres exposition par inhalation,
cependant au vu de la toxicité induite et de soeffiocient de partage élevé, une forte
absorption au niveau du tractus respiratoire @shdtie. Apreés exposition cutanéevitro
(explants de peau humaine), il a été observé userption rapide du BPA a hauteur de 50%
du dépbt d’origine, suivie d’une métabolisationZnomposés majeurs, le BPA-G (73%) et
du BPA-monosulfate (27%) (Zalket al, 2011).

c. Détection dans I'organisme

De nombreuses études se sont attachées a meswarckntration en BPA dans les
tissus et fluides humains, en se concentrant sgeerhent sur les personnes qui ont été
exposées au BPA dans leur environnement (c’estedlel expositions non professionnelles).
Ces études, réalisées sur des milliers d’individeidifférents pays, ont détecté de maniere
quasi systématique le BPA chez les adultes, adoiescet enfants testés, au niveau des
urines, du sang, du tissu adipeux, du liquide atique ou du lait maternel (pour revue,
(Vandenberg et al, 2012)). Ainsi, le BPA (forme libre et conjugués)été détecté dans
85,8% des échantillons urinaires collectés et d&h5% des échantillons sanguins, a une
concentration moyenne de 4 nM (1 ng/mL). Calaflagl. ont par ailleurs montré que les
variations de la concentration urinaire en BPA obles chez les individus analysés étaient
associées avec I'age, le sexe, I'ethnicité et ktjpm sociale (Calafaet al, 2008). D’autres
études ont confirmé ces observations : elles gmpadé un taux de BPA 3 & 10 fois plus
important chez les nouveau-nés que chez les aditegnton and Ritter, 2009, Mielke and
Gundert-Remy, 2009). Les taux urinaires de BPA aégeont aussi servis a extrapoler sur
I'absorption journaliere de BPA pour une persondilta : il a pu étre estimé une absorption
quotidienne de BPA a 0,037-0,0ad/kg de poids corporel/jour pour les hommes et ;04
0,075ug/kg de poids corporel/jour pour les femmes (Miy&orend Kotake, 2006).

Dans le liquide amniotique, le BPA a été aussiatétdans tous les échantillons testés,
a des concentrations allant de 2 a 35 nM, suggéramtransmission du BPA de la mére au
foetus. De méme, dans le lait maternel, le BPA ptagent dans tous les échantillons analysés

avec une concentration moyenne de 4 nM. Quantssw t@dipeux, il a été constaté une
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accumulation du BPA libre a une concentration magede 3,16 ng/g dans 55% des tissus
analysés et également du BPA chloriné (composé&egudorme quand le BPA est conjugué
dans des eaux traitées) dans 88% des échantillons.

Ces difféerentes observations sont cependant enrachction avec les études
toxicocinétiques de Volkel et collaborateurs quiaiamt mis en évidence une rapide
élimination du BPA chez I'homme aprés administrativale (Volke] et al, 2005, Volke] et
al., 2008). Vu le nombre important d’études détectenBPA (aussi bien sous sa forme libre
que sa forme conjuguée) dans l'organisme humaios(ple 80 études a ce jour), de
nombreuses critiques ont été soulevées quant awaux de Volkelet collaborateurs
notamment quant a la sensibilité de leur mode tiectién et au nombre limité de leur groupe
d’étude (Vandenberget al, 2012). Par ailleurs, comme dit précédemment,slatudes
étaient basées sur une seule exposition orale &y B prenant pas en compte I'effet d’'une

exposition chronique ni d’autres sources envirorgrgales du BPA.

3) Toxicité
a. Activité hormonale

Le BPA a tout d’abord été considéré comme un fadelgtrogene environnemental,
ayant une affinité 1000 a 10 000 fois moins impaegpour les Récepteur aux Estrogenes
ERa et ER3 (ER, Estrogen Receptor) que l'cestradiol (Kujpsral, 1998). Cependant de
récentes études ont démontré que le BPA pouvaiukdr des réponses cellulaires a de tres
faibles concentrations, et dans certains cas ihiauméme une puissance équivalente a
I'cestradiol (Alonso-Magdalenat al, 2005, Walshet al, 2005, Wozniaket al, 2005). Le
BPA est désormais reconnu comme un modulateur tgétlec Récepteur aux (Estrogenes
(SERM, Selective ER Modulator) : en tant que tgbeut interagir avec le domaine de liaison
de I'ER, montre une affinité de liaison et une légan différente pour 'ER et 'ERB dans
les cellules cibles, interagit differemment aves t®-régulateurs transcriptionnels et ne se
contente donc pas de mimer les effets de I'cestrdivelshons et al, 2006). Certaines
actions du BPA sont également attribuées a sa itégase lier aux ER membranaires (mER),
classiques et non classiques, ainsi qu’'au Récept@msmembranaire couplé a une protéine
G-30 (GPR30) (Thomas and Dong, 2006, Watsairal, 2005). Sa liaison a ces récepteurs
membranaires entrainerait des réponses rapides léarllulesvia une signalisation non
génomique, comme il a par exemple été montré densdllules hypophysaires GH3/B6 ou le
BPA se fixe au mER et induit un flux calcique resgpable d’'une sortie de prolactine
(Watson et al, 2007). Le BPA se lie aussi de maniére spécifiguavec une tres forte

affinité sur 'ERRy (Estrogen Related Receptor gamma), récepteurrgrébez 'embryon et
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le foetus, ce qui pourrait expliqguer en partie l&st® du BPA durant le développement
(Okada et al, 2008).

En plus de son activité cestrogénique, le BPA déraamie capacité a se fixer sur le
récepteur de I'hormone thyroidienne, en agissamhnee antagoniste par inhibition de
I'activité transcriptionnelle de I'hormone thyrogétine T3. Heimeier et Shi ont ainsi suggéré
gue le BPA était capable d'altérer 'embryogénéske eléveloppement néonatal humain par
la perturbation ou l'inhibition de la signalisatiai®e I'hnormone thyroidienne (Heimeier and
Shi, 2010).

Le BPA aurait également de fortes propriétés amdr@agéniques dans certains systemes
cellulaires, bien que cela fait encore débat aufbeactuelle notamment concernant la dose a
laquelle apparaitrait cet effet antagoniste (Vamheeg et al, 2009). Une fois lié au récepteur
aux androgenes, le complexe BPA-AR empécherainesogenes endogénes d’exercer leur

régulation transcriptionnelle (Wetheri#t al, 2007).

b. Effets nocifs sur la santé

% Etudes sur les animaux

Un grand nombre d’études menées sur les animagxnaigode mettre en évidence des
effets néfastes du BPA a faible dose, aussi biefesdéveloppement qu’'a I'age adulte. Il a
par exemple été montré que de faibles doses du BBwjnistrées durant la gestation de
souris, induisait une maturation sexuelle précoes fémelles et une croissance postnatale
accrue (Honmgaet al, 2002, Nikaidg et al, 2004, Takaiet al, 2001), une altération des taux
plasmatiques de I'hormone lutéinisante et de testmse (Akingbemiet al, 2004), une
augmentation de la taille de la prostate des m@epta, 2000, Timmset al, 2005), une
diminution de la production de sperme et de lalitértdes males (Al-Hiyasatet al, 2002,
Sakaueet al, 2001), une stimulation du développement de ladganammaire des femelles
(Markey, et al, 2001), une augmentation de la mortalité des eamsyAl-Hiyasat et al,
2004), une perturbation des cycles cestrogénigu@ge adulte (Nikaidpet al, 2004), une
fonction immune altérée (Sawat al, 2003, Yoshinpet al, 2003, Yoshinpet al, 2004),
une diminution des enzymes anti-oxydantes (Chétal, 2003), des variations d’expression
des récepteurs a la progestérone, aux cestrogéRg¥ €Ea la somatostatine au niveau du
cerveau (Faccioloet al, 2002, Funabashiet al, 2003, Ramaset al, 2003) et des
changements comportementaux comme [l'apparition pi#hactivité ou d’agressivité
(Farabollinj et al, 2002, Ishidpet al, 2004).

A I'age adulte, il a été montré que de faibles dade BPA (10 a 100 pg/kg) pouvaient
aussi induire une rapide diminution du taux de ghecet augmentation du taux d’insuline

plasmatique chez des souris males, les souris @@yt une hyperinsulémie chronique
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apres 4 jours de traitement (Alonso-Magdalexial, 2006, Alonso-Magdalenat al, 2010).
Dans d’autres tissus, seule une dose plus impertsBPA (5 mg/kg) était capable d’induire
un effet, comme par exemple dans l'utérus de sof@mselle ovariectomisée ou une
augmentation de la taille des cellules épithéliplmsvait s’'observer (Market al, 2005).

Par ailleurs, des travaux récents montrent qu’'wp®stion chronique au BPA de rats
adultes était inductrice de tumeurs testicula@tede fibroadénomes, une tumeur bénigne de
la glande mammaire (Kerét al, 2007). Concernant la cancérogenese prostati@seétddes
suggerent qu'une exposition intra-utérine ou pedéle de souris males au BPA peut les
prédisposer au cancer de la prostate a I'age attitteet al, 2006, Prinset al, 2008). Ces
travaux utilisant des rats brievement exposés aA B mg/kg/jr) durant leur période
néonatale ont montré une augmentation significatide I'incidence des Iésions
précancéreuses de type PIN suite & une expositiomastrogenes a I'age adulte. Ce modele
animal de susceptibilité a la cancérogénese pigséaest pertinent pour 'homme car il est
connu que les taux d’cestradiol augment chez I'horawee I'age ce qui contribue au risque
de développer le cancer prostatigue (Kaufman andnm¥elen, 2005). Ces études ont
€également montré que les prostates exposées aypBss&daient des altérations du profil de
méthylation de ’ADN de nombreux genes de signtibsecellulaire, suggérant que des doses
environnementalement pertinentes du BPA soient litapa« d'imprimer » la prostate en
développement a travers des modifications épiggumesi (Ho et al, 2006, Prinset al,
2008). Il a été aussi observé que le BPA permettaitcélérer la croissance de tumeurs
prostatiques aprés l'ablation androgénique cheaznial et d’induire I'expression de PSA,

normalement sous contréle des androgenes (Wethatrdl, 2006).

% Etudes sur ’lhomme

Depuis les quinze dernieres années, un nombre fengod’études a été realisé
concernant I'exposition humaine au BPA, ces étudesques et épidémiologiques ayant
permis de mettre en évidence une corrélation detrBPA et des effets observés sur le
systeme reproducteur humain, les cancers du seike e prostate, la thyroide et des
syndromes métaboliques comme I'obésité (Vandenle¢ra, 2010).

Il a par exemple été montré que le BPA induisa# ugsistance a l'insuline dans les
cellules pancréatiqugset une inhibition de la sécrétion d’adiponectimagslle tissu adipeux
associées au developpement du diabete de typeahg@dMagdalenaet al, 2010). Une
exposition au BPA semblerait également étre carééec I'apparition de maladies
cardiovasculaires et d’'altérations des enzymestiyges (Langet al, 2008, Melzeret al,
2010). Chez les femmes ont été constatée des faossehes plus récurrentes et une hausse

des naissances prématurées, ainsi qu’une inflaramati un stress oxydatif plus importants
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pour les femmes en ménopause (Cantonwehel, 2010, Sugiura-Ogasawaret al, 2005,
Yang et al, 2009b). Une réduction de la qualité du sperm&abservée chez les hommes
(Meeker et al, 2010). Ces données révelent donc une associative une exposition au
BPA et des anomalies constatées chez I'adulte, eligis ne peuvent pas prouver un lien de
cause a effet.

Des données développementales ont également pabdéneues, I'exposition prénatale
au BPA ayant été évaluée a partir de mesure dudauBPA maternel : il a ainsi été montré
une association entre I'exposition prénatale et angmentation de l'agressivité et une
hyperactivité chez les enfants agés de 2 ans, ipailecnent chez les filles, de maniere
similaire a ce qui était observé dans les étudekesuongeurs (Brayret al, 2009).

D’autres effets du BPA ont pu étre mis en évidamtamment sa capacité a agir sur les
cellules cancéreuses humaines contribuant aingigrdgression des cancers. En effet, des
études récentes montrent que le plastifiant seagiible d’'induire la progression dans le cycle
et de favoriser la prolifération des cellules caauées mammaires et ovariennes, hotamment
par l'activation de I'ER (Parket al, 2009b, Samuelseret al, 2001). Wetherill et al. ont
eégalement montré l'influence du BPA sur les cellumancéreuses prostatiques humaines
présentant un AR muté (AR-T887A) qui est frequemimettouvé dans les cancers avanceés
de patients ayant fait une rechute apres thérapi@nivation androgénique. En effet, ils ont
observé que des doses pertinentes du BPA (1 nM)amnt activer I'AR-T877A et induire
de ce fait la progression dans le cycle et la fin@ltion des cellules cancéreuses prostatiques
cultivées dans les conditions de privation andragén(Wetheril] et al, 2002). Par la suite,
'impact du BPA fut testé sur la croissance et daurrence des tumeurs prostatiques en
utilisant un modele de xénogreffe des cellules ésuses présentant '’AR-T887A chez des
souris soumises a une privation androgénique :awggnentation de la taille des tumeurs
prostatiques et une sécrétion de PSA plus élevéatfeonstatées les animaux exposés aux
BPA (Wetherill et al, 2006). L'exposition au BPA, qui serait un aganidé I’AR muté dans
les cancers prostatiques, pourrait ainsi réduiremiellement I'efficacité thérapeutique et
faciliter 'échappement hormonal lors des thérapgiesmonales des cancers prostatiques
(Wetherill, et al, 2002, Wetherillet al, 2005, Wetherillet al, 2006).

C - Le Triclosan
1) Identité et propriétés physochimiques
L’agent antimicrobien Triclosan (TCS; 2,4,4'-trionb-2’-hydroxyphenylether ou
encore 5-chloro-2-(2,4-dichlorophénoxy)phénol; s@y&, ou Irgacare MP) est un composé
phénolique lipophile halogéné&igure 19)qui a été synthétisé pour la premiere fois en 1965

par Ciba-Geigy Co. (Basel, Suisse). Il se préssotes une forme de poudre blanche inodore
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et cristalline, pratiquement insoluble dans I'emais soluble dans la plupart des solvants
organiques non polaires (Bhargava and Leonard,)1996

Cl

OH Cl o Cl
o0, KL
Cl Cl H H

Triclosan Triclocarban

Figure 19 : Structure chimique du TCS et du triclocarban.

Le TCS est un germinicide bactériostatique a lsspgectre et est structurellement
similaire aux Biphényls Polychlorinésrtho-substitués non coplanaires (Ahet al, 2008,
Bhargava and Leonard, 1996). Il est efficace cotdér@mombreuses bactéries et certains types
de champignons, s’attaquant a des cibles cytoptagaiet membranaires (comme les acteurs
de la synthése d’ARN ou de la production de mactéoubes) (Russell, 2004). Bien que
hydrologiqguement stable dans un environnement et le triclosan est sujet a la
photolyse avec une demi-vie estimée a moins d'@uweehen lumiéere naturelle (Lindstroet
al., 2002, Sabaliunast al, 2003). Sa dégradation par la lumiére dans lex dausurface
conduit a la formation de dioxine et de produit$yplalorinés, alors que sa biodégradation
conduit principalement a la formation de méthylosan mais aussi de chloroforme et
d’autres composeés chlorinés (Bester, 2005, Latthal, 2005). Le TCS et ses produits de
dégradation sont retrouvés aussi bien dans les esérs (95% des produits contenant du
TCS sont rejetés dans les conduites d’eau résalesd que dans les sols (Thompsehal,
2005).

2) Utilisations et voies d’erpition

Depuis une trentaine d’'années, le TCS est ajoudmamément dans les produits
d’hygiene personnelle (dentifrices, déodorants,s gdbuches, savons,...), les produits
cosmetiques, les produits d’entretien (liquidesss@lles, savons pour les sols...), certains
textiles, plastiques et matériels médicaux et ansombreux autres produits ménagers et de
la vie courante (Ahnet al, 2008, Daughton and Ternes, 1999). Récemment, étéa
également ajouté aux fils de suture utilisés eruahie, pour éviter I'infection bactérienne du
site opératoire. En Europe, il en est produit dealD000 tonnes chaque année pour ces
diverses applications commerciales. Le TCS estelletuent I'antibiotique le plus utilisé
dans les savons liquides (Perenceyvathal, 2001), et avec son usage également répandu dans
les dentifrices et les déodorants, cela sembletitomisles sources principales d’exposition
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pour 'lhomme (Allmyr et al, 2006). Le TCS est ainsi absorbé par 'homme seééarx voies
principales : a travers I'épiderme et le tractustigantestinal (Dann and Hontela, 2011).

a. Voie orale
Apres absorption orale, le TCS est rapidement &léspar le tractus gastrointestinal ou

il est principalement métabolisé par hydroxylatarec scission de la liaison éther (T,udp

al., 1979). La concentration plasmatique en TCS autgn@&pidement aprés son absorption,
atteignant un pic dans les 1 a 3 heures suivati@gant au final une ¥z vie plasmatique de 21
h (Lin, 2000). On trouve dans le sang a la foi§ @GS sous forme conjuguée (glucuronée ou
sulfonatée) et non conjuguée. Le TCS est a ladrzété dans les urines et les matiéres
fécales, sa %2 vie dans les urines atteint 11 hiilbactérien étant éliminé totalement au bout

de 24 h et ne s’accumulant pas dans le corps (BiadiHontela, 2011).

b. Voie cutanée

La pénétration par voie dermique est égalementeapine partie du TCS semblant
méme étre directement métabolisée a la surfaca dedu. Une étude chez I'animal a montré
gu’apres absorption a travers la peau, le TCS lkatgiement distribué dans tout I'organisme,
les concentrations tissulaires atteignant un pitsdas 12 a 18h suivant I'exposition, ou il
était retrouvé dans la vésicule biliaire, le foies poumons, le tissu adipeux et le sang
(Kanetoshi et al, 1992). Queckenbergt al ont évalué la toxicocinétique du TCS chez
'homme aprés administration dermique : le TCS di¥sdut entierement éliminé dans les
urines apres 24h, sa demi-vie étant de 10,8h (@mbekg et al, 2010). La toxicocinétique
du TCS semble donc étre la méme que ce soit paiexyosition orale ou dermique.

c. Détection dans I'organisme

Le TCS a été ainsi détecté dans le lait materngleaconcentration de 2000 ug/kg de
lipides (Dayan, 2007) et dans le plasma sanguiesacdncentrations allant de 0,1 uM a 13
UM (Allmyr, et al, 2006, Geget al, 2008). On peut estimer I'exposition journalietetsu
mammaire a cet antibactérien a 5,5 puM (pour undicgpon journaliere d’'une lotion
corporelle contenant 0.3% de TCS) (Gekal, 2008). Son élimination/persistance dans ce
tissu n’est pas encore connue. Dans des étudestescée TCS a été également détecté au
niveau des urines: dans 75% des échantillons itegaanalysés, a une concentration
moyenne de 45 nM aux Etats-Unis (Calaédtal, 2008) et a une concentration moyenne de 9
nM en Belgique (Pirardet al, 2012). Une étude menée en Corée du Sud a méme tdu
TCS dans 93% des échantillons urinaires analysésmdaconcentration moyenne de 5 nM),
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constatant des variations de concentration urirenird CS liées a des facteurs géographiques
et & des comportements tels que la consommatitabde (Kim et al, 2011).

3) Toxicité
a. Activité hormonale

Le mode d’action du TCS en tant que PerturbatewoErinien est trés controverse,
certaines études indiquant une action de naturogésique ou faiblement androgénique
alors que d’autres soutiennent une action antieagadrique. Il a été ainsi montré chez l'alevin
du poisson japonais medaka qu’une exposition d@ds au TCS (dose de 100, 10 ou 1
mg/L) induisait un faible effet androgénique (Fqgrat al, 2000). Par la suite une étude
menée sur le méme modeéle animal a des stades psadesa vie a montré que le TCS (a des
concentrations allant de 10 a 140 pg/L) était fodet toxique et que ses métabolites pouvait
avoir une faible activité cestrogénique (Ishibashal, 2004).

De maniéere identique une étude suivante a mongaétilité antagoniste en tant
gu’'cestrogéene du TCS (a une concentration de 1 tMine activité agoniste partielle du
récepteur a I’Aryl hydrocarbone, AhR (a une conamin de 10 uM) (Ahpet al, 2008). Le
TCS (a des concentrations de 0.23 a 230 ug/L) sraibEgalement se lier au récepteur de
I'hnormone thyroidienne et ainsi perturber le systeemdocrinien de grenouilles taureaux
d’Amérique du Nord (Veldhoeret al, 2006).

Par ailleurs, chez des xénopes males d’Afrique wlly 8es injections intra péritonéales
de TCS (a des doses allant de 4 a 400 pg/g) owtudcg une diminution de leur production
de vitellogénine plasmatique et a une réductiotede taux de testostérone (Matsumuea
al., 2005). Une étude plus récente a également mqunédée TCS pouvait fonctionner comme
un anti-androgene en inhibant I'activité trans@ipique induite par la testostérone (Chen
al., 2007). De méme, des rats males traités au T@eftrent de 60 jours avec des doses de
TCS allant de 5 mg/kg a 20 mg/kg) présentaientaymthese réduite des androgenes et une
diminution de la production de sperme, semblanficoer un effet anti-androgene du TCS
(Kumar, et al, 2009).

On ne peut cependant vraiment conclure sur la @aderI'activité du TCS, celle-ci
semblant dépendre de plusieurs facteurs commestersg cellulaire considéré ou la dose et

le temps du traitement administré.

b. Effets nocifs sur la santé
+ Etudes sur les animaux
Le TCS a été incriminé plus récemment en tant quiigbateur endocrinien, et il a été

montré dans un premier temps qu’il constituait amposé hautement toxique pour la faune
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et la flore et qu’il pouvait perturber de nombresigenctions de I'organisme et ce chez des
especes trés variées incluant des invertébrésrdpkibiens, des poissons, des oiseaux et des
mammiféres (Bedowet al, 2012, Tatarazaket al, 2004).

Il a par exemple été montré chez le rat que le PeBurbait 'homéostasie des
hormones thyroidiennes : le TCS est ainsi capablagécher la sulfatation de ces hormones,
transformation qui inhibe normalement les hormahgsoidiennes et qui est une étape clé du
développement sous contrdle thyroidien (Dann andtéda, 2011, Schuuet al, 1998). Une
autre étude réalisée chez des grenouilles a cohfiroes résultats, les doses
environnementalement pertinentes du TCS auxquetie®té exposeés les amphibiens ayant
été a l'origine d’altération de processus dévelopgetaux qui sont dépendants des hormones
thyroidiennes (Veldhoeret al, 2006). Croftoret al ont également montré que le TCS était
capable de diminuer le taux plasmatique de I'horenibyyroidienne 7 (Crofton et al, 2007).
Chez les poissons exposés au TCS, il a été obsaevéoxicité durant les premiers stades de
vie du poisson medaka et une toxicité sur des $advepoisson zebre avec un impact négatif
sur leur éclosion, leur développement embryonnéte, activité enzymatique et leur survie
(Ishibashj et al, 2004, Oliveiraet al, 2009).

Par ailleurs, le TCS semblerait interagir avecelegsymes du cytochrome P450 dans les
microsomes hépatiques, il pourrait notamment eiveacbu en inhiber certaines isoformes
(CYP1A et CYP2B) impliquées dans le métabolisme liermones stéroidiennes mais aussi
dans I'élimination de I'agent antibactérien (Harao&t al, 1997, Jinnpet al, 1997).

Une étude trés récente a également montré que3ep€@urbait la fonction musculaire,
et en particulier celle du muscle cardiaque (Chacdenkg et al, 2012). En effet, des souris
exposées a des doses similaires a celles rencomaéd’homme dans sa vie quotidienne ont
des muscles qui se contractent plus difficilementraison d’'une perturbation du couplage

excitation-contraction du muscle.

% Etudes sur ’lhomme

Chez I'homme, Allmyret al. sont les seuls a avoir étudié les effets du TCS su
I’'homéostasie thyroidienne : les participants d#ecgtude se sont brosseés les dents deux fois
par jour avec un dentifrice contenant 0,3% de T@8dpnt 14 jours et I'évolution de leurs
taux plasmatiques en hormones thyroidiennes futiéggar une prise de sang avant et aprés
I'exposition au TCS. Cette étude n’a pas obtenuriémes résultats que ce qui était observe
chez les animaux, les taux d’hormones thyroidienmagant pas varié. Il se peut cependant
qgue la période d'exposition des participants nfms été suffisamment longue pour voir
apparaitre une altération de 'homéostasie thyeaits.
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De maniere similaire a ce qui était observé chezdageurs, Jacoles al. ont montrén
vitro I'activation du récepteur au pregnane X humainX@RPpar le TCS, récepteur qui régule
'expression des enzymes de phase | hépatiquess tejue le cytochrome P450 3A4
(CYP3A4) (Jacobs et al, 2005). Cette enzyme joue un rOle important daas |
biotransformation d’une grande partie des agenssmaceutiques et de composés chimiques
comme le TCS (Jacopst al, 2005, Lug et al, 2002). Une modification de la régulation des
enzymes hépatiques peut donc entrainer une attérai taux de métabolisation de ces
agents et potentiellement des effets nocifs ssaifdé en les accumulant dans I'organisme.
Les effets du TCS sur la cancérogénese sont aréhactuelle peu connus, une seule
étude ayant étudié cet aspect chez les cellulegoauses mammaires (Geeal, 2008). Gee
et al. ont ainsi observé une prolifération accrae dellules cancéreuses mammaires suite a

leur exposition a l'antibactérien a des concerdreti pertinentes du point de vue

environnemental. Le TCS pourrait donc favorisevdiacée tumorale de certains cancers.

4) Son analogue : le Triclodaan

Le TCS possede un analogue, le triclocarban (TQC3,4,4'-trichlorocarbanilide, a la
structure chimique tres prochéFigure 19) Il possede également des propriétés
antibactériennes (il agit contre les bactéries gpasitives), d’ou son utilisation courante
dans les savons solides et déodorants. Il a ésgidestifié comme perturbateur endocrinien :
il serait capable de potentier I'action des andnegévia I'AR dans les cellules cancéreuses
prostatiques humaines et induirait ainsi une hypsep des organes sexuels accessoires
(Chen et al, 2008, Dulebaet al, 2011). Il aurait également une activité cestragémsi par
I'activation de 'ERx (Yueh et al, 2012). Par ailleurs, en traitement combiné aeeBRA il
est capable d’induire la surexpression d’'une arassimpliquée dans la conversion des
androgénes en cestrogenes chez le poisson zébrag(@hwal, 2011). Il ne parait donc pas
impossible que le TCC soit capable de potentierefésts d’autres PE déja constatés chez

'’homme.

D — Perturbateurs endocriniens et signalisation calque

Parmi les actions non génomiques des perturbagsuatscriniens, une modification de
I’'homéostasie calcique conduisant a des changendentsotilité cellulaire, de signalisation
intra- ou extracellulaire ou une rapide sécrétidmoanone par exocytose a souvent été
observée.

Il a par exemple été montré que certains xéno-gEsies tels que I'endosulfane, le
coumestrol, le nonyphénol et le BPA étaient caablanduire un influx calcique suffisant

pour déclencher la sécrétion de prolactine (PRIgsdas cellules hypophysaires GH3/B6
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(Wozniak et al, 2005). Cet influx calcique proviendrait de I'aetiion de canaux calciques
voltages-dépendants de type L, activation direces pes xéno-cestrogénes a des
concentrations de l'ordre du pico- et du nanomel@par exemple de 0,1 a 10 nM pour le
BPA).

Le BPA (a une concentration de 1 nM) serait égatgrogpable de moduler I'activité de
canaux potassiquesake, et d’induire ainsi une augmentation de la sigr@ion calcique
dépendante du glucose et une libération d'insdares les cellules pancréatiq@geiumaines
(Soriang et al, 2012). Cette modulation des canaux potassiquesepat par une activation
de 'ERB et pourrait étre a l'origine de troubles métabadisjichez 'lhomme. De méme, le
BPA (10 nM) serait capable d’activer directemerg (daniere non génomique) des canaux
potassiques Maxi-K (Kl1.1) dans les cellules musculaires d’artéeres camesaagissant
comme un potentiel vasodilatateur (Asaabal, 2010).

Un autre exemple est celui des alkylphénols (ndmmpl, octylphénol,
propylphénol,...) pour lesquels il a été montré gudtaient a l'origine d’'une élévation
anormale de la concentration en calcium intracaitiel ([C&'];) dans les cellules de Sertoli
TM4 (cellules impliquées dans la maturation desmpéozoides) (Michelangelet al, 2008).
Cette augmentation de la [€R dépolarisait leurs mitochondries et induirait lemort
cellulaire. Cette altération de 'homéostasie cpleipar les alkylphénols se produirait par leur
inhibition des pompes calciques de type SERCA (Gaasmic Endoplasmic Reticulum €a
ATPase).

Il a été aussi observé que le TCS pouvait altémeméostasie calciqgue, notamment par
I'activation des Récepteurs a la Ryanodine (RyRiyde | dans des myotubules squelettiques
de souris (Ahnet al, 2008). Dans les cellules musculaires cardiaquesyeelettiques de
souris, le TCS altérerait le couplage excitationtrction via I'inhibition des canaux
calciques voltage-dépendants de type L (Cherednicheet al, 2012). Il semblerait que
I'antibactérien interrompe la signalisation orthedg et rétrograde entre les canaux calciques
de type L et les RyR dans le muscle squelettigloes gue dans le muscle cardiaque le TCS
bloque directement I'entrée calciqu@a les canaux de type L, révélant un mécanisme par
lequel le TCS affaiblit la contractilité de ces Beaypes de muscle.

Une autre modulation de la signalisation calcigegassant pas par une modulation de
I'expression ou de l'activité des canaux ioniquedeégalement observée pour des parabens.
En effet, le methyl-, ethyl-, propyl-, isopropylbutyl-, et isobutylparaben sont capables
d’'induire une augmentation de I'expression de ldbi@dine-D9k, une protéine a haute
affinité pour le C& impliquée dans le transport de cet ivia I'activation de I'ERx dans les
celllules hypophysaires GH3 de rat (\& al, 2011).
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Bien que de nombreuses études montrent des altérmatis de 'homéostasie calcique
et une progression de la cancérogénése suite a pesition aux PE et que I'on sache que
la modulation du fonctionnement des canaux ioniquegourrait jouer un role important
dans la régulation de l'oncogenese, aucun lien n'été établi entre ces différents
phénomeénes, a savoir si les PE sont capables d'induune progression tumoralevia une
modulation de [I'homéostasie calcique. C’est pourquo nous nous sommes
particulierement intéressés aux canaux calciques etleur(s) réle(s) dans la progression

du cancer prostatique suite a une exposition aux PE
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IV - Les canaux ioniques et le cancer

A — R0le du calcium dans la physiologie cellulaire

Le role du calcium (Cd) dans I'ensemble des processus de signalisatibhage est
largement reconnu. L’homéostasie calcique, a la loes la signalisation calcique, est un
équilibre entre influx, efflux et stockage des ioBst*. Sur le plan physiologique, la
signalisation calcique intervient dans I'évolutialu phénotype cellulaire (prolifération,
différenciation, apoptose...) (Munaroet al, 2004a, Munargnet al, 2004b, Wang and El-
Deiry, 2004), dans l'activité cellulaire (contramti sécrétion..) ou encore dans I'excitabilité
cellulaire (Berridgeet al, 2003). Ainsi, chaque phénotype cellulaire, sainpathologique,
est caractérisé par une « signature calcique icpléte, déterminée par la cinétique,
I'amplitude et la localisation subcellulaire degraux calciques. Les signaux calciques sont
ainsi régulés tres finement a la fois dans le tepspace et en amplitude (Berridgs al,
1998).

Le «calciosome » a été défini comme le répertales acteurs impligués dans
I’'homéostasie calcique, la signature calcique dauabk cellule dépendant de I'activité globale
de ce calciosome. De nombreux composants du calo®sont d’ores et déja identifies et
étudiés : des transporteurs assurant le transptftoa facilité du C&" (canaux et pompes
calciques), des chélateurs calciques, des enzymastidté dépendante du €aet des
protéines senseur de T:aChacun de ces acteurs va donc contribuer afasige calcique de
la cellule, et chaque signature calcique va étrkorgine d’'une régulation fine de la

physiologie de la cellule.

1) Les canaux ionigues a I'gine des signaux calciques

Des canaux ioniques présents au niveau membragtaingracellulaire (membrane des
organites cytoplasmiques) sont capables de gédésesignaux calciques.

Au niveau de la membrane plasmique, différentssyge canaux et pompes calcigues
régulent les échanges d'ions?Cantre les milieux intra et extracellulairésigure 20) Il
existe ainsi des canaux calciques chimio-dépendBR@€ pour Receptor-Operated Channel)
que I'on retrouve aussi bien dans les cellulestakit@s que dans les cellules non excitables
(Berridge, 1996). Ces canaux s’ouvrent en réponsa fxation d'un ligand (hormones,
neurotransmetteurs, seconds messagers) et permetténflux de C&" dans la cellule. Les
canaux SOC (Store-Operated Calcium channel), actuée & la libération du &acontenu
dans le réticulum sont, quant a eux, largementeptésdans les cellules non excitables
(Parekh and Penner, 1997).
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Figure 20 : Sources et voies d’entrée du calcium dans le t3sope.Les points noirs désignent les ions Ca2+.
Le Ca2+ peut entrer depuis le milieu extracellelgar (de gauche a droite) : un canal associé réaepteur
couplé a une protéine G (GPCR), un récepteur-d@gedeptor Operated Channel, ROC), un canal sersible
potentiel, ou un canal activé par la vidange dssriées intracellulaires (Store-Operated Calciunmobh SOC).
Le réticulum endoplasmique (RE) (ou sarcoplasmic®8, dans le muscle) peut libérer du*Cpar les
récepteurs de I'lnsP3 (InsP3R) ou par les canaoszilsies a la ryanodine (RyR). Ces réserves intesoes
maintenues grace a l'activité des SERCA (Sarcofta&R calcium ATPase), qui pompent le*Ca l'inverse
du gradient de concentration en consommant dertgmeCes SERCA sont la cible de la thapsigargiree.
CICR (Calcium-Induced Calcium Release) est l'adibra des canaux InsP3R ou RyR par l'ouverture des
canaux VOC sensibles au potentiel. InversementS@€ de la membrane plasmique s’ouvrent lorsqu@edé
des stocks intracellulaires est mobilisé.

La membrane plasmique possede également des pappelges PMCA (pour Plasma
Membrane C&-ATPase) et des transporteurs (comme I'échangelfCfd) pour faire sortir
le C&* hors de la cellule et ainsi maintenir la conceitrabasale en Gaproche de 100 nM.
Les pompes SERCA situées sur la membrane du néticehdoplasmique participent a ce
phénomeéne. Les cellules dites excitables, c’esteapbuvant générer des potentiels d’action,
comme les neurones ou les cellules musculairessédest en plus des canaux calciques
voltage-dépendants (VOC pour Voltage-Operated GHangui s’ouvrent lors d'un
changement de potentiel membranaire et provoquenentrée de Ga(Berridge, 1996). On
retrouve également certains de ces VOC dans ldgleslnon-excitables. Ces différents
canaux calciques vont donc contribuer & généreigieal calcique qui va diriger la cellule

vers un processus physiologique donné.

2) Caractéristiques des signaagalciques
a. Reégulation spatio-temporelle
Le C&*, second messager des plus versatiles, est un agemetrsel de signalisation

intracellulaire utilisé par tous les types celltgsi durant les étapes précoces de la réponse a
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de nombreux stimuli. Cet ion polyvalent génere sigaaux trés finement régulés, a la fois
dans le temps, I'espace et en amplit(fdgure 21)(Berridge et al, 1998).

La source du Ca2+ (milieu extracellulaire, réticulendoplasmique, appareil de Golgi,
les mitochondries et I'enveloppe nucléaire) et Eure du signal calcique (évenement
localisé, vagues calciques intra- ou intercellelgir sont autant de moyens d’activer des
processus physiologiques différents (Berridge, 198Bapham, 1995). Les événements
localisés, encore appelés évenements élémentpaagent étre initiés par des canaux de la
membrane plasmique ou réticulaire, et participdotsaa des phénomeénes tels que la
sécrétion veésiculaire ou la mitose, ou peuventutecrd’autres canaux et ainsi générer des
vagues calciques globales intracellulaires, voirgercellulaires, impliquées dans la
prolifération, I'expression génique,... La localisa subcellulaire des canaux est également
essentielle car elle permet de cibler, pour demné&wents élémentaires similaires, des
processus cellulaires différents, voire opposéa. ghr exemple été montré que la relaxation
des cellules musculaires lisses était due a l'atitm de canaux potassiques par des pics
calciques élémentaires, localisés a proximité dmdanbrane plasmique. Et quand ces pics
calciques avaient lieu plus profondément dans lalegils étaient alors coordonnés pour
générer une vague calcique et entrainer la cormractusculaire (Nelsqret al, 1995, Porter
et al, 1998). Un signal calcique peut ainsi étre déca@pmmn plusieurs évenements calciques
élémentaires. On peut donc considérer que c’adegiration de ces signaux en un signal
d’amplitude supérieure au seuil d’activation destgines effectrices qui déclenche une

fonction cellulaire.

Régulation spatioc-temporelle de la signalisation calcique

11 1 1

Localisation Amplitude Durée Fréquence
1-35 min
Prolifération Fécondation Transcription
‘ 10-20 h ‘
Apoptose Mitose Apoptose

Figure 21 : Régulation spatio-temporelle du signal calcigliapres (Prevarskayat al, 2007).Cette régulation
est caractérisée par une «signature particulicoesedlete la cinétique (durée et fréquence), 'titage et la
localisation subcellulaire du signal calcique.

71
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Ces signaux calciques sont également régulés d@atemips. En effet, bien que des
augmentations du taux de Casoient nécessaires pour générer un signal ceéulaine
élévation trop prolongée du Egeut engendrer la mort cellulaire. Les celluldé/dgnt donc
des signaux de faible amplitude appelés pics aasidransitoires. Dans certains cas, un pic
unique suffit & déclencher une réponse cellul@ioeme par exemple lors de la sécrétion de
neurotransmetteurs ou de la contraction du musgleslsttique (Berridgeet al, 2000).
Quand le signal doit étre maintenu sur une pluguerpériode, les pics sont répétés formant
ainsi des vagues oscillantes dont la frequenca étitée sont modulées en fonction de I'effet
escompte. Les cellules sont alors capables de motwitensité de leur réponse en faisant
varier la fréquence de ces oscillations. Il a a&téi montré qu’en fonction de la fréquence
d’'oscillations calciques déclenchée dans des eslldurkat, certains types de facteurs de
transcription étaient activés et par conséquent lquprofil d’expression génique de ces

cellules variait (Dolmetsctet al, 1998).

b. Genése et maintien des oscillations calciques

Dans la plupart des cellules non excitables, delmeux récepteurs des hormones ou
des neurotransmetteurs sont couplés aux Phospbetip@ (PLC) par l'intermédiaire de
protéines G ou par leur activité tyrosine kinase peésence d’agonistes, les PLC hydrolysent
les phosphoinositides (préférentiellement le phasgilinositol-4,5-bisphosphate ou B)Ret
produisent du Diacylgycérol (DAG) et de linositb)4,5,-triphosphate (Y. L'IP3; est un
second messager intracellulaire qui peut alorsleapent diffuser dans le cytosol jusqu’a son
récepteur, I'IBR, situé au niveau de la membrane du réticulum gadmique libérant le
Ca&* séquestré dans ce compartiment (Berridgeal, 1998, Berridgeet al, 2000). Cette
libération rapide et transitoire des stocks calegjuntracellulaires (correspondant a la vidange
du RE) est suivie d’un influx lent et soutenu de&’Gapartir du milieu extracellulainga les
canaux SOC, qui était préalablement nommé CRAC pOalcium Release-Activated
Channel et qui générent le phénoméne appelé «ecapEitive» ou « SOCE » pour Store-
Operated Calcium Entry (Berridge, 1995, Claphang5]l%arekh and Penner, 1997, Parekh
and Putney, 2005). Cette entrée de calcium repsen moyen de remplir a nouveau les
réserves calciques intra-réticulaires apres ledeinge, bien que la nature du signal permettant
I'entrée capacitive soit encore mal conntieyure 22)(Parekh and Penner, 1997, Parekh and
Putney, 2005, Putnegt al, 2001).
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Figure 22 : Mécanisme de I'entrée capacititea production d’IR suite a la stimulation d'un récepteur induit la
vidange réticulaire. Celle-ci serait détectée pax@&" sensor» dans la lumiére du réticulum endoplasmigse
canaux SOC alors activés permettent une entréeadedife « capacitive » afin de remplir les stocksicales
intracellulaires.

Déclenchée par des stimuli extracellulaires (homsofacteurs de croissance ou agents
pathogenes), I'entrée capacitive constitue égalemersignal pour la cellule qui peut étre
impliquée dans la prolifération ou encore l'apopto®r, ces processus physiologiques
nécessitent des signaux calciques maintenus datesnies. Comme les réserves calciques
intracellulaires sont limitées, le maintien d’'uyrsal calcique prolongé nécessite un influx
calcique transitoire d’origine extracellulaire. Gieti s’établit a travers les canaux de type
SOC situés au niveau de la membrane plasmiqueistieedonc un cycle « membranaire » : le
Cd" entre par les canaux SOC et est déchargé paotepgs C&-ATPases de la membrane
plasmique, et un cycle « réticulaire » ol |€'Gest libéré par les récepteurs & capturé par
les pompes SERCA. Des oscillations calciques rémsdi sont donc obtenues grace a
I'interaction entre ces cycles (Berridge, 1995, eisch and Lewis, 1994).

Dans les cellules non excitables, les oscillaticaisiques s’expliquent notamment par
le fonctionnement du récepteursl®ans un cadre physiologique, klleontréle a la fois la
vidange réticulaire et I'entrée capacitive en amisssur le récepteur §RBerridge, 1993).
Lorsqu’il est produit par la PLC, I'Fvidange faiblement le RE et sensibilise son réaepau
cd* qui agit comme co-agoniste en permettant une Hieussrtie de C& selon un
phénomeéne appelé « calcium-induced calcium reled€2#CR) (Berridge, 1993, Berridget
al., 2003). Ce phénomeéne, présent dans tous les ¢gflakaires, peut induire la libération de
Cd"* de proche en proche formant ainsi des vaguesjc@isise propageant par un mécanisme
« régénératif » le long du réticulum endoplasmideeCa" déclencheyia les IRR qui au fur
et & mesure se désensibilisent aéi'Qane vidange réticulaire correspondant & un gizicpze
transitoire. Cette vidange induit le remplissage d&serves calciques apres chaque pic, le

Cd"* provenant de la phase de recouvrement du précgieat du milieu extracellulaireia
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les canaux SOC. Une fois que le récepteur dt a nouveau sensible au’Gacelui-ci
provoque une nouvelle oscillation et ainsi de suite CICR permet ainsi d’amplifier et de

propager des évenements calciques microscopiqusigreaux calciques détectables.

3) Calcium et transcription

Le C&* est connu pour étre un puissant activateur defestription génique, les génes
qu’il active lui permettant de réguler les procesphysiologiques tels que la prolifération, la
différenciation ou la migration. Ces signaux calesg, généralement de courte durée en
comparaison des mécanismes mis en jeu pour oliexpression des genes, vont activer des
protéines kinases ou phosphatases dont les cibhlexipales sont des facteurs de
transcription. La plupart du temps, I'activité descenzymes est stimulée par la fixation du
Cd* & une protéine intermédiaire messageére, la callimedd outefois, la calmoduline n’est
pas toujours le médiateur, le Taouvant agir directement sur un facteur de trapion.
Selon I'état de phosphorylation du facteur de trapson induit par le signal calcique, il y
aura modulation de sa localisation subcellulaires sa stabilité, de son activité
transcriptionnelle, de son association avec deactedirs ou de sa capacité a effectuer un
remodelage ciblé de la chromatine.

a. Modulation de la localisation des facteurs de ttepton

L’'une des voies les plus courantes de modulatianfdeteurs de transcription par le
Ca2+ intracellulaire est le contrdle de leur logation subcellulaire. Les signalisations les
mieux connues sont celles des facteurs de tramiseriplF«B (Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) et NF-AT (Mwaclfactor of Activated T-cells). En effet,
si on prend I'exemple du facteur NF-AT, celui-ct aa complexe protéique constitué d’'une
composante cytosolique (NF-ATc) et d’'une composanieléaire (NF-ATn)(Figure 23)
(Coulon and Blanchard, 2001). Une élévation deCl]; stimule une phosphatase sensible
au C&", la calcineurine, qui va déphosphoryler la praéMF-ATc, celle-ci étant alors
capable de rentrer dans le noyau pour s'assocF-ATn. L'association des 2 protéines
déclenche la transcription génique des génes citdedNF-AT. Dés que la signalisation
calcique s’arréte, des kinases présentes dansybune-phosphoryle rapidement NF-ATc,
qui quitte alors le compartiment nucléaire et &mscription des genes dépendante du facteur
de transcription stoppe également. L’activation tepue de la calcineurine est donc
nécessaire pour le maintient de NF-ATc dans le mopa nombreuses observations montrent
que la transcription sous la dépendance des factébrAT n'est effectrice que si d’autres

voies de signalisation sont sollicitées de facamaiate (Alonso and Garcia-Sancho, 2011).
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Figure 23 : Représentation schématique de la translocatiGfrd&pendante du facteur de transcription NF-AT
(Nuclear factor of Activated T-cellsGPCR = G Protein Coupled Receptor, NF-ATc = NF-Afoplasmique,
NF-ATn = NF-AT nucléaire.

b. Modulation de I'activité des facteurs de transcoipt

Parmi les facteurs de transcription appartenaatfarnille « leucine zipper », le facteur

de transcription CREB (Cyclic AMP Response Eleniinding), dont la régulation se fait
par les voies Cadépendantes, a été tres étudié. La régulatioa ttariscription par le facteur
CREB fait intervenir des CaM Kinases (CaMK) cytagoé ou nucléaire (Alonso and Garcia-
Sancho, 2011, Coulon and Blanchard, 2001). Lorsg'augmentation de Caau niveau

cytosolique se produit, c’est la CaMK Il qui estiage et se transloque dans le noyau pour

activer le facteur CREB-igure 24)

( Calcium cytoplasmlque )

Calmu 111 nucléaire
CaM Kinase II

CaM Kmase v

Figure 24 : Schématisation de la régulation transcriptionngdlele facteur de transcription CREEBP =
Calcium Binding Protein, CRE = Cyclic AMP Respoildement.

Celui-ci peut alors se fixer sur les sites CRE (CyAMP Response Element) de ses

génes cibles pour déclencher leur transcriptiomrsdqwune augmentation de €adans le
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compartiment nucléaire se produit, c'est la CaMK d\i est mise en jeu et phosphoryle
CREB. Une fois activé, le facteur de transcriptioREB va interagir avec un co-facteur, le
CBP (CREB Binding Protein), nécessaire pour détlencson activité transcriptionnelle.
D’autres co-activateurs stimulés par lé¥Csembleraient également se lier au facteur CREB
pour augmenter son activité transcriptionnelle (8l and Garcia-Sancho, 2011,
Hardinghamet al, 1997, Hardingharet al, 2001).

c. Modulation directe de I'expression des genes paaleium

La proteine DREAM (Downstream Regulatory Elementtagonist Modulator)
représente un exemple de mécanisme direct de tidgulde I'expression des génes par le
C&*. DREAM est une protéine sensible al’Cqui posséde 4 sites de fixation de type EF
hand (Carrionet al, 1999). Elle fonctionne comme un répresseur destmdption qui se lie
sur les sites DRE (Downstream Regulatory Elemess)genes cibles et bloque ainsi I'action
du complexe d'initiation de la transcriptigfigure 25)(Alonso and Garcia-Sancho, 2011).
Lorsque la concentration en €augmente a l'intérieur du noyau, le*Cae fixe directement
sur DREAM ce qui diminue son affinité pour les sileRE et permet alors la transcription

des génes cibles.

PAS DE
TRANSCRIPTION

Figure 25 : Schématisation de la régulation transcriptionnple la protéine DREAMd'aprés (Alonso and
Garcia-Sancho, 2011CIT = Complexe d’Initiation de la Transcription, BR= Downstream Regulatory
Element.

4) Processus physiologiquescoam dépendants
Le C&" est impliqué dans de nombreux processus physiplegi il est méme
considéré comme un signal « donneur de vie » @t grace a lui que les spermatozoides
sont motiles et que la réaction acrosomiale seyirgeérmettant la fécondation de I'ovocyte,
et c’est également un ion indispensable pour m@iinz vie de I'organisme.
Il est aujourd’hui admis qu’un signal calciqgue prayé constitue un signal de
croissance pour de nombreux types cellulaires {@gr 1995). Des altérations des voies de

signalisation calcique impliquées dans la proliiéra cellulaire conduisent ainsi au
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développement de certains cancers. A l'inverserddifération cellulaire peut étre réduite si
la genése ou I'action des signaux calciques esti@f. Un exces de prolifération est souvent
lié a des mutations des voies de signalisationquadcinduites par les facteurs de croissance.
Une surexpression de PLC, une augmentation d'gctiés protéines kinases synthétisant les
phosphoinositides, une réduction du catabolismel'l®g ont été décrites dans certains
carcinomes colorectaux ou leucémies humaines (Hgonahal, 1994, Mengubaset al,
1994). Ainsi, de nombreuses thérapies anti-canséseuainsi que des substances
immunosuppressives ont pour cibles directes ledéjmes impliguées dans la voie de
signalisation calcique. La prolifération cellulaipeut étre stimulée par différents agonistes
qui vont se fixer sur des récepteurs couplés aatéppres G (Rozengurt, 1992). Ceux-ci une
fois activés agissent sur la PLC (ses isoforylegte semblant étre celles qui sont le plus
souvent impliquées) qui génére du diacylglycéroA@) et de I'IR; (Figure 26)(Fukami et

al., 2010). L'IR; en se fixant sur son récepteur ;@ entraine la vidange réticulaire qui
active, conjointement avec le DAG, la protéine kmaC (PKC). La PKC active alors
I'expression de génes impliqués dans la prolifératicellulaire via des facteurs de
transcription (Berridgeet al, 2000, Martellj et al, 2006).

s N
Milieu Extracellulaire

Récepteur
couplé a une
protéine G

RE O * O Cytoplasme

Figure 26 : Voie de signalisation de la Phospholipase C.

Outre la voie de la PLC, le €acytosolique joue aussi un réle important dans la
régulation du cycle cellulaire en intervenant aueau de points stratégique tels que le début
de la phase G1, les transitions G1/S et G2/M (Rckleand Cook, 2008). De méme, les
facteurs de croissance sont également capabledud@nde la prolifération cellulaire. En se
fixant sur des récepteurs tyrosine kinase, ils yamtexemple activer la voie des MAP kinases
(Mitogen-Activated Protein kinase) ou déclencherinflux calcique qui lui-méme va activer
des protéines kinases dépendantes dti @apliquées dans une signalisation proliférative

(Chandra and Angle, 2005, Coulon and Blanchard120Qui plus est la sécrétion de ces
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facteurs de croissance peut étre déclenché palénation du taux de Eacytosolique
(Berridge et al, 2000, Martineauet al, 2004).

En effet, les phénomenes de sécrétion peuventeéiredlés par des signaux calciques.
L’exocytose des vésicules contenant les hormoregpiransmetteurs et autres peptides peut
étre déclenchée par une augmentation d& @dracellulaire, le C4 controlant aussi la
guantité et la cinétique des vésicules sécrétéastédssonet al, 2012). Les synapses de
neurones représentent I'un des modéles les plususodu réle joué par le €adans la
sécrétion. Sous l'impulsion d’'une variation de bl membranaire, des canaux calciques
voltages-dépendants s'activent et permettent Bentte C& ce qui entraine I'activation de
petites protéines G qui déclenchent alors la lti@mades vésicules de sécrétion (Giancippoli
et al, 2006, Mansvelder and Kits, 2000).

Une augmentation de la [€h peut étre également & lorigine d'un processus de
migration cellulaire. En effet, les changementsdbd&ence et de morphologie cycliques
observés au cours de la migration cellulaire soob@pagnés de signaux calciques répétitifs
sous forme de pics ou d'oscillations (Pettit ang, FEB98, Prevarskayaet al, 2011). Un
gradient interne de Gas'établit également de maniére stable & 'intérigrila cellule motile
en fonction des stimuli externes qu’elle recoitceta fin de I'orienter dans sa migration
(Prevarskayget al, 2011, Ridleyet al, 2003, Wej et al, 2012).

En revanche, un défaut de signalisation calciquet peoir des effets tout autres,
comme par exemple entrainer une résistance a tapopEn effet, plusieurs voies de
signalisation sont répertoriees comme étant inghectd’apoptose : on peut citer la voie
extrinséque des récepteurs de mort activés palideund spécifique (TGIB; Fas ligand) et la
voie intrinseque mitochondriale impliquant les gines de la famille Bcl-2. Ces deux voies,
une fois activées, font intervenir des aspartatégases appelées caspases qui dirigent alors
I'apoptose. De nombreuses études ont montré legiopro-apoptotique du Ga Ainsi, il a
été observé qu'une surcharge mitochondriale efi Ga I'activation de la protéine pro-
apoptotique Bad suite & sa déphosphorylation pagligineurine activée par le €aétaient
des événements pouvant déclencher l'apoptose (Bkraad Rasola, 2007, Shoet al,
2004, Wang et al, 1999). Une altération de l'une de ces voies pharc entrainer une
résistance a lI'apoptose.

Par ailleurs, il a été montré chez les cellulescéeruses prostatiques que I'entrée de
Cd" via les canaux SOC était un élément clé dans dkedéhement de I'apoptose de ces
cellules (Vanden Abeeleet al, 2002). La fonction normale des canaux SOC étant d
reconstituer les stocks calciques réticulaires, oneerture prolongée de ces canaux peut
conduire & une accumulation de’Cdans le cytosol et induire ainsi I'entrée en apsetdes

cellules. Il a été cependant montré que ces caisddX étaient inhibés dans les cancers
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hY

prostatiques avancés, la résistance a I'apoptodaitén par ce phénomene contribuant
certainement au caractére agressif de ces cancarslén Abeelget al, 2002, Vanden
Abeele et al, 2004).

Le Ca’" parait donc un facteur majeur pour le contrle des processus
physiologiques. Deux types de canaux ioniques menamaires peuvent intervenir dans
I'entrée de C&" & partir du milieu extracellulaire : les canaux cdciques permettant
I'entrée de C&" et les canaux potassiques permettant une modulatiodu potentiel de
membrane et de favoriser ainsi la force électromotce pour le C&*. Des canaux ioniques
(calcigues et potassiques) situés sur la membraned organites intracellulaires (RE,
Appareil de Golgi et mitochondries) participent égéement a cette homeéostasie calcique

intracellulaire.

B — Les canaux ioniques impliqués dans I'homéostascalcique des cellules cancéreuses
prostatiques
1) Les canaux calciques

Les canaux calciques forment des pores permetapadsage rapide et sélectif d'ions
Cc&* au travers de la membrane plasmique. Le flux '@ travers de ces canaux, qui est
fonction du gradient électrochimique, crée un coualciqgue. Dans la mesure ou les ions
Cd"* sont plus concentrés & I'extérieur de la cellideverture des canaux calciques résulte
donc en un influx dions Ghdans la cellule, cet influx participant & la dépisiation
membranaire de celle-ci. L'ouverture des canauigims est conditionnée par un effecteur
primaire qui définit la famille d'appartenance dea@une des classes de canaux ioniques.
L'activation d'un canal ionique résulte en un cleamgnt de conformation de la protéine qui

conditionne les transitions entre I'état ferméétat ouvert du canal.

a. Les canaux calcigues voltage-dépendants

Les canaux activés par la dépolarisation membrarairctionnent comme des portails
dont I'ouverture est finement régulée par le chamg@ de polarité membranaire. lls sont dits
voltage-dépendants et participent a la propagatilinformation électrique et a I'excitabilité
cellulaire. lls occupent une position unique damssignalisation calcique, étant souvent la
source d’entrées calciques et de rétrocontrdlé$ @pendants, ils ont ainsi un role dans de
nombreuses fonctions physiologiques telles que datraction musculaire, l'activité
pacemaker cardiaque, la plasticité synaptique,élerésion d'hormone et la prolifération
cellulaire. Ces canaux sont présents aussi biedesicellules excitables que non excitables.

Lorsque la membrane est a son potentiel de re@@sn{V), les canaux calciques voltages-
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dépendants sont fermés; sous I'effet d’'une dépsalticn, ces canaux s'ouvrent et le?’Ca
entre dans la cellule suivant le gradient éleciroafue. C'est une diffusion passive. Les
canaux calciques activés par la dépolarisation mamnalre sont regroupés en deux classes sur
la base de leurs propriétés électrophysiologigless:.canaux a « haut seuil d'activation »
(HSA) activés pour de fortedépolarisations membranaires et les canaux a «sea
d’activation » (BSA) activés par des potentiels rbesmaires plus négatifs que ceux des
HSA. La classe des canaux BSA regroupe exclusivetaercanaux de type T alors que la
classe des canaux HSA comprend les canaux de tyP&), N, et R. Chacun de ces canaux
présente des propriétés biophysiques et pharmaqaksy propres. Dans les cancers
prostatiques avancés de type neuroendocrine,té eméntré une forte expression des canaux
HSA de type L et N ainsi qu'une surexpression deag& de type T observable durant la
différenciation neuroendocrine, et il a été sugggre ces canaux pouvaient jouer un réle anti-
apoptotique (Kimet al, 2003, Mariot et al, 2002).

b. Les canaux calciques voltage-indépendants
b.1 Les canaux calciques chimio-dépendants : RCED&

Les canaux ROC, canaux couplés a des Réceptenm@ue couplés a des protéines
G, s'ouvrent en réponse a la fixation d’'un ligamdr(mones, neurotransmetteurs, seconds
messagers). Les plus connus sont les Réceptetkséiylcholine et au NMDA (N-Méthyl
D-Aspartate). Il existe également des Récepteunsiog certains étant connus pour étre
impliqués dans la vidange calcique réticulaire tple les Récepteurs a BIRIP;R) et les
Récepteurs a la Ryanodine (RyR).

Les récepteurs a la ryanodine (RyR) ont été migwdence au niveau du réticulum
sarcoplasmique (RS) des fibres musculaires stdéelaques, squelettiques et lisses, ou leur
réle dans le phénoméne d’excitation-contractiotea Bté caractérisé (Missigest al, 1992,
Pessahet al, 1985, Sorrentino and Volpe, 1993). Ces réceptsams également exprimés au
niveau du RE des cellules non musculaires commedigles épithéliales et notamment les
cellules prostatigues humaines (Mayiet al, 2000, Socgiet al, 1993). On dénombre neuf
isoformes différentes de RyRs, dont trois majeahez 'homme (RyR1-3). Le RyR présente
de fortes homologies de structure avec le réceptdliP;, mais les modalités d’activation de
ces deux types de récepteurs sont tres différeb¢éeRyR est un récepteur canal formé de 4
sous-unités identiques, possédant des sites deriat d’activation pour la ryanodine, un
alcaloide végétal (Dulhuntet al, 1996). Ce canal peut aussi étre activé par unagébn du
taux de Ca2+ intracellulaire, du fait de la présedicin site de fixation a haute affinité pour le
Cd&* dans sa partie cytoplasmique. Ainsi, une faiblgnaentation du taux de €adans le

cytoplasme a proximité des RyRs déclenche la lilméradu contenu des stocks calciques
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intracellulaires par stimulation des RyRs. Ce pssos appelé « alnduced Ca+ Release »
(CICR) a été mis en évidence pour la premiére fhais Endo et al., en 1970 (Endet al,
1970).

Les canaux SOC activés suite a la déplétion du-@ads le réticulum endoplasmique
ont quant a eux été difficiles a identifier. De does années de frustration se sont finalement
achevées avec la découverte de la base molécdkritentrée capacitive dans les cellules
cancéreuses prostatiques : la protéine senseur IST8#omal Interacting Molecule 1), le

canal Orail et des canaux TRP (Transient Receptenial).

b.2 Les canaux TRP : Généralités

Les canaux TRP ont été décrits pour la premiéredioez la Drosophile, ou des cellules
photoréceptrices portant des mutations du gar exhibaient un influx calcique transitoire
suite a un stimulus lumineux continu. Les canauxonaues TRP sont retrouvés dans la
plupart des types cellulaires, ou une fois actil@gont entrer des cations a l'intérieur des
cellules et les dépolarisent par la méme occadiarmplupart des canaux TRP ne sont pas
sélectifs, ont tous six domaines transmembrana&tgzartagent une certaine homologie de
séquence. Un autre dénominateur commun a la sup#efades TRP est que ses membres
jouent des rbles critiques dans la physiologie @esite, ils contribuent ainsi a la réponse aux
stimuli tels que la lumiére, le bruit, la températule toucher et les produits chimiques
(Venkatachalam and Montell, 2007). Certains canBid conférent également aux cellules
la capacité a sentir les changements de leur ameraent local, telles que des altérations de
'osmolarité. Malgré ces similarités, les canauxPTRrment une famille de canaux trés
inhabituelle dans le sens ou ils présentent unedgraiversité de sélectivités cationiques et
des mécanismes d’activation tres spécifiques. @ertaanaux TRP peuvent méme étre
activés par plusieurs mécanismes différents. LeB pBuvent ainsi étre considérés comme
des intégrateurs de signaux multiples, la réponasmale ces signaux pouvant étre modulée

par un autre de ces signaux.

b.3 Diversité moléculaire et fonctionnelle des aan@RP
Chez les mammiferes, la superfamille des canauwioriges TRP regroupe
actuellement 28 membres qui présentent un haugdidgrconservation (Birnbaumest al,
2003). Toutes ces protéines sont similaires syslda structural a la protéine TRP de la
drosophile : elles forment des homo ou hétérotaramdans lesquels chaque sous-unité TRP
consiste en six segments transmembranaires, urtdebenire les domaines S5 et S6 formant

le pore et des extrémités amino- et carboxy-terlegiatracellulairesFigure 27)
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Figure 27 : Représentation schématique de la structure génélied canaux de la famille des TRP, d'apres

(Mo

ran et al, 2011).Plusieurs domaines sont représentés : AnkR = RigmtiAnkyrine ; TRP box = Domaine

d’homologie des TRP ; CC = Domaine coiled-coil RBI= Domaine Calmodulin/IP3 Receptor BindingDZ=
acronyme pour Postsynaptic density protein 95 (B3DPBrosophila disc large tumour suppressor (DL@GA)Y

Zon

ula occludens protein 1 (ZO1); NUDIX = NucladsiDiphosphate-linked moiety X ; Rétension RE =

Domaine dont la fonction est de maintenir le canahiveau du RE.

Selon leur séquence primaire en acides aminéscaigsux ont été regroup€s en six
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TRPC (1-7) pour Canonique en raison de leur footlmdlogie avec la protéine TRP de la
drosophile.

TRPV (1-6) pour Vanilloide en référence au premiegmbre cloné de cette famille
(TRPV1) qui fut identifié comme un canal activé fpmicapsaicine, le composant irritant
du piment rouge de type vanilloide.

TRPM (1-8) pour Mélastatine en référence égaleraanpremier membre cloné de cette
famille (TRPM1) qui fut mis en évidence lors d’'uapalyse comparative des genes de
naevus bénins et de mélanomes malins d’'un modélgm

TRPML (1-3) pour Mucolipine en raison de mutationisservées chez son membre
fondateur chez des patient atteint de mucoviscidose

TRPP (1-5) pour Polycystic kidney disease en raisgelement de la maladie a laquelle

ils sont associés.
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% TRPA (TRPA1 ou ANKTM1) pour Ankyrine en référencexanombreuses répétitions
ankyrine présentes au niveau de son domaine N#afnttlle ne comprend actuellement

gu’'un seul membre identifié chez ’'Homme.

Leur activité aboutit souvent a une dépolarisatitenla cellule, une entrée de ’Ca
extracellulaire ou une libération de“Ca partir des stocks intracellulaires, et influe divers
processus cellulaires comme la prolifération, ff#pse ou la transcription de genes. Il n'est
donc pas étonnant que plusieurs membres de cetikefaient été associés a certains cancers,
leur expression étant altérée dans ces celluleoamses.

En effet, dans la prostate plusieurs TRP ont é&aniévidence pour leur implication
dans la cancérogénése et/ou la progression durcd@oette glande. Tsavaler et al., ont ainsi
identifié le canal TRPM8 comme un marqueur du campeestatique, celui-ci n’étant pas
exprimé dans les prostates saines et hyperplas{@gseasaley et al, 2001). Qui plus est son
expression serait fortement augmentée dans ladesltancéreuses prostatiques androgéno-
dépendantes et semblerait inhiber la migrationefecellules dans les premiers stades de la
maladie (Gkika et al, 2010, Gkika and Prevarskaya, 2011, Tsayadtral, 2001). A
l'inverse, le canal TRPV6 a été proposé comme nengpronostique de la progression du
cancer de la prostate au vu de son expressionugmente fortement dans les tumeurs de
haut grade (Fixemeet al, 2003). Ainsi le canal TRPV6 assure une entréeiquat basale
dans les cellules androgéno-dépendantes perméttanprolifération par l'intermédiaire de
l'activation du facteur de transcription NFAT dégent de la voie
C&"*/calmoduline/calcineurine (Lehen'kygt al, 2007). Le canal TRPC6 aurait également un
rle pro-prolifératif en médiant I'effet mitogénigules catécholaminega leur libération par
les nerfs sympathiques (Gkika and Prevarskaya, )2@dfin I'activation constitutive du
canal TRPV2 dans les cellules cancéreuses prastatigndrogéno-indépendantes serait a
I'origine de leur caractere agressif et invasif laarégulation direct de marqueurs d’invasion
comme les MMP-2, MMP-9 et cathépsiBéMonet et al, 2010).

b.4 Le canal TRPA1
La protéine TRPA1 humaine a été identifiée en 1888 d'un screening des géenes
sous-exprimés apres transformation oncogéniquefidesblastes (Jaquemaet al, 1999).
Cette protéine de 1119 AA est encodée par le g&®Allocalisé sur le chromosome 8q13.
Elle est largement exprimée dans de nombreux typkdaires et tissus incluant les neurones
sensoriels, les cheveux, les vaisseaux, le coesirpd&mons, les muscles squelettiques,
I'intestin, le cerveau ou encore le pancréas (Nilet al, 2011, Stokeset al, 2006). Elle

forme un canal cationique non sélectif perméableacium, rubidium, potassium, césium,
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sodium, lithium et zinc, de relativement haute aartdnce (98 pS) en solution physiologique
(Hu, et al, 2009, Nagataet al, 2005, Nilius et al, 2011).Celui-ci contribuerait a de
nombreux processus physiologigues comme la noacgpta mécanotransduction et la
thermosensation, de nombreux travaux ayant en @ifeen évidence l'implication du canal
TRPA1 dans les phénoméne de douleur inflammatdirgjperalgésie au froid, de douleur
neuropathique ou de douleur aiglie en réponse gent toxique, pour revue (Andradst al,
2012).

Le canal TRPAL avait premierement été appelée ANKTphrce que la protéine
présente de nombreuses répétitions ankyrine dangxoémité N-terminale (Storet al,
2003). Les répétitions ankyrine (AnkR) sont desifaq@rotéiques d’environ 33 acides aminés
qui constituent 2 hélicea reliées par un coudp. Les AnkR apparaissent en général en
tandem et forment des domaines allongés critiquesr pde nombreux processus
physiologiques (Lishkoet al, 2007, Sotomayoret al, 2005). La plupart des canaux TRP ne
contiennent que 3 & 6 AnkR dans leur région N-teafei alors que le canal TRPAL se
distingue par 16 a 17 AnkR (Gaudet, 2008). Leucfiom n’est pas encore bien établie mais
il semblerait qu’elles aient un rdle dans la mées@sibilité et 'ouverture du canal. Des
études récentes ont ainsi montré que les domaemespétitions ankyrine pouvaient constituer
un ressort moléculaire rattachant le canal a lariceatdu cytosquelette (notamment par
I'interaction avec des cadhérines) et permettre @orerture mécanique (Leet al, 2006,
Nagata et al, 2005, Sotomayogret al, 2005). Les AnkR seraient également capable de
moduler I'activité du canal via le motif EF de 8an au calcium qu’elles contiennent
(Doerner et al, 2007, Zurborget al, 2007). Enfin elles pourraient aussi conférer anat
une sensibilité aux stimuli thermiques et chimig(ies modules AnkR 3-8 et AnkR 10-15) et
au calcium intracellulaire (AnkR11) (Cordero-Momlet al, 2011).

En effet, il semblerait que le canal TRPAl s’actsdite & une exposition a des
températures tres froides (<17°C) ou a de l'icilioemposé chimique induisant une sensation
de fraicheur), bien que cela soit encore trés ovetsé a I'heure actuelle. En effet,
récemment deux étudesvivo indépendantes ont réalisé un knock-out de la p®{€RPAL
(ciblant toutes les deux le pore du canal) cheniial et obtiennent des résultats
contradictoires quant a la réponse au froid dulo@sautistg et al, 2006, Kwanet al, 2006).

Le canal TRPA1 est également activé par de nombremposés chimiques endogenes
et exogenes de type irritant dont une partie egtdi dans I&ableau 4a titre d’exemples
(Andrade et al, 2012, Bang and Hwang, 2009, Fernandgsal, 2012, Macphersqret al,
2007).
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Allyl Isothiocyanate (moutarde et wasabi)

Cinnamaldéhyde (cannelle)

Allicin (ail et oignon)

A9-Tétrahydrocannabinol (majijuana)

Acrolein (fumée de cigarette et gaz

lacrimogéne)

Eugenol (clou de girofle)

lodoacétamide

Nicotine

Formaldéhyde

Paracétamol/Acétaminophen

Camphre

Iciline

Peroxyde d’hydrogéne (endogene)

4-hydroxynonenal (endogéne)

15-deoxy-delta-12,14-prostaglandine J2
(15d-PGJ2) (endogene)

Bradykinine

AP-18

HC-030031
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Tableau 4 :Liste non exhaustive des molécules modulant Véiétdu canal TRPAL.

Malgré leur hétérogénéité structurale, de nombi@ands de TRPA1 partagent une

caractéristique commune :

le caractere électropfoikest a dire la capacité a accepter un

doublet d'électrons). Certains ligands connus dePAR comme ['Allyl isothiocyante

(AITC), le cinnamaldéhyde, I'acroléine, contiennantnoyau carbone électrophile hautement

réactif. Grace a cette caractéristique, ces madcgbnt capables de se lier de maniére

covalente au canal. En effet, il a été montré gugrbupement thiol SH des résidus cystéine

ou lysine présents au niveau des répétitions amyu canal s’additionnait au groupement

carbonyle de I'agoniste, cette liaison covalenteégersible entrainant I'activation du canal
(Figure 28) (Hinman et al, 2006, Macphersgnet al, 2007, Sadofskyet al, 2011,
Takahashi et al, 2008). Plusieurs résidus se sont ainsi avérésuas pour ce type de
liaison : les cystéines C415, C421, C422, C619,1C6522, C639 et C663 ainsi que la lysine

K708.

Ng Répétitions

Ankyrine

Figure 28 : Représentation schématique de la structure du T&RRAL.
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Le canal TRPAL peut également détecter de nomimemposés phytochimiques non-
électrophiles et certains composés chimiques syqtles, probablement par le mode
traditionnel de liaison d'un ligand sur un réceptees ligands, tels que IA9-
Tétrahydrocannabinol ou l'iciline, se fixent suisdgtes différents des agonistes électrophiles
et montrent une rapide réversibilité (Bang and HyyaR009). Des composés d’origine
endogene (provenant du stress oxydatif ou du mksaie des acides gras) tels que le
peroxyde d’hydrogéne, le 4-hydroxynonenal et le-B&I2 peuvent également activer le
canal TRPAL par une addition conjuguée ou formatierponts disulfure (Anderssoet al,
2008).

Par ailleurs, des travaux récents ont montré Vatittn du canal TRPAL par le calcium
extracellulaire, impliquant le résidu N855 de sagreent transmembranaire S4 et dont la
mutation peut conduire au développement du syndrdmedouleur épisodique familial
(Kremeyer et al, 2010). De méme, une é€lévation du zinc intracahlal par un influx a
travers le canal TRPA1 ou d’autres canaux, seephtlole d’activer le canal TRPA1 par la
fixation du zinc au niveau de résidus cystéine istidine intracellulaires spécifiques et
d’exciter ainsi des neurones nocicepteurs, @iwal, 2009).

D’autres voies de modulation du canal ont été @gahd découvertes, impliquant des
molécules endogenes comme la bradykinwia (activation de son récepteur,Bou des
protéasesvia I'activation du récepteur PAR2, Protease ActivaReteptor 2) (Bandelkt al,
2004, Daj et al, 2007). Ainsi, la bradykinine en se fixant sur $sépepteur active la voie de
la PLC, aboutissant a une vidange calcique duulétic endoplasmique suite a I'ouverture
des IRR. Cette vidange calcique active dans un premmapsele canal TRPV1 et l'influx
calcique établit permet alors I'ouverture du canBPAl (Bautistaet al, 2006). En outre,
Wang et al., ont montré que dans les neuronesategigns rachidiens I'activation du canal
TRPAL par la bradykinine pouvait passer par la daida protéine kinase A (PKA) (Wanet
al., 2008).

Compte-tenu de ces difféerentes données, il a étéggéré que le canal TRPAL
pouvait fonctionner comme une alarme sensorielle aucomposés nocifs d’origine
environnementale et I'expression éventuelle de ceamal au niveau des cellules
cancéreuses peut ainsi sensibiliser ces derniéregxasubstances environnementales et

favoriser la généese des signaux calciques.
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b.5 Les protéines STIM et Orai

Il a été récemment démontré que les canaux TRPoueaent a eux seuls assurer les
courants SOC, d’autres canaux calciques étant suteimpliqués. En effet, deux protéines,
STIM (Stromal Interaction Molecule) et Orai ou CRMC(Calcium Release-Activated
Channel Modulator) ont été identifi€ées pour leutipgation dans le courant calcique de type
SOCE (Feskeet al, 2006, Lioy et al, 2005).

Les protéines Orai sont des protéines membranaigiomaines transmembranaires
avec des extrémités N- et C-terminales intracetkegaavec un supposeé « pore » situé entre les
segments transmembranaires 2 et 3 (Festkal, 2006). Trois isoformes de cette famille sont
actuellement connues : Orail, Orai2 et Orai3 (cetemes étant nommées d’aprés les trois
gardiens de la porte du paradis dans la mytholpge). La protéine Orail a été identifiée par
Feskeet al. (2006) par un screening de l'utilisation des ARiterférents combiné a I'étude
des mutations géniques chez des patients attéumie tmmunodéficience sévere (Feske
al., 2006). Cette pathologie était associée a unefomctionnalité des canaux ioniques
impliqués dans le courant CRAC dans les lymphocites

' Store-operated Ca?* Entry '

Ca**

.
Membrane plasmique

Figure 29 : Implication des protéines Orail et STIM1 dansdealoppement du SOCE.

Deux isoformes de la protéine STIM sont actuellencennues (STIM1 et STIM2). Ce
sont des protéines a un domaine transmembranaaésdées dans la membrane du RE. Des
travaux récents montrent que STIM1 peut jouer le ddun « senseur de calcium» dans le
réticulum et ainsi détecter la vidange calciqueeteorganite pour déclencher I'activation des
canaux SOC. En effet, aprés la vidange calcique, ptéines STIM1 s’aggregent et

s’accumulent dans une région de la membrane duifRBessous la membrane plasmique

88
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

(Figure 29)(Liou, et al, 2005, Merceret al, 2006, Wy et al, 2006). Quant a la protéine
STIM2, son r6le dans la modulation du courant S@€ter encore controversé dans les
différents systemes cellulaires étudiés jusqu’goae En effet certains travaux pencheraient
pour un role d’inhibiteur du courant SOC induit @&FIM1 alors que des études récentes
indiquent un réle identique a celui de STIM1 maisipune plus faible vidange calcique du
RE ou encore un role dans le maintien du taux deuca basal du RE (Gruszczynska-
Biegalg et al, 2011, Oh-Horaet al, 2008, Soboloffet al, 2006).

Des travaux récents ont montré que STIM1 et Onatdragissaient fonctionnellement
pour moduler le courant CRAC, le canal calciquesde®a systeme étant constitué d’Orail
(Peinelt et al, 2006). Par ailleurs, Huang et al. (2006) ont méorgue STIM1 pouvait
également s’'associer avec l'extrémité C-termin@deT&®PC1 et moduler ainsi les courants
SOCE endogénes suggérant une interdépendancecettgenouvelle voie de signalisation
impliquée dans le SOC et celles impliquant lesénats de type TRP (Huanet al, 2006).
Reste a savoir si la prédominance de ces difféseardes dépend des types cellulaires et/ou

de la physiologie ou la physiopathologie des ceiidonsidérées.

2) Les canaux potassiques
Les canaux K permettent la diffusion facilitée et sélective deass potassiques a

travers la membrane plasmique. Dans des condifdrysiologiques, le potassium est le
cation dominant du milieu intracellulaire, les caxgotassiques fournissent donc un efflux
de K’ et participent a la régulation du volume cellwdaits participent également au potentiel
de repos en maintenant le potentiel électriqueadedmbrane a une valeur proche de celle du
potentiel d’équilibre de I'ion K(EK" = -80mV), c’est pourquoi ils sont partie intégeamke
toutes les cellules. Il existe une grande divemitéanaux Kqui se distingue par différents
mécanismes de modulation de leur activité. Cetterdité est a 'origine de nombreux roles
physiologiques : contréle de 'homéostasie du & volume cellulaire et de la sécrétion des
hormones, contréle de la forme et de la fréqueree mbtentiels d’action, de la réponse
immunitaire, de la prolifération cellulaire et dapoptose. lls sont classiqguement regroupés
en 5 groupes fonctionnels :

+ Les canaux Kdépendants du voltage (K

« Les canaux Kactivés par le calcium intracellulaire {&

» Les canaux Krectifiant dans le sens entrant K

» Les canaux Ksensibles a 'ATP (lrp)

+ Les canaux Ka 2 domaines pore (K
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Les récents progrés de la biologie moléculaire marimis également d'identifier les
structures moléculaires des sous unités protéiguesnposant les canaux KTrois familles
structurales ont ainsi été définies d'apres lesdhogies de séquence, le nombre de segments
transmembranaires (STM) et de portions participanf formation du pore ionique, le
segment P :

+ Les canaux Ka 6 segments transmembranaires et 1 domaine pore
+ Les canaux Ka 2 segments transmembranaires et 1 domaine pore
+ Les canaux Ka 4 segments transmembranaires et 2 domaines pore

Il est & noter I'existence d’un canal K la structure particuliére, n’entrant dans aucune
des familles précédemment citées, le canal cBKjui présente sept segments
transmembranaires.

Certains de ces canaux Knt été associés a divers types de carcinomess aomt
impliqués dans la prolifération et I'apoptose deltutes tumorales. Ceci est cohérent avec le
paradigme selon lequel un efflux accru dé& ést associé a linitiation de l'apoptose et,
inversement, que l'apoptose est atténuée si keffions K" est diminué.

Parmi ces canaux, le canal Eagl (pour Ether-a-gdjg@ncore appelé KCNH1 ou
Kv10.1, semble étre impliqué dans la tumorigénésecadal, qui appartient a la classe des
canaux K dépendants du voltage () présente une augmentation d’expression dans de
nombreux cancers qui est corrélée a une prolifératellulaire accrue (Hemmerleiet al,
2006, Pardpet al, 1999). Cela semble étre une caractéristique carerdes canaux de type
Eag, les canaux Eag2 (KCNH5) et HERG (Human Ethgo-go Related Gene) étant
également surexprimés dans divers cancers (Ashal, 2010, Wadhwgaet al, 2009).

De maniére intéressante, le canal BKle grande conductance et appartenant a la
classes des & a été identifié dans les cellules cancéreusestgtigpses androgéno-
dépendantes LNCaP (Blochet al, 2007). Ce canal, activé normalement par une
dépolarisation membranaire ou une augmentation auaiuem intracellulaire, voit son
expression régulé par des facteurs dérivant durséachant qu’une privation en sérum peut
entrainer le phénomene de différenciation neuroam®d dans les cellules LNCaP, il se
pourrait qu’une diminution de I'expression de cenala joue un réle dans le processus
conduisant a la différenciation neuroendocrine (#lzhd Hoosein, 2002).

De méme, des travaux de notre laboratoire ont rdanie le canal 1K, a conductance
intermédiaire et activé par le calcium pouvait medla différenciation neuroendocrine des
cellules cancéreuses prostatiques androgéno-déuesdaNCaP. En effet, la répression de
son expression par le facteur de transcription REBRE€pressor Element 1-Silencing
Transcription factor) induit la prolifération desceellules, alors qu’une inhibition de REST et

donc linduction d’IKc, conduit au processus de différenciation neuroemu®cDe plus,
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I'activation du canal IK; conduit a une hyperpolarisation du potentiel demimane et
favorise la force électromotrice du calcium, indmisl'entrée de calcium par l'intermédiaire
du canal TRPV6 (Lallet-Dahget al, 2009). Le canal IK; et le canal calcique TRPV6
associés forment ainsi un complexe moléculairetfionoel permettant I'entrée de calcium
dans les cellules cancéreuses prostatiques afierdeettre leur prolifération.

Les canaux Ksemblent donc jouer un réle important dans lerétanide la croissance
des cellules cancéreuses prostatigues en régutant potentiel membranaire et linflux

calcique.

3) Les canaux ioniques et lancer

Le role des canaux ioniques dans la cancérogéndeedéveloppement tumoral a été
démontré par leur implication dans les divers pgsus sous-tendant ces phénomenes, tels
que la prolifération, I'apoptose et la migrationufikzelmann, 2005). Les premiers canaux a
avoir été suspectés pour leur role dans la canégesg furent des canaux potasssiques, pour
lesquels il a été montré qu’ils pouvaient indumeptolifération par la progression du cycle
cellulaire (Wonderlin and Strobl, 1996). Mais depuile nombreux autres canaux ont été
incriminés.

En plus des différents canaux précédemment cités peur implication dans la
cancérogénéese prostatique, il semblerait que &lth de I'homéostasie calcique et de
I'activité SOCE joue un role majeur dans la misekte du phénotype résistant a I'apoptose
(surexprimant la protéiné Bcl-2) androgéno-indépenddu PCa (Flourakiset al, 2010,
Vanden Abeelget al, 2002). En effet, les principales caractéristiqaes |'homéostasie
calcique des cellules cancéreuses androgéno-indépers sont : un niveau basal du pool
calcique du RE et une SOCE réduits. Ces changementsaccompagnés par une résistance
accrue a l'apoptose induite par la thapsigarginéeetNFa, et semblent provenir d’'une
régulation négative des acteurs du SOCE par |@ipoBcl-2.

Par ailleurs, les constituants ubiquitaires du SQGEil et STIM1) ont été réecemment
impliqués dans la migration des cellules tumora@smmairesn vitro et dans un modele
murin de métastases générées par xénogreffes ti@mdpdang et al, 2009a). En effet,
I'inhibition du SOCE par I'agent pharmacologiqueF9&365 ou par l'utilisation de siARN
STIM1 ou Orail supprimait la migration des cellubemcéreuses mammaires MDA-MEB1
ainsi que la propagation des cellules tumoralesétegreffes chez la souris. Des travaux de
notre laboratoire ont également montré que lesépres Orail et STIM1 sont régulées
négativement lors de la différenciation neuroenithecdes cellules cancéreuses prostatiques,

suite a une modulation par la réorganisation dasmyielette (Vanoverberghet al, 2012).
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Les canaux potassiques ont aussi été impligués dassvoies de signalisation de
facteurs protéigues modulant la croissance deslegltancéreuses prostatiques. Des travaux
du laboratoire ont ainsi montré que la prolactifRIl) stimulait l'activité des canaux
potassiques et induisait la prolifération des d¢eluLNCaP (Prevarskayeset al, 1994,
Prevarskayaet al, 1995). Cet effet de la PRL est inhibé par le THA,inhibiteur a spectre
large des canaux potassiques, suggérant un rolatedéddes canaux potassiques dans les
effets de la PRL sur la prolifération des cellubamcéreuses de la prostate humaine (Van

Coppenolleet al, 2004).

Comme nous venons de le voir, des données monkietdrvention des canaux
ioniques (potassiques et calciques) dans les mosede croissance, d'angiogenese, de
migration et de métastase des cellules cancérgusstatiques humaines n’est pas encore
bien connue. C’est pourquoi, au cours de cetteethe®sus nous sommes intéressés aux réles
des canaux ioniques et du calcium dans les voies sidealisation des facteurs
environnementaux, connus pour jouer un réle nonligeaple dans la perturbation de

nombreux processus physiologiques et physiopatitpleg incluant la cancérogénése.
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Problématique et objectifs
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Le cancer de la prostate est actuellement la émisicause de mortalité par cancer chez
'hnomme. Malgré les différentes approches thérdpaats disponibles, l'efficacité de ces
traitements reste médiocre. Aujourd’hui, les traigats des cancers de la prostate consistent a
réduire au maximum le taux des androgénes ciraul&@ien que ces traitements soient tres
efficaces a court terme, ils restent inefficaces lsulong terme, les cancers devenant
androgéno-indépendants. Il est donc évident quetrda facteurs non androgéniques
interviennent. L'étude de ces facteurs permettéaiterme de développer de nouvelles
stratégies pharmacologiques pour traiter le cadeda prostate humaine ou d’empécher son
évolution vers des formes agressives.

Des données montrent que des facteurs de I'enwroant sont a l'origine de
dérégulations de nombreuses fonctions de I'orgamisbes facteurs sont également montrés
jouer un réle non négligeable dans la cancérogéheseancer de la prostate étant un cancer
hormono-dépendant, du moins dans ses premiers sstatteus nous sommes plus
particulierement intéressés a une certaine caggtwices facteurs environnementaux : les
perturbateurs endocriniens. Certains d’entre ewamsi été montrés comme étant impliqués
dans l'induction de la cancérogénese et/ou la pssgon tumorale. Or ces deux phénomeénes

font appel a des signatures calciques bien pagres.

Dans le cadre de cette these, nous nous sommesrdéresseés aux réles des canaux
ioniques (calciques et potassiques) dans les éeraifets de ces perturbateurs endocriniens
sur les cellules cancéreuses prostatigues humaiioes. nous sommes attachées a étudier a la
fois I'impact de ces PE sur les cellules épithéBatancéreuses et les cellules stromales issues
de cancers prostatiques. En effet, de récenteg®tmdntrent I'importance des interactions
entre I'épithélium et le stroma pour I'avancée dascers épithéliaux. En réponse aux stimuli
générés par la tumeur épithéliale, le stroma sdbinombreuses modifications et devient
capable de sécréter des facteurs et protéinesiganb le caractére agressif et invasif des
cellules épithéliales cancéreuses (Bhowmick andeglo2005, Jossort al, 2010, Rowley
and Barron, 2012). Il se peut donc que les pertetna endocriniens agissent differemment
sur I'épithélium et le stroma prostatique, contabtidans les deux cas au développement

tumoral.

Dans ce contexte, le projet de recherche de ma thésnstitué en I'étude :

- De Iimpact de ces perturbateurs endocriniens lgusignalisation calcique des cellules
cancéreuses prostatiques. Nous avons pour celaédrmesux types d'effets :
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» des effets directs par la modulation de l'actidiés canaux ioniques.
» des effets indirects par la modulation de I'expmssles canaux ioniques influant

sur la signalisation calcique.

- De I'impact de ces signalisations induites par RE sur la prolifération, I'apoptose et la
migration des cellules cancéreuses prostatiques picessus impliqués dans la
cancérogénese.

Ces études permettraient de mettre en évidencpditdes facteurs environnementaux
sur les cellules cancéreuses prostatiques et lgrgssion tumorale prostatique. Elles
permettraient aussi de mettre a jour des marquellexposition a ces facteurs
environnementaux au niveau des cellules cancérgusstatiques et de proposer des mesures

préventives et des canaux ioniques comme cibleapgkatiques.
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Matériel et Méthodes

96
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

| - Culture cellulaire

A -Lignées cellulaires
1) Cultures primaires

Des prélevements chirurgicaux de tissus prostatitpuenains (hyperplasies bénignes et
cancers de la prostate) obtenus par collaboratiea k& service d’'Urologie de I'Hopital Saint
Philibert (Lomme) ont été mis en culture dans d#fés milieux afin de favoriser le
développement des cellules épithéliales (hPEC pmuman Primary Epithelial Cells),
stromales (hPrSC pour human Prostate cancer StrQalid) et endothéliales. Pour cela,
chaque préléevement obtenu est découpé avec une damscalpel stérile en plusieurs
morceaux et ces explants sont répartis dans désskad@ pétrie précoatées de type Primaria
(Nunc). Les explants sont déposés dans des galgteslieu, afin de favoriser leur adhésion,
et chaque boite recoit un milieu de culture différpour permettre le développement d’'un
seul type cellulaire donné. Aprés 24 a 48h, on detapes gouttes de milieu afin d’éviter la
dessiccation avec le volume de milieu adapté ae tg boite. Chaque préléevement a été
identifié par un numéro attribué lors de sa misewdture (Prl a 6).

2) Lignées canceéreuses et transformées

Différentes lignées cancéreuses prostatiques énttiisées pour ces travaux :
- La lignée androgéno-dépendante LNCaP provenatAd€€C (American Type Culture
Collection). Il s’agit d’'une lignée établie a partiune biopsie d'un ganglion lymphatique
supraclaviculaire métastasé prélevé sur un hommneasén de 50 ans atteint d’'un carcinome
prostatique. Ces cellules expriment le récepteurandrogenes, sont caractérisées par leur
androgéno-dépendance et nécessitent donc la peéskmodrogéenes dans leur milieu de
culture. Ces cellules expriment également le PSA.
- La lignée androgéno-résistante LNCaP C4-2 dateveellules LNCaP qui ont été injectées
par xénogreffe chez la souris soumise a une themblation androgénique. Les clones
ainsi obtenus présentent une hypersensibilité aodrogénes (indépendamment d’une
modulation de I'expression de 'AR) et sont capalie métastaser (Gregpmst al, 2001).
Les cellules LNCaP C4-2 nous ont été fournies @&rIMonique Capron.
- La lignée androgéno-indépendante PC-3 provenantAd CC. Elle a été établie a partir
d’'une métastase osseuse localisée au niveau debresr lombaires d’'un patient caucasien
agée de 62 ans présentant un adénocarcinome pgostade grade IV. Les cellules PC-3
n'expriment pas le PSA et n'ont pas de réceptenramdrogenes fonctionnel. Ces cellules
sont capables de former une tumeur extrémemenssageen vivo commein vitro et qui est
caractérisée par son hormono-insensibilité. Lesulesl PC-3 ont acquis la capacité de

survivre et de proliférer en absence d’androgenes.
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- La lignée androgéno-indépendante DU 145 proveégalement de 'ATCC. Cette lignée a
été établie a partir d’'une métastase localiséeaman du cerveau d’'un patient 4gé de 69 ans
présentant un adénocarcinome prostatique accompdigné leucémie. Ces cellules sont
aussi capables de former des tumenrsivo et n’expriment pas le PSA ni le récepteur aux
androgénes.

Nous avons également utilisé la lignée HEK-293 (ldnr&imbryonic Kidney-293) qui est une
lignée transformée dérivant de cellules rénaleicades d’embryon humain et qui présente

'avantage de ne pas exprimer nos canaux ioniquaeidt.

B — Conditions de culture

Les lignées LNCaP, LNCaP C4-2, PC-3 et DU 145 sumiiivées dans le milieu
RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, France) suppmété en L-glutamine (5mM, Sigma,
L’lsle d’Abeau, France) et en sérum de veau foeetatothplémenté (10%, Seromed,
Strasbourg). La lignée HEK293 est cultivée dansmiieu DMEM-HG (Gibco, Life
Technologies, France) supplémenté en L-glutamimaMp et en sérum de veau fcetal
décomplémenté (10%) et en acides aminés non-esisen®our I'étude des facteurs
environnementaux de type plastifiant, les cultutes cellules ont été réalisées dans un milieu
RPMI-1640 (Sigma, L’'Isle d’Abeau, France) reconstita partir d’'une poudre et filtré dans
des bouteilles en verre, afin d’éviter toute conteation par les molécules plastifiantes
relarguées par les bouteilles de milieu.

Les cellules sont placées dans un incubateur a 8@hCI'atmosphere est enrichie en
5% de CQ. Lorsque ces cellules arrivent a environ 80% d#lgence, elles sont décollées
par une breve trypsinisation (trypsine-EDTA, 0.23@d\, USA). En effet, la trypsine est une
enzyme qui a pour but de digérer les protéinesulace des cellules leur permettant de
s’attacher aux supports. Elle permet ainsi de tiétales cellules cultivées dans les flacons.
L’effet de la trypsine est inhibé par I'ajout delieti de culture complet et les cellules sont
placées dans de nouveaux flacons de culture TTB@D6 cellules/mL. Le milieu de culture
est ensuite renouvelé tous les 2 jours.

Les cellules dérivées de cultures primaires sohivées dans différents milieux selon
le type cellulaire considéré. Les cellules épitilés se développent et se maintiennent en
culture dans du milieu KSF-M (Gibco, Life Technadks France) supplémenté en sérum de
veau foetal décomplémenté (2%), en extrait pit@thovin et en « epidermal growth factor »
(EGF). Les cellules stromales sont cultivées enemiRPMI-1640 supplémenté en sérum de
veau feetal décomplémenté et déstéroidé (10%), eajlutamine (5mM) et en &
dihydrotestostérone ajoutée extemporanément (1 bdéé) cellules endothéliales sont quant a

elles cultivées dans du milieu EBM supplémenté @ara de veau foetal décomplémenté a
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5% (Gibco, Life Technologies, France). Les cellidest placées dans un incubateur & 37°C
dont I'atmosphere est enrichie a 5% de,C@rsque ces cellules arrivent a environ 80% de
confluence, elles sont décollées par I'incubatiansdune solution de PBS-EDTA (0,56 mM)
pour les cellules épithéliales et dans la trypgioar les cellules stromales et endothéliales.
Elles sont ensuites ensemencées selon les ex@Esienvisagées dans des boites de pétri de
type Primaria (électrophysiologie, RT-PCR) ou swes damelles de verres (imagerie
calciques, immunocytochimie) ou dans des flaconS @@ T75 (extraction protéique). Le

milieu de culture est ensuite renouvelé tous lEaies.

1) Préparation du sérum déstéide
La solution de sérum de veau feoetal SVF (Seromewdsisiurg) est additionnée de
charbon actif (Charcoal activated, SIGMA, L’'IsleAtfeau, France) a une concentration de
100 g/L et laissée sous agitation pendant la nditG Le sérum est ensuite centrifugé une
fois a 250&g (30 minutes a 4°C) et une deuxieme fois a 10x@@@h a 4°C) afin d’éliminer
au maximum le charbon actif. Le sérum est ensilité fdeux fois (filtres de 0,22 um de
diametre) sous la hotte aspirante pour le stérilise sérum ainsi obtenu est conservé sous

forme d’aliquots a —20°C.

2) Conservation des cellulesd@élation/Décongélation)

Apres trypsinisation, environ 1 million de cellukesnt reprises dans 1 mL de milieu de
congélation (Recovery Cell culture Freezing Mediu@ipco), puis transférés dans une
ampoule de congélation. Les cryotubes sont enplat&s dans une boite de congélation dont
les parois sont remplies d’isopropanol, a -80°Clauruit. L'isolation des tubes du froid par
l'isopropanol permet au milieu cellulaire de perdrviron 1°C par minute, permettant un lent
refroidissement. La conservation a —80°C est aglipour les ampoules de cellules servant a
une décongélation réguliere afin de renouvelerliggses utilisées. La congélation a long
terme est réalisée en stockant les cryotubes dansniainer a azote liquide.

Afin de décongeler les cellules, les ampoules suohgées dans un bain-marie
préalablement chauffé a +37°C jusqu’a décongélatemta suspension cellulaire. Les cellules

sont ensuite ensemenceées dans des flacons T25oeomiEenant du milieu complet.

Il - Mesure de la viabilité cellulaire et de 'apogose

A — Test de viabilité cellulaire
La mesure de viabilité cellulaire est effectuée witisant un kit de mesure de
prolifération (Cell Titer 96 Aqueous Non-RadioaetiCell Proliferation Assay). C’est une

méthode colorimétrique déterminant le nombre déulesl viables par la mesure d'une
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activité enzymatique mitochondriale. Le kit de dgsaest composé de MTS (sel de
tétrazolium) et du PMS (phénazine méthosulfate).MES est réduit par les cellules en
formazan (soluble dans le milieu de culture) pas déshydrogénases endogenes présentes
dans les cellules métaboliguement actives. La d@ashd formazan produite, mesurée par son
absorbance a 490 nm, est directement proportianrall nombre de cellules viables en

culture.

B — Mesure de I'apoptose : coloration au ¢echst

Le bisBenzimide H 33258 ou Hoechst 33258 (Sigméslé’'d’Abeau, France) est un
agent intercalant de I'ADN qui permet de visualidar chromatine en microscopie a
fluorescence. Aprés la culture des cellules se&sndonditions souhaitées, on récupere le
surnageant dans le cas ou une apoptose seraitqu@@u provoquerait le décollement des
cellules (anoikis) dans les conditions d’expériragah. Les cellules flottantes sont ensuite
mélangées aux cellules adhérentes, qui aurontuef@éalable détachées par trypsinisation.
L’ensemble est homogénéisé puis centrifugé afirtrel’'@éposé sur une lame par force
centrifuge (Cytospin3, Shambon, France). Les adlidont ensuite fixées par un bain de
méthanol de 15 minutes a -20°C puis elles sontiées dans une solution de PBS contenant
4 ug/mL de Hoechst 33258 pendant 20 minutes, admhpe ambiante et a I'obscurité.
Aprés ringcage au PBS, on applique une lamelle lsaque lame qui, une fois séche, peut étre
observée au microscope a épifluorescence (Axiolmageiss) a la longueur d’onde
d’excitation de 435 nm. Il est alors possible d&tidguer les différentes figures apoptotiques
(condensations chromatiniennes, corps apoptotiquesjont toutes prises en compte lors du
comptage. Celui-ci nécessite 500 a 1000 celluledotétre répété au minimum 3 fois par
condition. Les résultats sont exprimés en pourcentde cellule présentant une figure

apoptotique sur le nombre total de cellules congptée

C — Mesure de I'apoptose : visualisationed’échelle d’ADN

La fragmentation de I'ADN est causée par des ercléases induites par les caspases
durant le processus apoptotique. La coupure deN'AP produit préférentiellement dans des
régions spécifiques de I'ADN, ce qui provoque leédation de fragments oligonucléosomaux
typiques de l'apoptose de 180 pb. Ces fragmentgepe@étre visualisés sur un gel d'agarose
sous forme de bandes multiples formant une "écd&BN" (DNA ladder).

La technique permettant de visualiser cette échiBA®N est la suivante. Apres la
culture des cellules selon les conditions souhsitée récupére le surnageant dans le cas ou
une apoptose serait provogquée ou provoqueraitdelldéent des cellules (anoikis) dans les

conditions d’expérimentation. Les cellules flotemtsont ensuite mélangées aux cellules
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adhérentes, qui auront été au préalable détachaestrypsinisation. L'ensemble est
homogénéisé puis centrifugé, le culot étant repglsms un tampon de lyse (pour la
composition voir « Annexes »). Les protéines sdimigées de ce lysat cellulaire par un
traitement a la protéinase K (200 pg/mL) sur la au7°C. L’ADN génomique est ensuite
extrait avec un volume d’une solution de phénobuabforme/alcool isoamylalcool (AlA)
(voir « Annexes »). L'extraction est réalisée paridilD minutes dans la glace. L’ADN est
alors précipité par une centrifugation (10 000x@,n3inutes) a 4°C. Il est ensuite concentré
par I'ajout d’acétate de sodium 3M (1/10éme de @y et d’éthanol 100% (2 volumes) sur
la nuit & —20°C. L’ADN est alors recueilli a l'aid@une centrifugation (10 000xg, 30
minutes) puis lavé a I'éthanol 75% pendant 30 neisud 4°C. Apres I'élimination de
I'éthanol a I'air libre, I'ADN est repris dans dampon TE (pH 8) contenant de la RNase A
(20 pg/mL), sur glace. L’ADN est enfin soumis a @hectrophorése sur gel d’agarose a 1%

avec BET (Bromure d’éthidium ; 0.5ug/ml), visualssus UV (254-310nm) et photographié.

Il - Mesure de la migration cellulaire

A - Test de cicatrisation

Ce test consiste a réaliser une cicatrice ou bracheiveau d’un tapis cellulaire et a
évaluer le temps nécessaire aux cellules dispadégzart et d’autre de la cicatrice pour
migrer et combler la bréche. Les cellules sont meseées dans des plaques 12 puits de
maniere a former des tapis cellulaires homogenes. fdis a confluence, une blessure est
réalisée dans la couche cellulaire au centre das pau’aide d’'une pointe de pipette p200
stérile. Les puits sont ensuite rincés avec duemnille culture afin d’éliminer les cellules
décollées et sont a nouveau incubés selon lestamlde culture souhaitées (avec ou sans
traitement). Un marquage au feutre a I'extériels plaits ayant été réalisé au préalable, il est
ainsi possible de suivre au niveau d’'une méme réjavancement de la fermeture de la
blessure en fonction du temps. Un suivi photo gamhest ainsi réalisé au niveau de chaque
bréche, a partir de TO jusque T24, afin de coueriprocessus de comblement de la bréche.
Ce type d’étude est réalisable au niveau des eslRC-3 et DU145 alors que pourles cellules
LNCaP, seule la méthode de chambre de Boyden plitaipe.

B - Test de migration cellulaire en Chambas de Boyden / Transwell®

Un autre systéme pour évaluer la capacité de nograies cellules est celui des
chambres de Boyden. Les cellules sont ensemenaéesdés inserts dont le fond consiste en
une membrane de polycarbonate percée de poresudeed ces inserts sont placés dans une
plague 24 puits adaptée (Nun@é&)gure 30) Un gradient de sérum est imposé aux cellules

pour déclencher leur migration, la suspension z@tkidéposée dans la chambre apicale étant
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préparée dans du milieu dépourvu en sérum et ieumiléposé dans la chambre basolatérale
contenant 10% de sérum (SVF). Les cellules sonemascées de maniére a recouvrir
entiérement la membrane (1 & 2 X téllules selon le type cellulaire), afin de masetiles
contacts avec les pores de la membrane. Les ceHolet incubées pendant 24 a 48h a 37°C
dans ce dispositif. Les cellules n’ayant pas migté la face supérieure de la membrane) sont
alors retirées a I'aide de coton-tige et les cefiude la face inférieure sont fixées en plongeant
I'insert dans un nouveau puits contenant du méthaaofixation se réalise a -20°C pendant
15 minutes et est suivie d'un marquage au Hoechg3b&834 ng/mL) de 20 minutes a
température ambiante et a I'obscurité. Apres riecaig PBS, les membranes sont détachées
de leur insert avec I'aide d’'un scalpel et de pineesont déposées sur une lame en prenant
soin a l'orientation de la membrane : sa face iatée (celle avec les cellules ayant migré)
doit étre orientée vers le haut. Les membranesansitmontées entre lame et lamelle dans le
liquide de montage Glycergel (Dako) et peuvent ébrgervées immédiatement au microscope

a épifluorescence (Axiolmager, Zeiss) a la longukoinde d’excitation de 435 nm.

300 pL
Insert > ﬁ

‘ —— Chambre apicale
M he de
cellules ‘ N\ - 500 uL
Membrane perméable < Chamb
{pore de 8 pm) [ | basolatérale

Figure 30 : Schéma d’'une chambre de Boyden

IV — Mesure de la sécrétion de VEGF

Pour déterminer si I'une de nos conditions de celtes cellules stromales entrainait
une modulation de la sécrétion du facteur de aoss VEGF, nous avons utilisé la
technique de dosage par ELISA. Nous avons pourargfdoyé un kit ELISA (VEGF Human
ELISA Kit, Abcam) de type sandwidlirigure 31): un anticorps de « capture » dirigé contre
notre protéine d’intérét est coaté au fond desspditine plaque 96 puits, il suffit alors
d’appliquer 100 pL de surnageant de nos conditidmsculture (le surnageant ayant été
centrifugé au préalable 5 min a 200 g) dans cets mtide laisser incuber 3 heures. Apres
élimination du surnageant et rincage avec une isalumpon, on ajoute l'anticorps de
détection qui va se fixer sur la protéine d’intéf@ti-VEGF dirigé contre un autre épitope
que l'anticorps de capture) qui aura été retenuns ¢kafond des puits grace a I'anticorps de
capture, on le laisse incuber 1 heure. Une nouétHipe de ringage s’ensuit, puis on dépose
une solution contenant un anticorps secondairgalgontre I'anticorps de détection et qui est

102
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



© 2013 Tous droits réservés.

Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

conjugué a un complexe streptavididine/péroxyd&#eR, pour Horseradish Peroxydase),
pendant 45 min. Aprés un dernier rincage, on ajlmugaibstrat chromogéne qui est oxydé par
la peroxydase et forme un produit coloré bleu btogue la réaction une fois la coloration
optimale atteinte (30 minutes environ) avec uneitsm stop qui fait virer la coloration au
jaune. On mesure ainsi I'absorbance a 450 nm quidiesctement proportionnelle a la
guantité de VEGF présente dans nos surnageantsméems types de dosage ont été
également effectués pour I'lGF-1 mais les concéintia d'IGF-1 sécrétées par les cellules
stromales et les gammes de sensibilité des kitkodage utilisés (Abcam et AssayPro) n’ont
pas permis d’évaluer les quantités d’IGF-1 sécsetasi que leurs variations sous I'effet du
TCS.

Anticorps-HRP

[ suwsea]

R
Anticorps de détection | - *,:

Protéine ¢
<o

v,

|

ELISA sandwich

Anticorps de capture

Figure 31 : Schéma d’'un test ELISA de type sandwich

V - Transfections transitoire et stable

A - Lipofection

Les transfections par des siARN (petits ARN intenfiés) (Tableau 5)par lipofection
furent réalisées avec Hiperfect (HiPerFect TrangfedReagent, Qiagen). Selon la procédure
conseillée par le fournisseur et pour un volumalfde 1.5 mL, la solution d’Hiperfect (6 pL)
d’abord mélangé avec la quantité de siARN (25 nijemilieu de culture sans sérum (gsp
100 pL). Aprés 5 minutes d’incubation a la tempé@tambiante permettant la formation du
complexe de transfection, cette solution est mé&angvec 1.4 mL de milieu de culture
complet. Finalement, le mélange est déposé surcddsles. Apres environ 10 heures
d’incubation, un volume de milieu complémenté gstt# sur les cellules pendant une demi-
journée. Le milieu est ensuite remplacé par du eauvmilieu complémenté. Les cellules
peuvent alors étre utilisées dans les 24 a 72 bewwigantes. L'efficacité de ces siRNA est
vérifiee par RT-PCR et par immunofluorescence, ptiant de mettre en évidence la

variation d’expression au niveau ARN et au nivesaié@que du marqueur ciblé.
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Orail UGAGCAACGUGCACAAUCU

TRPA1 GGTGGGATGTTATTCCATATAT
Tableau 5 :Liste des siARN utilisés.

B - Nucléofection

La « nucléofection » est une technique de transiegtar d’électroporation (au moyen
du nucleofector) récemment mis au point par laétécAmaxa. Cette technique permet de
transfécter du matériel nucléique directement dam®yau des cellules en suspension. Aprés
le détachement des cellules par trysinisation, Biam$ de cellules repris dans 100 pL de
tampon de nucléofection (adapté selon le modelelaee) sont transférées dans une cuve
d’électroporation. L’ADN plasmidique (1-3 pg) congat le géne d'intérét (TRPAL) est alors
directement ajouté dans I’homogénat et I'enseméties@umis a la nucléofection. Les cellules
sont alors reprises dans leur milieu de cultureeesemencées selon les expériences
envisagées. Dans le but de controler la réussitdadaucléofection, les cellules sont
transfectées dans les mémes conditions avec 1€8 pgcteur pmaxGFP dont I'expression et
I'émission de fluorescence permet de controleffitatité de la transfection. Ce vecteur va
permettre la production de la protéine GFP que pent visualiser par fluorescence verte.
Une sélection par antibiotique (les vecteurs pldgmies utilisés contenant un gene de
résistance a cet antibiotique) est ensuite réalisde plusieurs jours pour récupérer
uniquement les colonies ayant intégré les plasmitiesérét. Apres sélection, les colonies
positives sont repiquées dans du milieu complptétes a étre utilisées pour nos expériences.
Le vecteur plasmidique contenant le géne humaifiRigA1 nous a été fourni par le Dr Laura
R. Sadofsky (Université de Hull, Grande-Bretagisgdofsky et al, 2008).

VI - Etudes d’expression des ARN messagers (ARNm)
A - Extraction des ARNm

Les ARN totaux des cellules sont extraits selom&thode décrite par Chomczynski
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Brievement, lekilesl sont rincées au PBS puis lysées
dans la solution D (voir « Annexes »). Les ARN sextraits de ce lysat cellulaire en ajoutant
de I'acétate de sodium (90 mM) avec un volume d'smlation de phénol-chloroforme/alcool
isoamylalcool (AlA) (voir « Annexes »). L’extracticest réalisée pendant 10 minutes dans la
glace. Une centrifugation (10,000xg, 10 minutes,Chdpermet la séparation d’'une solution

aqueuse d’ARN totaux. Cet extrait dARN est concerdt I'aide d’acétate de sodium 3M
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(1/10éme de volume) et d’éthanol 95% (2 a 2,5 vekina —20°C pendant la nuit. Les ARN
précipités sont recueillis a I'aide d’'une centrditign (10 000xg, 30 minutes) puis lavés a
I'éthanol 75% pendant 30 minutes a 4°C. Apresmigiation de I'éthanol a lair libre, les
ARN sont repris dans de l'eau puis, dosés au speétre a 260 nm pour les acides
nucléiques et a 280 nm pour les protéines. La tgudé I'extraction est jugée satisfaisante si
le rapport 260/2861,8 et la qualité des ARN extraits est contréléegelid’agarose de 1.5%.

B - Traitement a la Désoxyribonucléase 1 (Ase |)

Une quantité d’ARN (1 a 2 ug) est traitée a la DNakepourvue d’activité RNAsique
afin d’éliminer ’TADN génomique. Dans le but d’intaer la DNAse |, TEDTA est ajouté a
ces échantillons d’ARN a une concentration finade2¢b mM puis I'ensemble est chauffé a
65°C pendant 10 minutes. La reverse transcriptgireesuite réalisée en ajoutant du tampon
10X (sans Mg2+), MgCI2 (2,5 mM), dNTP (2,5 mM/dNTR)JULV (ADN polymérase ARN
dépendante, 50unités/ul) et RNAse inhibiteur (2@tésful). La reverse transcription est
réalisée pendant 15 minutes a température ambng les tubes sont incubés a 42°C
pendant 30 minutes. Les ADN complémentaires (ADddejt ensuite incubés a 70°C pendant
10 minutes, puis placés dans la glace pendant amsrbaminutes et conservés a -20°C pour

les études ultérieures par PCR.

C - Retro-Transcription et Polymerase Chai Reaction (PCR)

La réaction de PCR est réalisée dans un volumedeta5 puL avec 1 a 2 uL d’ADNc
(50 a 100 ng équivalent ARN). L’ADN matrice est ar@é avec les amorces sens et antisens
(concentration finale : 500 nM) (Cfiableau §, des dNTPs (2.5 mM/dNTP), 2.5 pL de
tampon de réaction 10X (concentration finale 1XH4)2S0O4 16 mM ; Tris-HCI 50 mM ),
MgCI2 25 mM (concentration finale : 2.5 mM), L. d’enzyme polymérase TaqGold (5
U/uL, Roche), gsp 25 pL ddH20O. Puis la solution pktcée dans l'appareil a PCR
(GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) eims&e au programme suivant:
dénaturation initiale de 5min. a 95°C, suivie dec§@les de dénaturation (30 s. a 95°C)-
hybridation (30 s. a 55°C-60°C)-élongation (1 niikb & 72°C). Pour contrdler la qualité de
la PCR, les produits d’amplification sont soumigree électrophorese sur gel d’agarose avec
Bromure d’éthidium (0.5ug/ml). Apres cette analggectrophorétique, les produits PCR sont
visualisés sous UV (254-310nm) et sont photographié
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CTTCTTCGACCTC CGTAAGGCCAA

orel GTCCTCCT AGCATGGAA Nl B2l
RyR1 CTTTTGGTGA TGGGAAGAAA o655 NM 000540
GCTCCGAGAC  TCCCAACATC -
ACATCTTTGG GGCTTGTCAC
RYR2 CCTGGATCTG  TTTGGCATTT 506 e
TRPA1 AGTGGCAAT TCTGATCCA 510 NM 007332
GTGGAGCAA CTTTGCGTA -
Vimentine ~ GAGAACTTTG CGTGATGCTG 326 NM_0033807
CCGTTGAAGC AGAAGTTTCG
pacne ~ CAGAGCAAGA  GTTGAAGGTCT 15 NM_001101

GAGGCATCCT CAAACATGATC

Tableau 6 :Liste des amorces (sens et anti-sens) utiliséesligbude de I'expression au niveau ARNm.

VIl - Immunodétection

A - Extraction des protéines

Apres la culture cellulaire, le milieu de culturst @liminé et les cellules sont rincées
avec du tampon PBS puis, lysées avec du tampon RBAM PQNa2/K, pH 7,2 ; Triton
X-100 1% ; Déoxycholate de sodium 1% ; NaCl 150 mdn) présence d'anti-protéases
(Sigma P 8340) pendant 1 heure sur la glace. la B& ensuite soniqué (3 fois 5 secondes),
homogénéisé et centrifugé a 10, 000xg pendant hdites a 4°C. Le dosage protéique est
ensuite réalisé sur le surnageant (extrait progtqtal) en utilisant le kit BCA (BCA Protein
Assay Reagent, Pierce Protein research Produce) etilisant la sérum albumine bovine

pour I'établissement de la courbe étalon.

B - Western blot

Les analyses électrophorétiques sont réaliséesleu ménaturant par la méthode SDS-
PAGE (Sodium Dodécyl Sulfate-Polyacylamide Gel Elgghoresis). La densité du gel de
polyacrylamide est déterminée selon la taille desténes a séparer. La migration
electrophorétique s’effectue a 15-30 mA/minigelree untensité fixe. A la fin de I'analyse
électrophorétique, les protéines sont transféréiessgr une membrane de nitrocellulose soit
sur une membrane de PolyVinylDene Fluoride (PVIE)transfert s’effectue a 25 volts et a
50 mA/minigel pendant 1h30. Apres le transfertmambrane est saturée durant 1 heure a
température ambiante dans une solution de TNT3%%it(p/v) (15mM de tampon Tris pH 8 ;
140 mM NacCl ; 0,05% Tween et 3% de lait délipidéplyilis€). La membrane est ensuite
incubée avec les anticorps primaires (Cibleau ¥, a la dilution voulue dans du TNT-lait

1.5% (les anticorps utilisés sont présentés daagusharticle), soit pendant 1 a 2 heures a
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température ambiante soit durant la nuit a 4°CeAf® lavages au TNT, les membranes sont
mises en présence de I'anticorps secondaire vaull/30 000eme (anti-lgG de lapin ou de
souris, laboratoire Zymed Inc, San Francisco CAldaat 1 heure a 37°C. Aprés 3 lavages au
TNT, les protéines sont révélées par chimiolumiaese grace au kit « Supersignal West
Dura Chemiluminescent » ou « Supersignal West Fe@ttemiluminescent » (Pierce,
Rockford Compagny, IL) en suivant les instructiods fournisseur. Les bandes sont
finalement exposées sur des films Biomax Light (#qdRochester, NY). L'intensité des
signaux est mesurée par densitomeétrie, puis leorapie I'intensité de la protéine d’intérét
divisée par l'intensité d’'un rapporteur comme liaetpermet de semi-quantifier I'expression

de la protéine d'intérét.

a-actine Dako 1/100™ Souris
B-actine Sigma 1/200G6™ Souris 45
BK Alomone 1/5006™ Lapin 110
IK Santa Cruz 1/2006™ Lapin 45
Orail Proscience 1/500™ Lapin 55
RyR1 Alomone 1/400™ Lapin ~450
RyR2 Alomone 1/400™ Lapin ~450
STIM1 Proscience 1/250™ Souris 84
TRPAL Alomone 1/500™ Lapin 127
TRPC1 Alomone 1/400™ Lapin 100
TRPV6 Santa Cruz 1/2006™ Lapin 85 a 100
Vimentine Santa Cruz 1/200™ Lapin 57

Tableau 7 Liste des anticorps primaires utilisés pour réalies études d’expression protéique.

C - Immunofluorescence

Au cours de cette these, nous avons mené des giaddisiorescence de I'expression
protéique des canaux €aet K au niveau des cellules cancéreuses (lignées airesil
primaires) ainsi qu’au niveau des tissus prostaguumains. Ces expériences sont réalisées
de la fagcon suivante. Les cellules, cultivées &g ldmelles, sont fixées et perméabilisées
dans de l'acétone pendant 15 minutes a -20°C.dlekges sont ensuite rincées 3 fois dans du
PBS (Phosphate Buffered Saline). Les lamelles saots délimitées avec un stylo
hydrophobe et mises a saturer avec une solutiotecant du BSA (0.2%), du triton X-100

(0.1%) et du sérum d’ane (2-5%) 30 minutes a teatpgx ambiante. La saturation se fait
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avec le sérum de I'animal chez qui a été fait l@rps secondaire. S'ensuit une incubation
d'lh & température ambiante avec l'anticorps pranthintérét. Les cellules sont rincées 3 fois
avec la solution de saturation, puis incubées aumdit & 4°C avec l'anticorps secondaire
couplé au FITC (isothiocyanate de fluorescéine) @ua Rhodamine RedX dilué au
1/2000eme. Les cellules sont rincées une premasealvec du PBS puis incubées avec du
DAPI 10 min a température ambiante et a I'obscydtié dans du PBS a 50 ng/mL) afin de
marquer le noyau. Les cellules sont a nouveauemdéux fois dans le PBS, les lamelles sont
alors montées dans du Mowiol. Elles sont finalemebservées en microscopie a
epifluorescence (Axiolmager, Zeiss). Pour les 8sparaffinés, les lames subissent d’abord
un déparaffinage : 3 bains successifs de 10 mirdées un solvant (ClaRal) et des bains
décroisssants d’alcool (Ethanol 100%, 96%, 70%0&%,3L0 minutes pour chaque). Les lames
sont ensuite hydratées par un bain de PBS de 30tesim 4°C. On effectue alors le
démasquage (étape permettant de rompre les liasolésulaires créées par le fixateur et qui
modifient la configuration spatiale des épitopedeetr accessibilité aux antigénes) par la
méthode thermique : les lames sont incubées dansuipon citrate 0.1 M pH 6 et chauffées
a la cocotte-minute. Une fois refroidies, les lardegissus sont rincées dans le PBS et sont

soumises au méme protocole que les lamelles dde=ell

VIl — Imagerie de fluorescence quantitative du catium cytoplasmique libre

L’imagerie calciqgue par fluorescence permet de meeswdes variations de la
concentration en calcium intracellulaire de plussecellules simultanément dans un champ
déterminé. Cette technique repose sur ['utilisatittn sondes calciques fluorescentes. Les
premiéres sondes permettant de mesurer le caléhmn ihtracellulaire furent synthétisées
dans les années 1980 par I'équipe de Tsien (T$88Q, Tsienet al, 1982). La premiere qui
fut fabriquée s’appelle Quin2 : elle posséede lacstre d’'un chélateur de calcium (tel que
'EGTA ou le BAPTA) couplé a un fluorophore. L'égu& de Tsien a par la suite élaboré de
nouvelles sondes, beaucoup moins photosensibledagsende Quin2, I'une d’entre elles
étant le Fura-2 que nous avons utilisée dans ra¥@uk pour mesurer les variations de

calcium cytoplasmique.

A - Caractéristiques de la sonde calciqueuFa-2

Le Fura-2 se compose d’'un fluorophore stilbéne@&soun groupement tétracarboxylé
et octacoordonné caractéristique des chélatedcgjues tels que 'EGTA et le BAPTA
(Grykiewicz, Poenie & Tsien, 1985). Nous avonsisdille Fura-2 sous une forme lipophile
non chargée appelée Fura-2 acétoxyméthylester carZFAM. Cette forme peut passer a

travers la membrane plasmique des cellules etrs¢eaue au sein de leur cytoplasme par
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hydrolyse du groupement acétoxyméthylester paredésases endogénes. Le Fura-2 libéré
de ce groupement peut se lier au calcium, deviddeat entraine un déplacement du spectre
d’excitation, donnant lieu a une fluorescence proponelle a la concentration en calcium
libre intracellulaire. La sonde Fura-2 est diteoraetrique. En effet, lorsque la sonde est libre
sa longueur d’onde d’excitation est de 380 nm atprs lorsqu’elle est liée au calcium sa
longueur d’onde d’excitation est de 340 nm, avee Uongueur d’onde d’émission de
fluorescence de 510 nm dans les deux cas. C’estldaapport des intensités de fluorescence
émises aprés excitation a 340 et 380 nm qui pedisstimer les variations de calcium

intracellulaire.

B - Systéme optique

Pour la mesure et I'enregistrement des variatioasiques, nous avons utilisé le
dispositif suivant : un microscope a épifluoresee(®@lympus IX70) couplé a une lampe a
Xenon (Applied Imaging, GB), & une caméra digitafeD (Charge Coupled Device) 12 bits
(Micromax 5 MHz, Princeton) et a un ordinateur coemant le logiciel Metafluor (Universal
Imaging) qui permet la stimulation des cellulesl’atquisition des images. Les données
obtenues sont ensuite analysées avec le logiciginQiMicrocal Software Inc., Northampton,
MA).

A W e B

Filtre d’émission

B ——————— Lampe
—— au xénon

Filtre d’excitation

l J Objectif

l

dft

Miroir dichroique

Cellules chargées en
Fura-2

Figure 32 : A, Schéma simplifié d’un poste d’imagerie calcigBe Spectre de couleurs représentatif des

concentrations en calcium intracellulaire.

La lampe arc xénon de 100 W a haute pression éméd tbmiére dont la longueur
d’'onde est réglée a l'aide d’'un filtre monochronuatéFill Photonics). Les rayonnements
cheminenvwia une fibre optique et traversent les miroirs digtwes : les signaux a 380 et 340
nm provenant du monochromateur sont orientés sgeeihent vers la préparation cellulaire,
tandis que le signal de réponse a 510 nm, provedaid préparation cellulaire, est orienté

spécifiguement vers la caméra digitdfegure 32A) Les signaux lumineux a 510 nm sont
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capturés par la caméra CCD et convertis en signamxériques qui sont quantifiés par le
systéme d’analyse et visualisés en fausse coufetoretion de leur intensité lumineuse sur
'écran de [lordinateur (gamme allant du bleu awg® respectivement pour des
concentrations basses a élevées en calcium intriaded) (Figure 32B) La fréquence

d’acquisition moyenne utilisée est d'une imagedsués 5 secondes.

C -Calibration des signaux de fluorescence

Apres soustraction des signaux de fluorescendertaule suivante décrite par Grynkiewicz :
[Ca®]=Kd B (R-Rmin)/(Rmax-R)

Cette équation nous permet de calculer la cond@rirde calcium intracellulaire avec :
Kd : constante de dissociation du complexe Furadtoalc calculé par Grynkiewicz
(Grynkiewicz et al, 1985), egale a 225nM. Cette constante n’est ffastée de facon
notable par des changements de pH et de la coatienten magnésium dans la gamme
physiologique.R : rapport des intensités de fluorescence (F34@FE3Bmax: rapport
maximum F340/F380 lorsque le Fura-2 est saturé acium. Rmin : rapport maximum
F340/F380 lorsque le Fura-2 est sous forme liBrerapport du signal fluorescent, pour une
longueur d’'onde\= 380 nm, en absence de calcium et a saturati@80 Fura-2 libre/ F380
Fura-2 saturé. Le calcul des constantes de cabbré®min, Rmax eh) se fait par exposition
des cellules chargées en Fura2/AM a 5 uM de ionormaygonophore calcique qui permet
d’égaliser les concentrations intra et extracelleta en calcium) en présence de 10 mM
d’EGTA pour la détermination du Rmin ou de 10 mM @aC}b pour la détermination du
Rmax. Les variations du taux de calcium libre iogthulaire sont présentées soit en rapport

des fluorescences (F340/F380) soit aprées la ctibioran nM.

D - Milieu d’enregistrement
Pour les mesures de calcium, nous avons utilisé miieu extracellulaire la solution
de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) contenant,mM, NaCl (142.6), KCI (5.6),
NaHPO, (0.34), KHHPO, (0.44), Glucose (5.6), NaHG@4.2), HEPES (10). La solution
standard : HBSS 2Gaest obtenue par I'addition de 2mM de Caél de 1mM de MgGlI
alors que la solution sans calcium (HBSS G'Cast obtenue par remplacement du calcium

par du magnésium (3 mM Mggl; ces solutions sont utilisées a pH 7,3-7,4.

E - Charge des cellules en Fura-2
Les cellules sont chargées pendant 45 minutes;’@ 87 a I'obscurité avec 2 uM de
Fura-2/AM (Molecular Probes, Leiden, Pays-Bas). Wmie le temps de charge écoul€, on

procéde a 3 rincages successifs avec le milieu HBB&nant 2 mM de Ga(HBSS 2 C&).
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Chaque cellule présente alors une charge relativehmnogéne indiquant ainsi que le Fura-2
ne pénétre pas dans les organites intracellulaoeaus pour stocker le calcium interne. Les
données brutes d’imagerie calcique sont ensuite/sées en utilisant le logiciel d’analyse
Origin 5.0 (Microcal Software, Inc., Northampton,AM et présentées sous forme d'une

variation du calcium intracellulaire en fonction unps.

IX — Enreqgistrements électrophysiologiques : techque de Patch Clamp

Les expériences électrophysiologiques effectuéemntima these ont été réalisées selon
la technique du « patch-clamp » qui permet de neesies variations du potentiel
membranaire (quand le courant est imposé) ou lesants ionigues membranaires (quand le
voltage est imposé) d’'une cellule vivante (Nehet &kmann, 1976). Le principe de cette
technique repose sur la proprieté de pipettes dee,vanunies d'une électrode de
stimulation/enregistrement, de coller aux membrdne®giques formant ainsi une jonction
étanche (« seal ») de forte résistance qui isobetr@juement la portion de membrane
(« patch ») sous la pipette. Les pipettes, detedgie comprise entre 3 et Mt de diamétre
interne de 1 um, sont obtenues par une étireuseohtale (P-97, Sutter Instrument
Company, USA) a partir de tubes de verre en bacasll & paroi fine sans microcapillaire
(1B150F-3, World Precision Instruments, USA). Eltmnt polies avant leur utilisation par
une microforge (MF-900, Narishige, World Precisiastruments, USA) afin d’en émousser
I'extrémité. Il existe 4 configurations différentes
- Dans la configuratior cellule-attachée pon réalise une faible aspiration aprés avoir @osé
la pipette sur la membrane plasmique de la cebifile de réaliser une jonction pipette-
membrane de haute-résistance appelée « gigasé@la 100 &) qui augmente le rapport
signal/bruit. Ceci permet d'enregistrer l'activééctrique des canaux ioniques présents dans
le fragment de membrane délimité par les bords giepletteFigure 33)

- Dans les configurations de « patch-excisé », romche un fragment de membrane avec la
pipette ce qui permet I'enregistrement d’un petimbre de canaux ioniques. Selon le mode
opératoire choisi, on peut exposer soit la faceri& ¢ inside-out » soit la face externe
(« outside-out » de la membrane plasmique a la solution extrae@éudésirée.

- Dans la configuratior cellule entiére » une bréve aspiration suffit a rompre le patch et
permet de mettre en relation le milieu intracelhglaavec le contenu de la pipette. On peut
alors controler la composition ionique intracelitdeet enregistrer I'activité électrique de tous
les canaux ioniques de la membrane plasmique emfEtimposé (« voltage-clamp ») ou le
potentiel de membrane en courant-imposé (« cugiantp »). L'un des inconvénients
majeurs de cette configuration est la possibiliié gertains éléments cytoplasmiques soient

susceptibles de diffuser dans le milieu intrapgett ainsi de perturber la régulation du canal
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étudié. Les configurations cellule-attaché et patatisé permettent de mesurer des activités

de canaux unitaires alors que la configurationuteléntiere s’intéresse a des courants

globaux.

Diameétre
interne de 1 pum

Seal de faible résistance

Membrane —
cellulaire

Configuration

cellule attachée

Aspiration /)
At 7

Tracton

Résistance de

3a5M0Q

Conliguraton
cellule entiére

Configuration
outside-out

Conliguration

inside-out

Figure 33 : Les différentes configurations de la techniquepdizh clamp : cellule attachéa)( cellule entiére
(B), « outside-out »Q) et « inside-out »).

Les études électrophysiologiques présentées dams ttese ont été réalisées en

collaboration avec le Dr. Pascal Mariot. Ces étudestionnelles ont été realisées par la

technique de patch-clamp en configuration celluigieee (« Whole-cell »), le milieu

intracellulaire (intrapipette) d’enregistrement tmrant 145 mM K-Gluconate, 5 mM HEPES,
1 mM EGTA, 2 mM MgCJ. Le milieu extracellulaire contenait 2 mM Ca@3 mM Glc, 1
mM MgCl,, 5 mM HEPES et 10 mM TEA. L'osmolarité et le pHtoété ajustés

respectivement & 290 mOsth.et & 7,2. Les cellules sont perfusées en contirac da

solution extracellulaire de HBSS, seule ou contedas agents pharmacologiques.
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Résultats
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Article 1

Bisphenol A stimulates human prostate cancer cellsigration via
remodelling of calcium signalling

Sandra Derouiche Marine Warnier, Pascal Mariot, Pierre Gof3agitte Mauroy, Jean-
Louis Bonnal, Christian Slomianny, Philippe DeldpiNatalia Prevarskaya and Morad
Roudbaraki.

(En révisionSpringer Plu}

L’'un des mécanismes par lequel le BPA pourrait fseo I'avancé des cancers
prostatiques serait une modulation de I'homéostasikeique des cellules cancéreuses
prostatiques. En effet, la libération du calcium ktticulum entraine au niveau de la
membrane plasmique une entrée de calcium liéeudditure des canaux calciques de type
SOC (Store- Operated Channel). Ce processus appelttée capacitative » ou SOCE (Store-
Operated Calcium Entry) est retrouvé dans une gramdiété de cellules non excitables et
permet a la cellule de reconstituer ses réserviesqaas intracellulaires. Cette entrée de
calcium via les canaux calciques de type SOC jaouedle majeur dans la régulation et le
contréle des événements cellulaires conduisanpeoldération, I'apoptose ou la migration.

Des travaux menés au sein de notre laboratoirgpenmis de mettre en évidence cette
entrée capacitive de calcium dans les cellules&ranses prostatiques humaines (Skryeta
al., 2000) et d’en identifier les acteurs moléculaifieéi®urakis et al, 2010, Vanden Abeele
et al, 2003b, Vanoverberghet al, 2004). Nous nous sommes donc interessés a ldatfin
potentielle de ces différents acteurs calciques des effets du BPA sur le développement
tumoral prostatique.

Dans le cadre de cette étude, nous avons montréap@chnique de migration en
chambres de Boyden qu'un prétraitement des celkd@séreuses prostatiques humaines
(LNCaP) au BPA (1-10 nM) provoquait leur migratidtar la technique d'imagerie calcique,
nous avons également démontré que ces prétraitermer®BPA induisaient une amplification
de l'influx calcique SOCE (Calcium Store-Operatealdim Entry) ou entrée capacitive dans
les cellules LNCaP. Les techniques de RT-PCR atvdstern blot nous ont ensuite permis
d'identifier les protéines de canaux ioniques réggilpar les prétraitements au BPA dont
notamment la protéine Orail, protéine connue pteru acteur important du SOCE dans de
nombreux systémes cellulaires, y compris les adla@ancéreuses prostatiques humaines. A
I'aide de siARN dirigés contre Orail, nous avon®pserver que cette protéine jouait un role
important dans I'amplification de l'influx calcigUOCE induite par le BPA. De maniére

intéressante, la migration cellulaire induite parBIPA des cellules cancéreuse prostatiques
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était supprimée lorsque l'entrée de calcium égdlite par l'utilisation d’inhibiteurs du
SOCE ou par chélation du calcium extracellulaires @sultats montrent que le BPA induit la
migration des cellules cancéreuses prostatiqueslgpamodulation de I'expression des
protéines des canaux ioniques impliquées dansdemapacitive de calcium, notamment le
canal Orail.

Ces travaux ont donc permis de mettre en évideng®uveau mécanisme moléculaire
impliqué dans les effets des facteurs environneawentavorisant la progression des cancer
prostatiques en absence d’androgenes. Ces donoggserent également la nécessité de
mesures préventives concernant les exposition agiedrs environnementaux chez les
patients atteints de cancers prostatiques. Ceitke &uggere également la possibilité d’utiliser
les canaux ioniques impligués dans linflux cal@g8OCE (Orail) en tant que cibles
thérapeutiques pour empécher la croissance et ksstases des cellules cancéreuses

prostatiques.
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ABSTRACT

Bisphenol A (BPA), the principal constituent of
reusable water bottles, metal cans, and plastic fdo
containers, was shown to be involved in human
prostate cancer cells proliferation. The aim of the
present study was to explore the effect of BPA orhé¢
migration of the PCa cells and the pathways involv
in these processes. Using transwell technique, we
clearly show for the first time that the pre-treatment
of the cells by BPA (1-10 nM) induces the migratiomf
human prostate cancer cells. By calcium imaging
technique, we show that BPA pre-treatment induces
an amplification of Store-Operated Calcium Entry
(SOCE) in LNCaP cells. RT-PCR and Western blot
experiments allowed to identify the ion channels
proteins up-regulated by BPA pre-treatments
including Orail protein known as an important actor
of SOCE in different cell systems including human
prostate cancer cells. Using siRNA strategy, we
observed that BPA-induced amplification of SOCE
was Orail-dependent. Interestingly, the BPA-induced
prostate cancer cell migration was suppressed when
the calcium entry was impaired by using the inhibibrs
of SOCE (SKF96365, BTP-2) or when the
extracellular calcium was chelated. Taken together,
the present work shows that BPA induces prostate
cancer cells migration via modulation of ion channis
protein expression involved in calcium entry and in
cancer cells migration. The present data provide ncel
insights into the molecular mechanisms involved ithe
effects of an environmental factor on cancer celland
suggest the necessity of preventive measures anch io
channels targeting for the treatment of prostate cacer
cells metastasis.

BACKGROUND

Prostate cancer is the most commonly diagnosed
malignancy in the Unites States and the secondngad
cause of cancer death in men. Early prostate cancer
require androgen to survive and proliferate; this
dependence is exploited in treatment for dissemdhat
disease where androgen ablation is in the firg bif
therapeutic intervention. Although these regimers a
initially effective, tumors ultimately recur due to
reactivation of androgen receptor (AR) signalling,
causing treatment failure and patient morbidityspite

the importance of understanding androgen actiahen
prostate, little is understood about the mechanisms
underlying androgen independence, and the means by
which the androgen requirement is bypassed in seldp
tumors. As such, identifying the factors affecting
androgen deprivation therapy efficacy is essertbal
improve the outcome of prostate cancer treatmedt an
thereby to increase patient survival.

Accruing evidence indicates that exposure to
environmental compounds, “endocrine disrupting
compounds”, or EDCs, may adversely impact human
health through multiple mechanisms including
alteration of hormone receptors function (Henleyl an
Korach, 2006, Welshonst al, 2003). In humans, a
putative link has been established between incdease
abundance of EDCs in the environment and rising
hormone-dependent cancer incidence (Huff et al61.99
Thus, recent investigations have placed particular
emphasis on delineating the consequence of EDC
exposure on different tissues including the repctivie
tissues.

One such environmental factor is bisphenol A (BRP&),
non-planer plasticizer leached in microgram questit
from polycarbonate plastics and epoxy resins intdf
and water supplies (Welshgnst al, 2003). Studies
showed that up to 95% of adults have detectable BPA

Key words: Environmental factors, Bisphenol A, cell
migration, Calcium signalling, ion channels, prostte
cancer.
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in their urine (Calafatet al, 2005), with adult serum
concentrations reported to range in
concentrations [reviewed by (Welshonst al, 2006).

Further, BPA has been shown to be involved in jptest
carcinogenesis. In recent studies in animals, Halet
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RESULTS

nanomolar

BPA increases the migration of prostate cancerscell
Previous works showed clearly that BPA induced cell
proliferation in androgen-dependent human prostate

(2006) showed that perinatal exposure to BPA at lowcancer cells (Wetherijllet al, 2005). In addition to cell

doses results in increased sensitivity to estroggrhe

growth, cancer metastasis is significantly involiad

male animal ages and an increased risk of devejopinthe progression of the disease and leading to death

prostate cancer (Hoet al, 2006). At environmentally
relevant levels (1nM), BPA has been also identifisda

Cancer cell migration and invasion play very impatt
roles in cancer metastasis. So, we further stuthed

mitogen for a subset of prostate cancer cell linegffects of BPA on migration and invasion as welttes

(Wetherill, et al, 2002, Wetherill et al, 2005, Wetherill

related calcium signalling in androgen-dependert an

et al, 2006) and has been shown to accelerated tumandependent human prostate cancer cells. Migration

growth after androgen ablation (Wetherdit al, 2006).
BPA was shown also to induce the growth and resista
to apoptosis of human breast cancer cells suggestat
hormone-dependent tissues are the target of
environment factor (LaPenseet al, 2010, Puppet al,
2012).

Another aspect of the evolution of the tumor cidlsheir
metastasis, specially the bone metastasis, ther roajse
of death from prostate cancer. Invasion of canedis c
into surrounding tissue and the vasculature is rétml

assay using transwell chambers showed that BPA at
low concentrations of 1 and 10 nM importantly
increased the migration of LNCaP cells with an

thacrease rate of 800% and 900%, respectively #fier

cells were treated for 48 h with BPA before perforgn
the migration assaysFig. 1A and 1B). We further
studied the mechanisms involved in the effects BAB
on prostate cancer cells.

Effects of BPA on calcium signalling in prostatecer

step in tumor metastasis, a very complicated psocesells

during which cancer cells go through a series epst (i)
cell dissociation from the primary tumor environrm€i)
cells migration to the adjacent tissues, (ii) eglhesion to
the endothelial surface, (iii) cell invasion thrbughe
endothelial surface, (iv) cell invasion
environment, and (v) cell proliferation.
environmental factors such as BPA could affectstdps
of the metastasis including the cell migration. Big data
on the effects of BPA on human cancer cells migrati
are missing.

Accumulating data show that cell proliferation, pfsis
and migration are paralleled by altered functiom/an
expression of ion channels involved in the signgllpf
those fundamental cellular mechanisms (Laeg al,
2005, Prevarskayat al, 2011). A ubiquitous Cainflux
pathway that is activated by intracellular *Castore
depletion is store-operated Laentry (SOCE) which is

Several studies showed that an increase in intcdael
calcium originated from extracellular sourggeatly
promotes the migration of cancer cells (Sajdetkal,
2009, Yanget al, 2009a). Yang and colleagues (2009)

into new showed clearly that store-operated calcium entry
The channels (Orail and STIM1) are essential for breast

tumor cell migrationin vitro and tumor metastasis in
mice. In this context, BPA could induce the aciwat
and/or over-expression of ion channels proteins
involved in calcium entry and thus favour the patet
cancer cells migrationFirst, we examined the direct
effects of BPA on the free cytosolic calcium
concentration. When different concentrations of BPA
were applied to LNCaP cells, an androgen-independen
prostate cancer cell lineFig. 2A) and LNCaP-C4.2
cells, a more invasive cell line derived from LNCaP
cells Fig. 3A), no significant modification of the basal

activated through a complex interplay between &' Cacalcium was observedWe further examined the

channel at the cell membrane, Orail, and & Gansor
localized to the endoplasmic reticulum, STIM1 (Garet

modification of the calcium signalling and remodwd|
of the expression of the ion channels in prostateer

and Machaca, 2012). Recently, a number of knowrells after a pre-treatment by BPA.

molecular players in cellular Ca2 homeostasis,uiticlg

To verify the possible modification of the calcium

Orail, STIM1 and transient receptor potential (TRP)signalling in BPA-treated cells, a test was used to

channels have been implicated in tumour cell mignat
and the metastatic cell phenotype (for reviege

compare the rate of calcium entry in control and in
BPA-treated cells as described in the followingisec

Prevarskaya et al., 2011). We previously showed tha
TRPC1, TRPV6 and Orail are the main actors of SOCEa’" entry, but not C& release, is increased in BPA-

in human prostate cancer cells LNCaP.

Here, for the first time, we investigated the impat
BPA on cell migration of the human prostate caroesis
and the mechanisms involved in these cells. Inldtter

treated LNCaP cells.

We previously showed that the application of tlerest
depleting SERCA inhibitor thapsigargin (TG) induees
calcium mobilization from intracellular stores amad

context, we studied the impact of BPA on calciumcalcium entry due to SOCE in human prostate cancer

signalling, on the expression of ion channels imgdlin

SOCE and cell migration of human prostate cancks ce The

in the absence of androgens.

cells (Lallet-Daheret al, 2009).

two phases of free intracellular calcium
concentration ([C4]i) changes were separated using a
Cd"* add-back protocol. Addition of the store-depleting
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SERCA inhibitor thapsigargin (TG, 200 nM) in nonliga  protein in 3 human prostate cancer tissues of gBdue
Cd*-free solution was followed by rapid, transientimmunofluorescence. As shown Kig. 4F, the Orail
increases in [C4];, as measured by calcium imaging immunostaining was observed in epithelial cellshef
(Fig. 2B). Subsequent addition of €ao the extracellular acini as well as in stromal cells suggesting a fole¢he
bath resulted in a rapid and sustained increasgtosolic  protein in both epithelial and stromal cells
Cd" due to SOCE. In these experiments, we observed thaompartments of the prostate cancer tissues.
when the cells were cultured in steroids-free medi@S-  Further experiments dealing with the modulation of
RPMI), the amplitude of the SOCE was significantlyother calcium channels and potassium channels
reduced (40 to 50%) compared to that developeclis ¢ potentially involved in SOCE LNCaP cells showed a
cultured in normal RPMI containing steroids (datat n clear modification of the expression in BPA-treated
shown). TG-mediated Gasignalling was then studied in cells. In the same manner, the expression of TRPV6
LNCaP treated with BPA for 24, and 48 h. At 24Hig(  calcium channel Kig. 5A) and those of BKCal and
2B), the amplitude of the &a entry (SOCE) was IKCal C&"-activated potassium channefsg. 5B) was
increased by 40+15 % compared to that developdlein clearly induced. The up-regulated potassium channel
cells cultured for the same periods in CS-RPMI alon (BKCa and IKCal), by hyperpolarizing the membrane
(CTL). These effects of BPA reached 100+14% when th potential, may be implicated in the BPA-induced
cells were pre-treated by BPA 1 nHig. 2C and ®) and  amplification of SOCE by favouring the driving ferc
10 nM (Fig. 2E and F) for 48 h. Similar amplifications for the calcium entry through Orail and TRPV6.
of the SOCE were observed for LNCaP-C4.2, a more
invasive cell line derived from LNCaP celkig. 3B and Involvement of Orail in BPA-induced modification of
3C). These observations suggest that BPA moduthtes calcium signalling
expression of the ion channels involved in the SOCE It has been previously shown that ?Canflux is
human prostate cancer cells. The identificatiorthefse  essential for the migration of various cell types,
ion channels could allow to draw the mechanism byncluding tumor cells (Komuro and Rakic, 1993, Mark
which BPA modulates these cancer cells migration. and Maxfield, 1990, Nishiyamat al, 2003, Yang and
Huang, 2005) In addition, recent data showed gfearl
BPA up-regulated ion channels expression in prestatthat Orail and STIM1, both of which involved in o
cancer cell lines operated calcium entry, are essential for tumot cel
Our previous studies showed that several iommbla migrationin vitro and tumor metastasis in mice (Yang
mainly the calcium channels (Orail/STIM1, TRPV6@an et al, 2009a). Thus, the BPA-induced up-regulation of
potassium channels (IKCal, BKCa) were involvedha t the Orail might be involved in the effects of the
generation of the SOCE in human prostate cancés celenvironmental factor on cell migration. In this oext,
(Flourakis et al, 2010, Lallet-Daheret al, 2009, Vanden we studied the involvement of the Orail proteirthia
Abeele et al, 2003a, Vanden Abeeleet al, 2003b). effects of BPA on calcium signalling in LNCaP cells
Further experiments explored thus the impact ofh48 The cells were treated with Orail targeting siRNA
exposure of the cells to BPA on the expressionhebd¢  (siOrail, 20 nM) for 48 h during the BPA treatmeots
calcium and potassium channels involved in SOCthat the cells and then calcium imaging experiments were
mRNA and protein level by RT-PCR and by westernperformed using the protocol describedFig. 2. As
blotting. As shown irFig. 3, the rate of Orail transcript shown Fig. 6A and B), the treatment of the cells by
(Fig.3A) and protein Fig. 3B) was significantly siOrail suppressed the BPA-induced SOCE
decreased when the cells were incubated in CS-RPMamplification by 60 to 80%. In these experiments t
suggesting that the expression of Orail is depéandken siOrail treatments of the cells without BPA treatise
the steroids. Interestingly, when the cells weeated by did not modify the amplitude of the calcium entryda
0.1 to 10 nM BPA, the rate of Orail protein wasatjye  the sSiTRPV6 treatments in the presence of BPA 1 and
increased at the mRNAFQ. 4A) and protein Kig. 4B) 10 nM failed to inhibit the BPA-induced amplificati
levels. As shown irFig. 4C, the expression of Orail is of the calcium entry induced by TG (data not shown)
induced by the activation of the Androgen Recefpr Taken together, these data suggest that the up-
DHT 1 nM and BPA mimiked these effects of DHT onregulation of Orail is involved in the amplificatiof
Orail expression suggesting that at least in phd, the calcium entry induced by BPA.
effects of Orail could be mediated by the activatibthe
AR by BPA. In these experiments, BPA failed to effe Involvement of calcium entry in BPA-induced cell
significantly the expression of the Orail partr@fIM1  migration
(Fig. 4D). The up-regulation of Orail protein by BPA is We showed that Orail protein was up-regulated under
confirmed by immunofluorescence studies performad oBPA treatments of the LNCaP cells and that Orai% wa
LNCaP cells. The incubation of the cells in CS-RPMI involved in the amplification of the calcium entiny
ST) decreased the expression of the Orail staaridghe these cells.To further investigate the correlation
1 nM BPA treatments of cells for 48 h induced aemse between C# influx and SOCE and cell migration
staining of Orail proteinFijg. 4E). As these experiments induced by BPA, we studied the effect of blockingf'C
of Orail proteins are performed on LNCaP prostaténflux on the cell migration in LNCaP cells. Using
cancer cell line, we studied the expression of Draitranswell migration assay, we observed that when th
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cells were incubated in calcium depleted medium bymigration by modulating the cell calcium signalling
addition of 1 mM EGTA (Calcium chelating agent) The concentrations used in these studies give ito th

reducing the extracellular free calcium to nominaDO

observation environmentally relevant.

nM, the BPA (10 nM)-induced migration of the LNCaP Invasion and metastasis are major factors underlyin

cells were completely inhibited=i{g. 7A and B). In the
same manner, to study the involvement of SOCE iABP
induced migration, cells were treated with an iitbibof
store-operated Ga entry (SKF96365, 20 uM) in the
presence of BPA (10 nM). As shownkig. 7A and 7B,
SKF96365 blocked the BPA-induced cell migratiorerat

cancer morbidity and mortality (Molloy and Van 't
Veer, 2008). Because of the widespread metastasis i
advanced cancer patients where a resistance isvelse
to conventional therapies, mortality rate remains
extremely high and warrants new strategies to vetes

in the metastatic cascade. Thus, by understandiag t

When the experiments were performed using a pyeazolmolecular events in the pathogenesis of prostateeca

derivative BTP2 (2 pM) known to inhibit calcium
channels involved in SOCE including Orail (Elgt al,

2010) Fig. 7B), the BPA-induced cell migration was help us to eliminate prostate cancer metastasis.

inhibited by 63+11%. These pharmacological inhitsto
data show that blocking €ainflux inhibits BPA-induced
migration of LNCaP cells, and that the store-opmtat

will offer improved diagnosis, prognosis, therapyda
prevention measures of the disease that will utiyga
A
common regulatory point in several signal transiduct
pathways is intracellular calcium homeostasis. One
approach could be to focus on the intracellular

Ca* entry channels including Orail are involved in thesignalling pathways underlying the metastatic pssce

effects of BPA in cell migration.

Several data showed clearly the involvement ofiaaic
entry in the cancer and non-cancer cells migration

BPA increases the migration of androgen-independeniBisaillon, et al, 2010, Lj et al, 2011, Schaffet al,

prostate cancer cells

2010, Yanget al, 2009a).

Previous studies reported by Wetherill et al. (3005In the present workywe clearly show for the first time
showed that low concentrations of BPA induced thehat pre-treatment of human prostate cancer cslls b

proliferation in AR-dependent cells but the envirantal
factor failed to affect growth of AR-negative, aoden-

environmentally relevant concentrations of BPA (L-1
nM) induces their migration F{g. 1). By calcium

independent prostate cancer cell lines (PC-3 and DUmaging technique, we show that BPA pre-treatment

145). In the present study, we examined the effeéts

induces an amplification of Store-Operated Calcium

BPA on the migration of the androgen-independengntry (SOCE) in LNCaP cellsF{g. 2). RT-PCR and

prostate cancer cell line PC-3. The cells were bated

Western blot experiments allowed us to identify ithe

for 48 h in CS-RPMI complemented or not by BPA atchannels proteins up-regulated by BPA pre-treatment

different concentrations. The cells were then waahd
using a sterile tip and incubated in the correspand

media for an additional 15 h before the microscopidncluding human prostate cancer

examinations of the wound healing of the cells shewn

including Orail protein known to constitute an
important actor of SOCE in different cell systems
cell&ig( 3).

Meanwhile, in our studies, we failed to observe any

in Fig. 8A, thesein vitro scratch tests of PC-3 cells direct effect of BPA on the rate of basal calciurg(

showed an increase in cell wound closure in respons
BPA, suggesting the induction of cell migration BRA
in androgen-independent prostate cancer cell IB8PIn

2) whereas in other cell systems, BPA or its dérrea
induced a calcium increase. In TM4 Sertoli cells, a
direct application of a derivative compound of BPA,

order to study the effects of BPA on Orail proteinTetrabromobisphenol A (TBBPA), a commonly used

expression, Western blot experiments were perforared
total proteins of the PC-3 cells treated for 48/BIPA at
different concentrations. As shown iRig. 8B, BPA

brominated flame retardant (BFR), induced an irsgea
in basal free calcium rate originated from interstares
(Ogunbayo et al, 2008). In pituitary tumor cells

induced a dose-dependent expression of Orail I8 PC{GH3/B6/F10 rat Somatomammotropes), Kochukov et

cells.

DISCUSSION
It has been suggested that the environment fackRk B
may play an important role in the initiation (Het al,
2006) and progression in of the prostate canceriand
hormonal therapy bypass (Wethergét al, 2005).At the
level of prostate cancer cells, BPA was able touded
androgen-independent tumor cell proliferation
reduced therapeutic efficacy

al (2009) showed that BPA at 1 nM concentration
induced a great increase in“ascillations frequency,
the activation of MAPK pathways (ERK1/2) and
subsequently a PRL release (Kochukev al, 2009).
Similar results were reported by Bulayeva et al0&)

and Wozniak et al., (2005) where the authors
demonstrated that the BPA-induced’Tinflux was
strictly dependent on membrane Estrogen Receptor

andmER-w) and mediated by L-type voltage-gated Ca
in xenograft modelschannels in pancreatfg cells (Bulayevaet al, 2005,

(Wetherill, et al, 2006). While these data point toward Wozniak et al, 2005). The LNCaP cells used in our

the potential for BPA to assist tumor cells in gsog
therapy, the molecular mechanisms of this procese w
not well known.

This report demonstrates for the first time that hoses

present work do not express L-type voltage-gated
C&*channels (non-excitable cells). This is probably th

reason why a direct application of BPA on LNCaP and
LNCaP C4.2 cells failed to induce a direct calcium

(1-10 nM) of the endocrine disruptor BPA induced ce response.
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In the present work, when the human prostate casellsr  C&* influx through the plasma membrane involving
were pre-treated by BPA (1-10 nM), an increaseQCE  Orai/STIM1 complex formation (Varnaet al, 2009).
and a remodelling of ion channels expression wafecent works elegantly demonstrated that STIM1,
observed. The alterations of the ion channels egpve  Orail, and SOCE play critical roles in the migratiuf
could be mediated by stimulation of a signal traméidn  a number of cell types in cancer and non-cancds cel
pathways leading to the activation of nuclear tcapson  (Bisaillon, et al, 2010, Lj et al, 2011). These
factors. Published data suggest several transductiombservations support our data where BPA, by up-
pathways activated by BPA. In prostate cancer cBPA  regulating the ion channels an increase in SOCE
was shown to be an agonist for mutant androgerptece developed by prostate cancer cells in responsactors
(AR-T877A) expressed in recurrent prostate cancepresentin serum.

(Wetherill, et al, 2002, Wetherill et al, 2005, Wetherill The BPA-induced cell migration was dependent on the
et al, 2006) and in LNCaP cell line used in our studiescalcium entry and the use of pharmacological tools
According to the authors, BPA induces cell proitesn  suggest the involvement of SOCE channels in the BPA
in cells expressing the mutated AR. The clinicaleffects on cell migration Hg. 7). Increase in
ramifications of BPA activating tumor-derived mutan cytoplasmic calcium induced by BPA may have several
ARs and inducing androgen-independent tumor celtypes of impacts to trigger the cell migration udihg
proliferation may be substantial, as BPA can reduc¢he induction of the up-regulation of their gened an
therapeutic efficacy in xenograft models (Wethegtlal, protein expression, their secretion and the adtizadf
2006). In our experiments, the DHT induced thethe enzymes such as metalloproteinases (MMP2,
expression of OrailHg. 4C) and BPA appears to mimic MMP9) involved in cell migration. The MMP proteins
these effects of canonical AR ligand (DHT). Howewdl  are clearly shown to be dependent to calcium feirth
the effects of BPA could not be mediated by theexpression (calcium/Calcineurin/NFAT) processing an
activation of AR. In a recent work, Hess-Wilsonatt activity (Collier, et al, 1988, Mukhopadhyayet al,
(2007) showed clearly that BPA and DHT elicitectidit 2004, Stetler-Stevenspn et al, 1989). These
transcriptional signatures in prostate cancer cell®bservations suggest that the increase in calciiny e
expressing the BPA-responsive mutant AR-T877A efven induced by BPA pre-treatment could favour all these
some common genes were activated by both DHT angrocesses leading to cell migration.

BPA in LNCaP cells (Hess-Wilsoret al, 2007). These For the first time, we show also the expressio@rHil
observations could explain the cell migration an@i© proteins in human prostate cancer tissiég. (4F). As
expression induced by BPA in an androgen-indepdndeshown, a strong immunostaining of Orail protein was
human prostate cancer cells PCF3g( 8) where the AR found in epithelial cells and also in stromal celibus,

is absent. BPA could thus activate other signathe stromal cells could also be influenced by BPA
transduction pathways than the AR activation touo®l impregnation. Given the importance of the epithaliu
the effects observed in our studies on androgenstroma (reactive stroma) interactions in the pregjmn
insensitive prostate cancer cells PC-3. In thistexin  of cancer, the potential effects of BPA on calcium
BPA was reported to induce the phosphorylation ofignalling and secretion of growth factors by thesks
extracellular signal-regulated kinase (ERK) aa#inN-  need further investigations.

terminal kinase (JNK), and nuclear translocation of

nuclear factor (NF)B, in mouse hippocampal HT-22 CONCLUSIONS

cells (Lee et al, 2008). Interestingly, functional N&B-

binding sites in promoter regions of STIM1 and Qrai BPA is consistently detected in almost all indivatiiin
were identified and the expression of the Oraikioah  developed nations (Welshgnst al, 2006), suggesting
channel was reported to be positively modulatedHgy that humans are exposed to BPA continuously. In
NF«B (Eylenstein et al, 2012). Subsequently, the store- addition, the rapid metabolic clearance of BPA #&ard
operated CH entry was similarly increased by detectable levels in human blood and urine sughest
overexpression of p65/p50 or p65/p52 and decrebged the intake of BPA may be higher than indicated by
treatment with NF¢B inhibitor Wogonin. BPA could thus diverse studies and that long-term daily intake heag
interfere with the growth factors signal transdoctito  to its bioaccumulation leading to adverse effeats o
activate PI3K/AKT pathway and induce the activat@in human health and on cancer progression. These
NF-kB transcription factor leading to up-regulationtbé  observations suggest that the BPA concentratioed us
ion channels expression including Orail. Severatkeso in the present study is achievable in humans. The
showed also the stimulation of the PKA/CREB pathsvay present data provide novel insights into the mdeecu
by nanomolar concentrations of BPA through themechanisms involved in the effects of environmental
activation of the mERx (Bouskine et al, 2009, Quesada factors which can promote the progression of theea

et al, 2002). But the involvement of this pathway in thein an androgen-independent manner, highlights the u
expression of the ion channels needs furtheof preventive measures and suggest potential
investigations. therapeutic opportunities targeting the ion chasnel
Receptor-mediated activation of phospholipases by involved in SOCE (Orail) as a target to prevent the
factors present in the serum leads tos-riediated prostate cancer cells growth and metastasis.

depletion of C& from the ER, which in turn stimulates
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METHODS analysis performed on acetone fixed cells. Celtsvgr
Chemicals and antibodies on glass cloverslips were incubated with PBS
Bisphenol A (BPA) was obtained from Sigma-Aldrich containing 0.2% BSA, 0.1% TritonX-100 and 5%
and dissolved in DMSO. Antibodies raised againshéw  donkey serum for 30 min at room temperature, ireord
ion channel proteins were obtained from commerciato block the non-specific bindings and to permézadil
sources as follows: Rabbit anti-Orail (ProSci Inc.)the cells. They were then incubated overnight & 4°
Rabbit anti-STIM1 (ProSci Inc.), Rabbit anti-TRPC1 with PBS/5% non-immunized serum containing a 1:50e
(Alomone Labs), Rabbit anti-TRPV6 (Santa Cruzdilution of the primary affinity-purified rabbit &n
Biotechnology) and Rabbit arfractin (Santa Cruz Orail polyclonal antibody. Cells were then washeéith w
Biotechnology) and horseradish peroxidase-conjuigatePBS and were incubated with the secondary Alexar flu

secondary antibodies (Santa Cruz Biotechnology). 488-labeled anti-rabbit 1gG (A-21206; Molecular
Probes; dilution 1:2000e) diluted in PBS for 1 maam
Cell Culture temperature. After rinsing three times in PBS, dlides

LNCaP, LNCaP-C4.2 and PC-3 prostate cancer caslin were mounted with Mowiol and the distribution okth
obtained from the American Type Culture Collectionlabelled proteins was analysed by confocal
(ATCC, Manassas, VA, USA), were cultured in RPMIimmunofluoresccence microscopy (Zeiss LSM 510;
1640 and serum as described by Gackidrd (Gackiere — acquisition parameters: objective 40x/1.3; thiclene$

et al, 2006). For BPA experiments, the cells were tgkate confocal slide, 1 pm).

Phenol red-free RPMI 1640 containing charcoal-pgp For immunofluorescence studies of Orail protein in
Foetal Calf Serum (FCS) (CS-RPMI). In order to dvoi human prostate cancer, tissues were obtained from
the interference of BPA added for our studies drabe consenting patients following the local ethical
leached from RPMI 1640 commercialized in considerations. The tissues were diagnosed as
polycarbonate bottles, the medium was preparedaissg cancerous or not by anatomopathological examingtion
bottles using RPMI 1640 powder commercialized byTissues were from patients prior to any anticancer
SIGMA (L'Isle d'Abeau, France) in ultrapure waterda therapy (chemotherapy, radiotherapy) and were
then filtered on 0.2 um filter (Thermo Scientifialdene  obtained following an office procedure, frozeniouid

Fontenay-sous-Bois France). nitrogen-cooled isopentane and kept in “Tissue-Tek®
at -80°C before 10 um cryosections were realized at
RT—PCR analysis of mRNA expression 20°C with a cryostat and mounted on glass slides.fo

Total RNA isolation and RT-PCR experiments wereimmunofluorescence studies. All experiments invodvi
performed as described earlier (Roudbarekial, 1999). patient tissues were carried out under approvalbeum

The PCR primers (Orail: 5- “CP 01/33", issued by the “Comité Consultatif de
CTTCTTCGACCTCGTCCTCCT-3 and 5'- Protection des Personnes dans la Recherche. The
CGTAAGGCCAAAGCATGGAA-3’; B-actin : 5- immunofluorescence experiments for the detection of
CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3' and 5- Orail on 7 um cryosections was realised following t

GTTGAAGGTCTCAAACATGATC-3' used in this study Same procedure as for the PCa cell lines usingQuaii
were designed on the basis of established GenBarkantibody and analysed by confocal microscopy.
sequences and synthesized by Invitrogen (CarlsBad,

USA). The amplified PCR products were of 406 and 21 Western Blot Assay

bp respectively. Cells cultured at 80% confluence were harvested and
total proteins extracted. 40 micrograms of eachpdam
siRNA transfections were analysed by SDS-PAGE on 10% acrylamide and

For siRNA experiments, equal numbers of cells ftben ~ processed for western-blotting using antibody as
same culture were seeded transfected overnight 2Gth described by (Vanoverberghet al, 2004) using BKca
nM of control SiRNA (targeting Luciferase mRNA) (Alomone, 1:500e), TRPV6 (Alomone, 1:500e), TRPC1
(Eurogentec, Belgium) or raised against Orail mRNA(Alomone, 1:500e), Orail (ProSci 1:500e), STIM1
(siOrail) (3-UGAGCAACGUGCACAAUCU (dTdT)-  (ProSci, 1:500e), IKCal (Santa Cruz, 1:200€gstern

3) using Hyperfect transfection reagent (Qiagen,Inc. blotting ~ was  performed  with  the  ECL
Courtaboeuf, France) in CS-RPMI containing 10% SVFchemiluminescence kit  (Millipore).  Quantitative
according to the manufacturer's instructions. Mediu e€valuation of protein expression was analyzed by
was changed after 24 h and cells were incubatedx for ImageJ software.

further 48h with or without BPA before performing

calcium imaging experiments. We previously showed t [Ca™]; Measurements

efficiency of the siOrail used in the present stady Cells were grown on glass coverslips for {Ga
down-regulate the expression of the Orail protein i imaging experiment and, before each experiment, the

LNCaP cells (Flourakiset al, 2010). cells were loaded with Fura-2 by addingui®! Fura-2
AM (Fura-2 Acetoxymethyl esther) (Calbiochem,
Orail immunofluorescence studies Meudon , France) in the culture medium for 45 ntin a

The protein expression studies of the ion channefsCa  37°C. After incubation, cells were washed threeem
cells was determined by indirect immunofluorecencén HBSS (Hanks Balanced Salt Solution; 142 mM
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NaCl, 5.6 mM KCI, 1 mM MgGl, 2 mM CaCJ, 340uM FUNDING

NaPQO,, 440 uM KH,PQ, 10 mM Hepes, 5.6 mM This work was supported by grants from Région Nord
glucose and buffered to pH 7.4). When a®'dme Pas-de-Calais, INSERM, the Ministére de I'Education
medium was required, Callas omitted and replaced by Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la
equimolar MgCJ. The fluorescent intensity of Fura-2 in Recherche, La Ligue Nationale Contre le Cancer. S.
each cell was monitored and recorded at 340 anch880 Derouiche was supported by the Région Nord Pas-de-
To represent the variation of the intracellulaefaalcium  Calais and Association pour la Recherche sur les
concentration, eitherthe fluorescence intensity ratio Tumeurs de la Prostate (ARTP). The funders had no
represented by F340/F380 was used as an indicétor mle in study design, data collection and analysis,
changes in cytosolic Ca2+ concentration or a caiibn  decision to publish, or preparation of the manyscri

is used to represent the variations in concentiat{oM).

All measurements shown are averages of 35-45 cel&CKNOWLEDGEMENTS

from a minimum of four experiments on differentIcel We would like to thank Mrs Elodie Richard for the
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microscopy and Michele Masurelle for assistancthén
Cell migration assays preparation of the manuscript.

Cell migration assays were performed in duplicate i

modified Boyden chambers consisting in countingscel REFERENCES

migrating through a porous membrane containing 8 pm

pores (BD Biosciences, Oxford Science Park, OxfordBisaillon JM, Motiani RK, Gonzalez-Cobos JC, Potier

UK). After trypsinisation, cells in suspension (11€°) M, Halligan KE, Alzawahra WF, Barroso M,
were loaded in the upper chamber in phenol-red RPMI Singer HA, Jourd'heuil D & Trebak M (2010)
without FCS. The lower chamber contained RPMI and Essential role for STIM1/Orail-mediated
10% charcoal-stripped (CS)-FCS (CS-RPMI). The upper calcium influx in PDGF-induced smooth
and lower chambers contained the same concentration muscle migration. Am J Physiol Cell Physiol
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. BPA induces prostate cancer cells
migration. Cell migration was measured via the
Transwell chamber assayA) Following the BPA
treatments for 48 h, LNCaP cells were trypsinizad a
equal number of live cells were plated into insasl
allowed to migrate for 24 h. Cells in the inserbrfn
migrated cells) were eliminated by scrapping and
migrated cells were fixed and nuclei were staingd b
Hoechst 33342 dye (Blue) and examined under
fluorescence microscopy. At least ten differentde
per condition were examined and cells counted.
Experiments were performed in duplicate and repkeate
at least twice. (B) Mean data for number of cells
migrating in Boyden chambers (‘migrated’) in cotro
(CTL) conditions where cells were incubated in CS-
RPMI alone or with different concentrations of BPA.

* P < 0.001 relative to CTL condition.

Figure 2. Effects of BPA on basal calcium and Store
operated C&* Entry (SOCE) in LNCaP cells. (A)
Cells grown on glass coverslips and cultured in
complete medium and then direct effects of BPA at
different concentrations on [€% were studied by
calcium imaging. B, C, E) Cells grown on glass
coverslips and cultured in CS-RPMI alone (CTL) or
containing BPA at 1 or 10 nM BPA for 24 h (B) or B8
(C, E) and then processed by calcium imaging to
estimate the amplitude of SOCE. For?Ceecording,
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cells were treated with 200 nM thapsigargin (TGLa&"-  shown the fold variation of the Orail and STIM1
free bath soluton (0 G§ and exposed to 2 mM proteins in different samples normalized fsactin
extracellular C& (2C&") as indicated. Each experiment expression. E), Immunofluorescence studies of the
was repeated at least 3 times in duplicate in iffecell  effects of BPA on the expression of Orail in LNCaP.
cultures on a field of 25-40 cells and represergati Cells were cultured for 48 h in the complete medium
experiments performed on 50-80 cells as meant®e atontaining steroids (CTL +ST) or in the same medium
presented. A quantification of the SOCE for eachwithout steroids (CS-RPMI, CTL -ST) or in CS-RPMI
experiment is presented in (D) and (E) (meants=b0—  containing 1 nM BPA.FK), Expression of Orail protein
80 cells), *P<0.01. The TG application is shownaosow  in human prostate cancer tissue. Prostate carssreti
and extracellular C4 increase from 0 (0 ¢ to 2 mM  Cryosections were processed by Immunofluorescence
(2 C&") are marked by horizontal bars. for the detection of Orail5, StromaA, Acinus.

Figure 3. Effects of BPA on basal calcium and Store Figure 5. Effects of BPA on the ion channels
operated C&* Entry (SOCE) in LNCaP C4.2 cells (A) proteins expression in LNCaP cells Following the
Cells were grown on glass coverslips and cultured i BPA treatments for 48 h, total proteins were exedc
complete medium and then direct effects of BPA at@nd 10 pg proteins were analysed on 10% acrylamide
different concentrations on [€% were studied by gel (SDS-PAGE), transferred on PVDF membranes.
calcium imaging. B) Cells grown on glass coverslips and Immunoblots were then performed as described in
cultured in CS-RPMI alone (CTL) or containing BPAla Methodsfor the detection of TRPV6 (A), BKCa and
nM BPA for 48h and then processed by calcium imggin IKCal (B). B-actin expression was used for the loading
to estimate the amplitude of SOCE. ForCmecording, control of the samples. Experiments were perforated
cells were treated with 200 nM thapsigargin (TGE -  least two times in two independent cell culturesl an
free bath solution (0 C§ and exposed to 2 mM representative figures are presented. Under thel pgn
extracellular C& (2 C&") as indicated. Each experiment shown the fold variation of the proteins in diffete
was repeated at least 3 times in duplicate in iiffecell  samples normalized @-actin expression.
cultures on a field of 25-40 cells and represerdati
experiments performed on 50-80 cells as meant®e arigure 6. Effect of Orail knock down on Cd" entry
presented. A quantification of the SOCE for eachinduced by BPA treatments in LNCaPcells. (A, B)
experiment is presented in (D) and (E) (mean+s®0—-  Fourty-eight hours prior to recording €asignals by
80 cells), *P<0.01. The TG application is shownassow  calcium imaging, LNCaP cells were divided into pair
and extracellular Ca2+ increase from 0 (Ft 2 MM groups and transfected with control siRNA (siCTl) o
(2 C&") are marked by horizontal bars. The graphssiOrail in the presence of BPA 1 and 10 nM. Fof' Ca
represent the mean peak amplitudes of calciumecording, cells were treated with 200 nM thapsjgar
mobilization and SOCE +S.E. of at least three(TG) in Cd&'-free bath solution (0 G§ and exposed to
independent experiments and are expressed as themM extracellular C4 (2 Cd") as indicated. Each
percentage above control value. experiment was repeated at least 3 times in duplica
different cell cultures on a field of 25-40 cellada
Figure 4. Effects of BPA on Orail and STIM1 representative experiments performed on 50-80 aslls
expression in prostate cancer cell§A), Total RNA was meanzs.e are presented. A quantification of the BOC
extracted and semi-quantitative RT-PCR experimentfor each experiment is presented in (B) and (C)
performed to study the expression of Orail (406 bpjmeanzs.e., n=50-80 cells), *P<0.001. The TG
mRNA using specific primerg3-actin mRNA expression application is shown by arrow and extracellular'Ca
(212 bp) was used as an internal standard. PCRe weihcrease from 0 (0 G§ to 2 mM (2 C&") are marked
carried out as described Methodsusing 40 ng ARN by horizontal bars.
equivalent cDNA from CTL and treated samples. H20
and samples without reverse transcriptase (not show Figure 7. BPA-induced SOCE is involved in prostate
were used as negative controls. Amplified fragmevdee  cancer cells migration.
resolved on 1.5% agarose gel by electrophoresis ar@ell migration was measured via the Transwell
visualized by EtBr staining.M, 1-kb DNA ladder, a chamber assay.Aj Following the 10 nM BPA
molecular weight markerB( C, D), Effects of BPA on treatment for 48 h, LNCaP cells were trypsinized an
the ion channels proteins expression in LNCaP .cellsequal number of live cells were plated into inseantsl
Following the BPA treatments for 48 h, total pragi allowed to migrate for 24h in the presence or absei
were extracted and 10 pg proteins were analyselDéfh BPA 10 nM with or without the presence of a Ca2+
acrylamide gel (SDS-PAGE), transferred on PVDFchelator EGTA (1 mM) or the SOCE inhibitors (SKF,
membranes. Immunoblots were then performed ag0 uM; BTP-2, 2 uM). Cells in the insert (non migah
described inMethods for the detection of Orail and cells) were then eliminated by scrapping and mégtat
STIM1. B-actin expression was used for the loadingcells were fixed and nuclei were stained by Hoechst
control of the samples. Experiments were performed 33342 dye (Blue) and examined under fluorescence
least two times in two independent cell culturesi an microscopy. At least ten different fields per cdiufi
representative figures are presented. Under thelgan were examined and cells counted. Experiments were
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performed in duplicate and repeated at least twiB¢. media for an additional 15 h before the microscopic
Mean data for number of cells migrating in Boydenexaminations of the wound healing of the cells. Wbu
chambers (‘migrated’) in control (CTL) conditiond@re  healing was examined at 1 and 15 h post-introdngaifo
cells were incubated in CS-RPMI alone or with digfg  scratch in at least 3 different previously ideetifi(Blue
concentrations of BPA in the presence or absendbeof line) fields per scratch and representative figuias
EGTA or SOCE inhibitors. *P < 0.001 relative to CTL each condition is presented her®) (Western blot
condition; ** P < 0.001 BPA 10 nMersusBPA 10 nM +  analysis of whole cell lysate proteins of OrailR@-3
inhibitors cells treated with BPA at different concentratiombe
figure is a representative experiment showing the
Figure 8. BPA induces the cell migration of androgen- variation of Orail protein under BPA treatmengs.
independent prostate cancer cells(A) Cell migration actin is used as a sample loading control. Under th
was studied via thim vitro wound healing assay. The PC- panel is shown the fold variation of the Orail piotin
3 cells grown to confluent monolayers were incuddte  different samples normalized tB-actin expression.
48 h in CS-RPMI complemented or not by BPA atResults shown are representative of at least three
different concentrations. The cells were then waehd independent experiments.
using a sterile tip and incubated in the correspand
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Article 2

Triclosan induces calcium signalling and prevents@optosis in human prostate
cancer cells

Sandra Derouiche Marine Warnier, Pascal Mariot, Pierre GosBegitte Mauroy, Jean-Louis
Bonnal, Christian Slomianny, Philippe Delcourt, &l& Prevarskaya and Morad Roudbaraki.

(Soumis Environmental Health Perspectiyes

Nous venons de montrer I'impact du BPA sur le dgwpément tumoral prostatigwéa une
perturbation de I'homéostasie calcique dans ledulesl cancéreuses prostatiques. D’autres
perturbateurs endocriniens seraient susceptibleglwncer la cancérogénése et la progression
tumorale de la prostateia ce mécanisme. Nous nous sommes intéressés a treectasse de
perturbateurs endocriniens, les antimicrobiensld@san (TCS) et Triclocarban (TCC), pour laquelle
il avait déja été mis en évidence un impact swidaalisation calcique de différents types celhalsi
(Ahn, et al, 2008, Cherednichenket al, 2012, Tamurgaet al, 2011).

Par des études d’'imagerie calcique, nous avonsrenqoe le TCC ne modifiait pas le taux de
calcium intracellulaire basal alors que le TCS (10uM) induisait une mobilisation du calcium a
partir des stocks intracellulaivéa I'activation des canaux ioniques RyR. Dans le eadr 'étude de
I'impact de cette signalisation calcique induite [ETCS sur la croissance cellulaire et I'apoptose
nous avons observé que les effets du TCS étaientrgmagnés d'une diminution de la prolifération
cellulaire et d’'une inhibition de l'apoptose induipar la thapsigargine (TG) dans les cellules
androgéno-dépendantes LNCaP. Nous nous sommes idi@nessés a I'étude des mécanismes
impliqués dans cette inhibition par le TCS de l'pjose induite par la TG. Il a été démontré que la
TG induit 'apoptose par une augmentation déd*@atracellulaire suite & une mobilisation des stock
intracellulaires et une entrée de calcium (SOCBudNavons donc étudié I'impact du TCS sur ces
deux phénomenes. Ces études ont permis de mettévidence que le TCS inhibait de fagon
importante I'entrée de calcium SOCE induite paf & Les résultats obtenus montrent clairement
que cette inhibition du SOCE est due a l'inhibitala translocation de STIM1, induite par le TCS,
empéchant ainsi la formation du complexe STIM1/Oranpliqué dans l'entrée calcique. Les
données bibliographiques suggerent une implicatigportante des protéines Kinases C et A (PKC,
PKA), des voies MAP Kinases et des tyrosine kinalsess les interactions STIM1/Orail. Il est donc
possible que le TCS active I'une ou plusieurs de eszymes pour aboutir a I'absence de la
translocation de STIM1 et l'inibition du SOCE intlpiar la TG. Dans ce travail, nous avons vérifié
I'implication des PK@, PKOB et PKA dans ce phénomeéne. Nos résulatats sugggreres PKA ne
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sont pas impliquées alors que les PKC semblent joneble trés important I'inhibition par le TCS
de I'entrée SOCE induite par la TG.

Ces résultats mettent en évidence un nouveau nséoande perturbateur endocrinien
favorisant la progression tumorale prostatiquselpourrait que les effets du TCS, combinés a ceux
du BPA, soient a l'origine des échappements thétapees et contribuent au développement des

formes plus agressives du cancer de la prostate.
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Conclusions
ABSTRACT The antimicrobial TCS induced a basal cell calcium
Background increase by activating RyR ion channels, a modutatif

Concerns have been raised about the biological arithe ion channels protein expression and localinatind
toxicologic effects of the antimicrobial triclos§RCS) in  resistance to apoptosis probably by the activadidpKC.
personal care products. Few studies have evaluhtd
biological activities of TCS in mammalian cellsaesess Keywords: Triclosan (TCS)Prostate cancer, Ryanodine
its potential for adverse effects. Receptor (RyR)Qrail, STIM1, lon channels, Apoptosis
Objectives
In this study, we assessed the impact of TCS ariwcal  Introduction
signalling, proliferation and apoptosis of humaogtate Prostate cancer is the most commonly diagnosed
cancer cells. malignancy and the second leading cause of camaehsl
Materials and methods in men in Western industrialized countries. To date
We studied the effects of TCS on calcium signallbyg therapy exists that surpasses androgen withdrawahén
calcium imaging technique using Fura-2/AM calcium with advanced disease, with symptomatic and/orativie
probe, on prostate cancer cell proliferation by MTTresponse in-80% of patients. However, progression to
technique and on apoptosis by nuclear Hoechst 3334@ndrogen independence ultimately occurs in nedrlgfa
staining and by DNA laddering techniques. Westdaot b these cases (Denis and Murphy, 1993). Several bdndr
and immunostaining techniques were used to study thclinical studies using traditional cytotoxic
effects of TCS on the expression and on sub-cellulachemotherapeutic agents document objective response
localization of the ion channels. rates of <10% and no improved survival rates (Od an
Results Kantoff, 1998). Accordingly, progression to androge
The antimicrobial TCS (1-1@M) induced a calcium independence remains the main obstacle to impravieg
mobilization from internal stores by activationR§R ion  survival and quality of life in patients with advau
channels. These effects TCS were accompanied by disease, emphasizing the need for novel therapeutic
decrease in cell proliferation and inhibition of strategies that target the molecular mechanismhef t
thapsigargin (TG)-induced apoptosis. We showed thaandrogen- and chemoresistant phenotype of prostate
TCS inhibits the translocation of STIM1 protein aih@  cancer. As such, identifying the factors affectimgirogen
activation of Orail plasma membrane channel leathng deprivation therapy efficacy is essential to imgrahe
the inhibition of TG-induced Store-Operated Calciumoutcome of prostate cancer treatment and thereby to
Entry (SOCE) and apoptosis. Our data suggest tat t increase patient survival. In this context, recefata
Proteins Kinases C (PKC), probably activated by TCSsuggest that the environmental factors may imphet t
induced internal calcium mobilization, is involvadthe  carcinogenesis by inducing the proliferation of gtate
latter inhibitory actions of TCS in human prostagsmcer and breast cancer cells (LaPenseieal, 2010, Puppet
cells. al.,, 2012, Wetherill et al, 2002, Wetherill et al, 2005,
Wetherill, et al, 2006) and resistance to apoptosis by
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antagonizing the cytotoxicity of multiple channels have been implicated in tumour cell
chemotherapeutic agents (LaPenstal, 2010). proliferation, cell migration and apoptosis (foriew see
Triclosan  (TCS; 2,4/4richloro-2-hydroxydiphenyl Prevarskaya et al. 2011). We previously showed that
ether; a chlorophenol) is an antimicrobial andTRPC1, TRPV6 and Orail/STIM1 are the main actors of
preservative agent commonly used in personal car80OCE in human prostate cancer cells LNCaP. An effec
products such as soaps, shampoos, detergenthe environmental factors on expression and/or
disinfectants, cosmetics and pharmaceutical preductunctionality of these calcium signalling actorsprostate
(Cabana et al, 2007, Darbre, 2006, Lakeranet al, cancer tissue could impact the evolution of the
2007). The continuous use of these chemicals segult carcinogenesis and the efficiency of the chemopiiesa

their accumulation at detectable concentrationshiwit In the present work, for the first time we inveatied the
different parts of our body like blood, milk, andrious impact of TCS on calcium signalling, cell proliféca
organs and tissues (Darbre, 2006, Dayan, 2007,léteid and apoptosis in human prostate cancer cells aad th
et al, 2006, Nakadgaet al, 2006). TCS has been reported mechanisms involved in the effects of the environtale

to be absorbed mainly by either across the skthrough  factor in these cells.

the gastrointestinal tract (Dayan, 2007). Considgthis

systemic exposure, TCS was detected in human plasmETHODS

(at concentration of 1-10 uM) and the daily expesby ~ Chemicals and antibodies

TCS of breast tissue was estimated to be of 5.5 A, Triclosan (Irgasan), Triclocarban and BisphenolB®A)

et al, 2008, Kumay et al, 2009). It was shown that at were obtained from Sigma-Aldrich (L'Isle d'Abeau,
such levels, TCS was able to modulate the growth oFrance) and dissolved in DMSO as stock solutions.
mammary cancer cells (Geet al, 2008). In the other Ryanodine, 4-Chloro-m-Cresol (4CmC)g-ghorbol 12-
hand, studies have documented that triclosan dsrupmyristate 13-aceta (PMA), Dentrolene were from Tcr
thyroid systems in rats and frogs (Croftat al, 2007, (Tocris bioscience, france). Antibodies raised agai
Veldhoen et al, 2006, Zorrilla et al, 2009). Recent data human ion channel proteins were obtained from
showed that TCS exerts its effectgia several commercial sources as follows: Rabbit anti-Or@toSci
mechanismsin vitro evidences suggest that triclosan mayinc.), Rabbit anti-STIM1 (ProSci Inc.), Rabbit anti-
be an antagonist (Ahret al, 2008, Geget al, 2008) or TRPC1 (Alomone Labs), Rabbit anti-TRPV8&anta Cruz
weak agonist (Houtmanet al, 2004) of the estrogen Biotechnology, Rabbit anti-BKca (Alomone Labs),
receptor and/or a weak antagonist of the androgeRabbit anti-IKcal $anta Cruz Biotechnologjy Rabbit
receptor (Chenet al, 2007). TCS was also shown to anti-RyR1 (Alomone Labs), Rabbit anti-RyR2 (Alomone
modulate the activity of an adenylyl cyclase enzymelabs) and Rabbit anti~actin Santa Cruz Biotechnoloyy
(Kumar, et al, 2008) and recently, the effects of TCS onand  horseradish peroxidase-conjugated secondary
cell calcium signalling were reported (Ahet al, 2008, antibodies (Santa Cri&otechnology).

Cherednichenkoet al, 2012). Taken together, these data

demonstrate that some widely used antimicrobialCell Culture

compounds like TCS have different effects accordmmg LNCaP and PC-3 prostate cancer cell lines, obtafreed

the considered cell systems and warrant thus furthehe American Type Culture Collection (ATCC, Manassa
investigations to understand their impact on humanVA, USA), and were routinely maintained in RPMI 164

health. medium (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) supplemented
It is now well established that a variation in f3a with 10% fetal calf serum (FCS), penicillin/streptycin
triggers diverse cellular functions (Campaneka al, (5 mg/ml), and L-glutamine (200 mM) as described by

2004, Franks and Sejnowski, 2002, Gilt al, 1996, Gackiére et al (Gackiere et al, 2006). For TCS
Lynch and Michalak, 2002, Macrez and Mironneau,£00 pretreatment experiments, the cells were cultungdR M|
Shuttleworth, 1997). Of cellular Ca2+ functions,eth 1640 containing 2% Foetal Calf Serum (FCS) (RPMI) i
oscillations of [C&]; (the C& oscillation) activate the presence or absence of TCS at indicated
several transcription factors for gene expressiorconcentrations in Results sections.

(Dolmetsch et al, 1998, Lewis, 2003, Liet al, 1998).

Accumulating data show that cell proliferation, naiion  Tissue specimens and primary cell cultures

and apoptosis are paralleled by altered functiod/aan Human PCa tissues were obtained from consenting
expression of ion channels involved in the signglldof  patients following the local ethical considerati@sSaint-
those fundamental cellular mechanisms (Laeg al, Philibert Hospital (Lille, France). All experiments
2005, Prevarskayat al, 2011). A ubiquitous Ca influx involving patient tissues were carried out undegurapal
pathway that is activated by intracellular ‘Castore  number ‘CP 01/33’, issued by the ‘Comité Consuitaé
depletion is store-operated Cantry (SOCE) which is Protection des Personnes dans la Recherche Bioateédic
activated through a complex interplay between & Cade Lille’. A portion of prostate tissue suspiciofisr
channel at the cell membrane, Orail, and & Gansor carcinoma was incised, and one-half of the sliéssue
localized to the endoplasmic reticulum, STIM1 (Gatet  was submitted for immediate microscopic examinatan
and Machaca, 2012). Recently, a number of knowrtryostat sections. After establishment of the diesig of
molecular players in cellular Ca? homeostasis,uiicly = adenocarcinoma, the remaining half of the tissug wged
Orail, STIM1 and transient receptor potential (TRP)for primary culture. The tissue was cut into muéip
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minute cubicles, placed on a plastic surface, and/g in

keratinocyte medium supplemented with 50 mg/ml bevi Western Blot Assay

pituitary extract, 5 ng/ml epidermal growth fac{®GF), Cells cultured at 80% confluence were harvestedtaiad
100 mg/ml streptomycin, and 100 U/ml penicillin f@i  proteins extracted. 40 micrograms of each sample we
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) and 2% FCS foanalysed by SDS-PAGE on 10% acrylamide and
the epithelial cells growth. As soon as outgrowihrsned  processed for western-blotting using antibody axdleed
around the tissue fragments, cells were trypsinized by (Vanoverbergheet al, 2004) using BKca (Alomone,
cultured on glass coverslips for calcium imagingd an 1:500e), TRPV6 (Alomone, 1:500e), TRPC1 (Alomone,
immunofluorescence studies and in Petri dishesisitg  1:500e), Orail (ProSci 1:500e), STIM1 (ProSci, D&

in electrophysiology, RT-PCR and western blotlIKCal (Santa Cruz, 1:200e)Western blotting was

experiments. performed with the ECL chemiluminescence kit
(Millipore). Quantitative evaluation of protein engssion
RT—PCR analysis of mRNA expression was analyzed by ImageJ software.

Total RNA isolation and RT-PCR experiments were
performed as described earlier (Roudbarekial, 1999).  [Ca®]; Measurements

The PCR primers (RyR1: 5- Cells were grown on glass coverslips for {iaimaging
GTCTGATCATCGACGCTTTT-3 and 5’- experiment and, before each experiment, the cefleew
TGGGAAGAAATCCCAACATC-35 RyR2: 5-  loaded with Fura-2 by adding @M Fura-2 AM (Fura-2
ACATCTTTGGCCTGGATCTG-3 and 5'-  Acetoxymethyl esther) (Calbiochem, Meudon , Frarnge)
GGCTTGTCACTTTGGCATTT -3'; [J-actin : 5-  the culture medium for 45 min at 37°C. After inctiba,
CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3 and 5'- cells were washed three times in HBSS (Hanks Bathnc

GTTGAAGGTCTCAAACATGATC-3' used in this study Salt Solution; 142 mM NacCl, 5.6 mM KCI, 1 mM Mggl
were designed on the basis of established GenBarkkmM CaC}, 340uM Na,PQ,, 440uM KH,PQ,, 10 mM
sequences and synthesized by Eurogentec (Liegacgcie Hepes, 5.6 mM glucose and buffered to pH 7.4). Wénen
Park Belgium). The amplified PCR products were of 269,C& *-free medium was required, CaGkas omitted and

507, and 212 bp respectively. replaced by equimolar Mg&IThe fluorescent intensity of
Fura-2 in each cell was monitored and recordedi@tadd
Immunofluorescence studies 380 nm.To represent the variation of the intracellulaefre

The protein expression studies of the Orail and thealcium concentration, eithahe fluorescence intensity
STIM1 partner in LNCaP PCa cells was determined byatio represented by F340/F380 was used as anaiodic
indirect immunofluorescence analysis performed orof changes in cytosolic Ca2+ concentration or a
acetone fixed cells and . Cells grown on glass gbps  calibration is used to represent the variations in
were incubated with PBS containing 0.2% BSA, 0.1%concentrations (nM). All measurements shown are
TritonX-100 and 5% donkey serum for 30 min at roomaverages of 35-45 cells from a minimum of four
temperature, in order to block the non-specificdbigs  experiments on different cell cultures.
and to permeabilize the cells. They were then inted
overnight at 4°C with PBS/5% non-immunized serumCell proliferation assays
containing a 1:50e dilution of the primary affinjpyrified  Prostate cancer epithelial cells were seede®6Grwell
rabbit anti-Orail polyclonal antibody. Cells wereen  plates (3000 cells/well) and cultured in RPMI/10% 3~
washed with PBS and were incubated with the seggndafor 24h. The medium was then replaced by 200 ul of
Alexa fluor 488-labeled anti-rabbit 1gG (A-21206; RPMI/2% FCSmedium alone (CTL) or with TCS and
Molecular Probes; dilution 1:2000e€) diluted in P81  incubated for 4 daysCell growth was then determined
h at room temperature. After rinsing three time$BS, using 3-(4,5dimethylythiazol-2-yl)-2,5-
the slides were mounted with Mowiol and the distlibn  diphenyltetrazolium bromide (MTT; Sigma) as predyu
of the labelled proteins was analysed by confocatlescribed (Lallet-Daheet al, 2009).
immunofluorescence microscopy (Zeiss LSM 510;
acquisition parameters: objective 40x/1.3; thickn@d  Apoptosis Assays
confocal slide, 1 pm). For Hoechst staining of cell nuclei, treated antreated
For immunofluorescence studies of RyR1 and RyRzZells were harvested by trypsinization for 2 mimmbined
proteins in human prostate cancer, we used formaliwith the floating cell population, pelleted by
fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissues from cotisgn centrifugation at 1000 rpm for 5 min, washed withmi
patients following the local ethical consideratioas PBS, and attached on glass slides by Cytospiniaed in
described above. The tissues were diagnosed asroaisc  70% methanol at —20°C for 15 min. The cells werenth
or not by anatomo-pathological examinations. Tissuestained for nuclei with Hoechst 33342 dye (4 ug/mL)
were from patients prior to any anticancer therapyblue fluorescent) for 15 min at room temperaturehie
(chemotherapy, radiotherapy) and immunofluorescencdark, mounted with mowiol and examined by fluoresee
experiments were performed as previously describechicroscopy by counting the apoptotic and non-apapt
(Lallet-Daher et al, 2009) and analysed by confocal cell nuclei in 10 randomly chosen fields. The resaire
microscopy. presented as a percentage of control (CTL) whells ce
were incubated in RPMI/2%FCS culture medium alone o

139
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

in the presence of TCS at different concentratmm$CS  involved in triclosan signaling in these cells, wsed

in combination by Thapsigargin (TG). Ryanodine at high concentrations (10-20 pM) whish i
For DNA fragmentation analysis, treated and unateéd known to inhibit RyRs. In the presence of the ny@ine
LNCaP cells grown in 6-cm tissue culture dishesewer (20 pM) in C&'-free medium, TCS failed to induce a
harvested in cold PBS by gently scraping the adfishe  calcium response (Fig. 1C), suggesting that trahosould
plate and brief centrifugation. The cell pellet wasmobilize C&" from endoplasmic reticulum via one of the
resuspended in 500 ul lysis buffer (0.5% Triton0G,l5 Ryanodine Receptors in LNCaP cells.

mMTris, pH 8.0, 20 mM EDTA, 20mM EGTA), and the In the same manner, the TCS elicited a dose depénde
lysate was treated with 400 pg/ml proteinase K ginlk  response in PC3 cells blocked by Ryanodine (20 pM)
overnight at 37°C and then with DNase-free RNase asuggesting the involvement of RyR in TCS-induced
37°C for 1 hr A phenol:chloroform:isoamyl alcohol calcium response in these androgen-independens cell
(25:24:1) extraction was then performed and the DNAdata not shown). The effects of TCS were also
fraction was precipitated with EtOH at -20°C oveimi  investigated on the prostate cancer primary culture
and resuspended in TE-buffer, pH 8. Approximately 1 epithelial cells (hPEC). As shown in Fig. 1D, TCS
g DNA was loaded in each well and run on a 1%a@gar induced a mobilization of calcium from internal r&s, an

gel containing Ethydium bromide (0,5 pg/ml) at M€or effect inhibited by Dantrolene (10 uM), an inhilsitof

1 hr. The fragmented DNA was then visualized undér RyR1 and the RyR3, but not the RyR2 channels (Zbto

transillumination. al., 2001).
These effects of TCS seem to be dependent of its
Statistical analysis molecular structure as the structural analogue@®,Tthe

Plots were produced using Origin 5.0 (Microcal Triclocarban (TCC) and another environmental factor

Software, Inc., Northampton, MA). Results are expeel ~ Bisphenol A (BPA), were ineffective to induce aaiam

as mean * S.E. Statistical analysis was perfornsg#agu increase in LNCaP cells at the concentrations de@tay.

unpairedt tests or ANOVA tests followed by either 1E and 1F).

Dunnett (for multiple controbersustest comparisons) or We then studied in LNCaP cells the interrelatiobwsen

Student-Newman-Keuls  post-tests  (for  multiple the internal pools triggered by the TCS and otladcicm-

comparisons). Student’s t-test was used for staist mobilizing agents, thapsigargin (TG), an inhibitof

comparison of the differences and p<0.05 was censii Ca2+-ATPase (SERCA) pump of the endoplasmic

significant. reticulum and 4-Chloro-m-Cresol (4CmC), an activaib
RyR1 and RyR 2 (James et al., 2003; Rosker e2@09).
When TG (200 nM) was applied to the cells irf Claee

Results HBSS medium, a calcium response with a mean ardglitu
Triclosan has a direct impact on intracellular calem of ~ of 80 £15nM which returned to the baseline afted 50
prostate cancer cells. 600 sec. When applied after the TG effect, TCS|(M)

We studied the impact of triclosan on the calciumfailed to induce a calcium response (Fig. 2A). When
signaling of the prostate cancer cell lines LNCafel a applied after the TCS (10 pM) effects, TG still ilced a
PC3, by measuring modification of basal fda calcium response but with a significant lower amople
following direct applicaton of TCS. [G§, was (50+11nM) (Fig. 2B). These observations suggest ¢ha
continuously monitored in a normal HBSS mediumcommon intracellular calcium pool is triggered bgttb
containing 2 mM CaGland then, at the time indicated, TG and TCS. We further evaluated the impact of the
we added TCS in the medium. In the androgen-deptndesequential applications of the TCS (10 uM) and 4CmC
LNCaP cells, triclosan (10 pM) induced a transient(0.5-1mM). In these experiments, TCS still inducad
increase in [CH]; reaching a maximal value of 122 # 4 calcium response after the mobilization calciunpoese
nM (n=121) from a baseline level of 84 + 3 nM (Figp). induced by 4CmC (Fig. 2C). Interestingly, when 4CmC
These observations suggest that triclosan is alileduce  was applied in the presence of TCS, the amplitfdbe
either a calcium entry or a Eaelease from intracellular calcium response was increased (Fig. 2D) compaved t
stores. To determine the origin of the *Cancrease that observed with 4CmC alone (Fig. 2C), suggesting
induced by TCS, the same experiment was also coedluc potentiation of the 4CmC-induced calcium releasd 6%

in a C&'-free HBSS medium. In the LNCaP cells, thein LNCaP cells.

triclosan was still able to produce an increas¢Qiaf’];,

similarly as the control in medium containing caloi  Expression of the RyR in prostate cancer cells and
(Fig. 1B), indicating the capacity of triclosannmbilize  tissues

Cd”* from intracellular stores. As it was already shdwe We showed that TCS is able to activate the RyR mélan
that triclosan could activate Type 1 and type 2riRgine  and induce a calcium mobilization from internalretin
Receptors (RyR1, RyR2) and then induce a calciunprostate cancer epithelial cells. We further stddike
release from the endoplasmic reticulum in primaryexpression of the RyR1 and RyR2 in human PCa
skeletal myotubes (Ahret al, 2008, Cherednichenket epithelial cell lines (LNCaP, DU145, PC-3), in narcer
al., 2012), we further investigated the mechanism byepithelial cells (PNT1A) and in primary cultureditaplial
which triclosan is able to mobilize Edrom intracellular  cells originated from cancer patients prostateuéiss By
stores in LNCaP cells. In order to assess if RyRsatso RT-PCR analysis, we observed the expression of RgR1
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all cell types examined but the expression of RyRZ4ncubations of TG with TCS (1 and 10 uM) qualitativ
appeared to be restricted to the PCa epithelidé edth  reduced the TG-induced DNA fragmentation confirming
an absence of expression in PNT1A cells (Fig. 3%g  the inhibition of the TG-induced apoptosis by TCS.

further studied by immunofluorescence staining theThese data prompted us to determine the mechanism
expression of RyR1 and RyR2 proteins in differentinvolved in the TCS-induced inhibition of TG-indute
regions (non cancer (Benign hyperplasia of prostateapoptosis. TCS could elicit an inhibition of thepeassion
BHP) and cancer (PCa)) of the human prostate tissuand/or the functionality of the ion channels inwavin
using formalin-fixed, paraffin-embedded tissuestHase = SOCE in the TG response.

studied we observed that the RyR1 and RyR2 were

expressed in epithelial cells of cancer regionprotate  Effects of TCS on the expression of the ion chanmel
tissues whereas their expression was absent immoec  involved in SOCE in LNCaP cells

(BHP) regions (Fig. 3B to3E). The RyR3 might be theFurther experiments explored thus the impact oBah4
isoform expressed in epithelial cells of BHP tissusut exposure of the cells to TCS (in 2%FCS) on the gdnot
this aspect needs further investigations. Intanghktj the  expression of calcium channels (Orail/STIM1, TRPVS6,
major cell type expressing RyR channels is thens#ifo TRPC1) and potassium channels (IKCal, BKCa) invalve
cells in cancer and non-cancer prostate tissuggesting in the generation of the SOCE in human prostateeran
that the stromal cells are the major target for TCi®ese cells LNCaP. As shown in Fig. 5, western blot
observations suggest that the effects of TCS on RyRxperiments shows a dose-dependent effects of @S i
channels of stromal cells could be of importanceaincer channels expression with an increase for the TRPC1,
and non-cancer prostate tissue. By inducing a walci TRPV6 channels and for STIM1 a partner of Orail,
increase, TCS might modulate the contraction of thavhereas the expression of Orail and the potassium
smooth muscle cells of prostate tissues and/orcedu channels were not affected. These effects of TC®0on
secretion of paracrine factors important for thechannels expression is probably due to the calcalease

epithelium-stroma interactions favouring the induced by the activation of RyR channels as desdri

carcinogenesis or the progression of cancers before. To study the repercussion of these ion reélan
remodelling on the SOCE, the cells were treatett WS

TCS protects the cancer cells from apoptosis (1 uM) for 48h and then the effects of TG (200 rov)the

We further investigated if the calcium signallimgliced SOCE were evaluated in the absence of TCS. fi-@ze

by TCS could impact the prostate cancer cells giamd  bath solution, application of sarcoplasmic reticalGC&*-
apoptosis. To study the impact of TCS on cellATPase (SERCA) inhibitor thapsigargin (TG) inducad
proliferation, LNCaP cells were treated with difat increase in basal free calcium concentration?{ICdn
concentrations of TCS (1 nM to 10 uM) for 4 days inLNCaP cells loaded with Fura-2/AM. The Caecayed to
RPMI 1640 containing 2%FCS and then the growth ratdasal level in a few minutes, which indicatedGalease
was estimated by MTT technique. from intracellular stores. Re-introduction ofCinto bath

In these experiments the TCS failed to increase theolution induced another €aresponse, which was due to
proliferation of the LNCaP cells but induced som&h® the SOCE (Fig. 5C). Using this strategy, we coutshitor
dose-dependent inhibition of the cell growth with a[Ca?’]i changes induced by intracellular Caelease and
significant decrease at a concentration of 10 uM{86  external C& influx (SOCE) separately. As shown in Fig.
versus CTL) (Fig. 4A). We further examined if TC&td  5C and D, when the cells were pretreated by TCSMY,
have an impact on apoptosis induced by Thapsigargithe amplitude of SOCE induced by TG is increased®y
(TG). We previously showed that TG induced apoptosi 80%, suggesting that the inhibition by TCS of T@tned

in LNCaP cells by inducing a mobilization of thdatam  apoptosis is not due to the down-regulation by DE&e
from internal stores and a SOCE involving plasmaion channels involved in SOCE. It is thus possithlat
membrane calcium channels (Orai/STIM, TRPV6 andTCS affects the functionality of these ion channels
TRPC1) (for reviewsee Prevarskaya et al., 2011). To

study the impact of TCS on TG-Induced apoptosis;TCS inhibits the TG-induced SOCE in human prostate
LNCaP cells were treated with TG (0.5 and 1 uMJGS  cancer cells.

(1 and 10 pM) alone or with TG and TCS in combimati To evaluate the impact of TCS on the functionatitythe

in RPMI 1640/2%FCS for 48h. As shown in Fig. 4B,9C ion channels involved in SOCE, we studied the ¢ffed
alone did not show any significant effect on thesdba TCS on the SOCE developed by TG (200 nM). The
apoptotic rate of LNCaP cells whereas, as expedi€, Calcium mobilization and SOCE induced by TG were
induced apoptosis in 30 to 37% of cells after 48then  studied in the absence and in the presence of TOS (
TG (0.5 and 1 puM) and TCS (1 and 10 uM) werepuM). As shown in Fig. 6A, TCS inhibited the TG-irodal
incubated with LNCaP cells, the TG-induced apojtosi SOCE by at least 90% compared to SOCE developed in
was inhibited by 50 to 75%. To confirm these resulie  the absence of TCS. Similar results were obtaimed i
performed additional experiments by using the DNAandrogen-insensitive prostate cancer cells PC@ @B).
laddering technique, another method allowing theThese effects of TCS might be due to a direct itibib of
visualization of the apoptotic process. As showrFig. calcium channels involved in SOCE. To verify this
4C, the TG induced a clear DNA laddering resulfimgn ~ possibility, we induced the SOCE by previously ditsd
DNA fragmentation, a hallmark of apoptosis. The co-protocol and then applied the TCS on the calcium
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response. As shown in Fig. 6C, the application 6fST residues) of Orail and by inhibiting the Orail/STIM
after the development of SOCE failed to have arcomplex formation. In these studies, PKC inhibitarsi
inhibitory effect. These observations suggest fh&@S  knockdown of PK@ both resulted in increased SOCE.
might act to inhibit the formation of the proteioraplex = We hypothetised that TCS may induce the PKC adtimat
like Orail/STIM1 necessary for the development ofwhich subsequently phosphorylates Orail and irghithie
SOCE. This might be the reason why after inducttbn Orail/STIM1 association conducting to the inhihitiof
calcium mobilisation by activating RyR channels, SSC TG-induced SOCE and apoptosis. We thus explored the
failed to induce SOCE in LNCaP cells(Fig. 6D). involvement of PKC in TCS-induced SOCE inhibition.
First, we studied the impact of PKC activation ba TG-
TCS inhibits the TG-induced translocation of STIM1 induced SOCE. As shown in Fig., 9A, when the LNCaP
We thus further studied the mechanisms involve@i@s-  cells were challenged by PMA (1 uM) and TG (200 nM)
induced inhibition of SOCE in human prostate cancethe amplitude of SOCE was decreased by 60% compared
cells. As described earlier, SOCE can be activatetb SOCE developed by TG alone. These observations
through a complex interplay between a’Cehannel at suggest that PMA-activated PKC inhibit SOCE in LNCa
the cell membrane, Orail, and a’Csensor localized to cells. By immunofluorescence technique we studhesl t
the endoplasmic reticulum, STIM1 (Courjaret andTG-induced STIM1 translocation in the absence (Bi)
Machaca, 2012). After the depletion of intraceltula and presence of PMA (1 uM) (Fig. 9E), As illustdjteve
calcium pool, STIML1 is associated to Orail to irglits  observed a clear inhibition of the STIM1 transldmatin
activation. The mechanisms inhibiting these assiotia  the presence of PMA. These data suggest that the
could inhibit SOCE. Recent studies demonstrated thaactivation of PKC inhibits the STIM1 translocati@md
Protein kinase C (PKC) regulates the activity of CSO SOCE developed by TG. We then used an indolocalbazo
channels via phosphorylation of Orail protein (Getal, G06976, a selective Inhibitor of PKC Isozymes. Age t
2012, Kawasaki et al, 2010) and inhibition of the concentrations (100 nM) used in our studi€6976
association with STIM1 protein. It is possible tHa€S inhibits both PK@ and PK@ (Martiny-Baron et al,
induce the activation of a PKC to inhibit the triameation  1993). When the LNCaP cells were challenged with TG
and association of STIM1 with Orail. We thus (200 nM) and TCS (10 uM) in the presenceGif6976
investigated by immunofluorescence the translooatib (100 nM), the SOCE was partially restored (Fig. .9B)
Orail and STIM1 after TG treatments in the presemrae  fact, in LNCaP cells, the TG-induced SOCE is présgn
absence of TCS in LNCaP cells. As shown in Figh& as a plateau after the development whereas the SOCE
Orail protein presents a predominantly intracellulathe presence 0606976/TG/TCS was transient but with
localization in control conditions. When the celise the same pic amplitude than what was developed®y T
challenged with TG in the same conditions as far th alone. To study the eventual involvement of the PKA
development of SOCE (0€#C&"), the Orail another negative modulator of SOCE (Chenal, 2011)
immunoreactivity was clearly concentrated at plasman the TCS-induced inhibition of SOCE, the latter
membrane level (Fig. 7B). In these experiments, thexperiments were performed in the presence of & P
presence of TCS did not prevent the TG-induced XOraiinhibitor H89. As shown in Fig. 9F, the inhibitiaf the
translocation (Fig. 7C and 7D). When the PKA by H89 (10 puM) failed to restore the SOCE intat
immunofluorescence studies for STIM1 were performediy TCS, excluding thus the involvement of PKA ireth
in the same experimental conditions (Fig. 8), weested TCS effects.
clearly the translocation of STIM1 after 0aca*
protocol (Fig. 8B). Interestingly, this STIM1 trdosation  DISCUSSION
was completely blocked by TCS (Fig. 8C and 8D).sehe In the present study, for the first time, we shdattthe
observations suggest that TCS inhibits the tramasioc of  antimicrobial TCS (1-10uM) induced a calcium
STIM1 after the depletion of intracellular storeeda mobilization from internal stores by activationRyR ion
prevents the SOCE induced by TG. These effectsG8 T channels in human prostate cancer cells. Theseteftd#
might be involved in its inhibition of TG-induced TCS were accompanied by a decrease in cell pratiter
apoptosis in LNCaP cells. We further explored theand inhibition of thapsigargin (TG)-induced apojrosVe
mechanisms involved in TCS induced inhibition of showed that TCS inhibits the translocation of STIM1
STIM1 clustering at the plasma membrane after therotein and the activation of Orail plasma membrane
depletion of the intracellular calcium stores. channel leading to the inhibition of TG-induced rgto
Operated Calcium Entry (SOCE) and apoptosis. Ota da
Involvement of protein kinases in TCS-induced suggest that the Protein Kinases C (PKC), probably
inhibition of SOCE activated by TCS-induced internal calcium mobiliaat
Several recent data show the involvement of Proteiis involved in the latter inhibitory actions of TC&
kinase C (PKC) in the development of SOCE by arhuman prostate cancer cells.
activating or inhibiting effect depending on caibés and The TCS-induced intracellular free calcium concatidn
PKC isoforms involved (Gacet al, 2012, Kawasakiet increase may induce gene expression by different
al., 2010). According to Kawasaki and colleagues (2010 pathways. It is now well established that a vasiatin
PKC suppresses store-operated®*Centry (SOCE) by [Ca2+] triggers diverse cellular functions (Campanedia
phosphorylation (at N-terminal Ser-27 and Ser-30al., 2004, Franks and Sejnowski, 2002, Gét al, 1996,
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Lynch and Michalak, 2002, Macrez and Mironneau,200 Orail, and a Ca sensor localized to the endoplasmic
Shuttleworth, 1997). Of cellular Ca2+ functions,eth reticulum, STIM1 (Courjaret and Machaca, 2012).
oscillation of [Ca2+] (the Ca2+ oscillation) activates Recently, a number of known molecular players ituta
several transcription factors for gene expressiorCa2 homeostasis, including Orail, STIM1 and trantsie
(Dolmetsch et al, 1998, Lewis, 2003, Liet al, 1998). receptor potential (TRP) channels have been implitan
The modulation of the ion channels gene expressiotumour cell proliferation, cell migration and aposgis (for
induced by TCS in LNCaP cells might be due to thereview seePrevarskaya et al., 2011). The store-operated
activation of the RyR and subsequent release of th€a2+ channels are involved in the generation of+Ca2
calcium from internal stores. The study of the #pec oscillation (Feskeet al, 2001, Lewis, 2003). The Ca2+
sources of calcium signals involved in regulatidrgene  oscillation enhances efficiency of signalling toclews
expression in skeletal muscle has been addressgd orand its frequency contributes to specificity of leac
recently. In this tissue, most cytoplasmic and eacl signalling, activation of transcription factors amgne
calcium signals originate from calcium release fromexpression (Dolmetschet al, 1998, Lewis, 2003, Liet
internal stores, mediated either by ryanodine rexep al., 1998). Therefore, it can be suggested that TCS
(RyR) or IP3 receptor (IP3R) channels located twottihe  disturbs some gene expressions via the inhibitatiom
reticulum membrane and in the nuclear membrane, anoh store-operated Ca2+ channels.

their activation results also in long-lasting naelealcium  When considered the effects of TCS on the TG-induce
increase. The calcium signals mediated by RyR &3RI SOCE, we showed that the environmental factor acted
are very different in kinetics, amplitude and sulitar  differently when applied before or after developmeh
localization; an open question is whether thesiedinces SOCE.

are differentially sensed by transcription factors.

Several studies show that RyR-mediated calciumasele In the present study, we showed that when appléefdré
controls the expression of certain skeletal mupoideins  the TG-induced SOCE, TCS exhibits an inhibitoryiact
(Adams and Goldman, 1998, Vadit al, 2000), mediated on the Ca2+ influx through store-operated Ca2+ chbn

at least partially by CaMKIl (Macpherspet al, 2002, (Figs. 6). As STIM1 forms clusters near the plasma
Tang et al, 2004). A role for RyR-mediated calcium membrane to Activates SOCE channels via directibind
release in gene expression has also been desdniltked  of a cytosolic domain to Orail (Parkt al, 2009a), the
non-contracting skeletal muscle cell line L6 (Oju&tal, effects of TCS are probably mediated by the inkuhibof
2002, Ojuka et al, 2003). Addition of caffeine increases STIM1 translocation and punctae formation and
the expression of several mitochondrial enzymes andssociation with Orail (Fig. 8). Several proposed
transcription factors involved in their regulatiand this mechanisms could be involved in the TCS-induced
effect is antagonized by dantrolene. The increase iinhibition of SOCE. The function of PKC in the région
expression of several mitochondrial proteins indubg  of SOCE has been investigated in various cell typdth
caffeine is antagonized by an inhibitor of CaMKguka, the observed effects of PKC on SOC channel function
et al, 2003). being very variable depending of the cell typessuered
Accumulating data show that cell proliferation, naion  (Gaq et al, 2012, Haversticket al, 1997, Kawasakiet
and apoptosis are paralleled by altered functiod/aan al.,, 2010, Parekh and Penner, 1995, Petersen and
expression of ion channels involved in the signgllof  Berridge, 1994). This may be due to the differeKiICP
those fundamental cellular mechanisms (Laey) al,  subtypes (Nishizuka, 1988, 1992) and potentialffecint
2005, Prevarskayat al, 2011). SOC channels expressed in the cell types studiethd

In our studies performed on LNCaP cells, despite thpresent study, using pharmacological tools (arvaiztr,
effects of TCS on calcium signalling and ion chdsne PMA and a PKC inhibitor, G66976), we show that
gene expression, we did not observed any stimylatormembers of the CGaactivated PKC subfamily, PKC
effects on cell proliferation but an inhibitory eét at the and PKC1, are responsible for SOCE regulation (Fig. 9A
highest concentration used in our studies (Fig. 4A) and 9B). However, extensive studies are needed to
For the first time, we show also the expressiofiRgR1  confirm the involvement of the PKC isoforms in théS-
and RyR2 proteins targets of TCS in human prostatenduced SOCE inhibition.

cancer tissues F{g. 3B-3E). As shown, the Recent data show that protein phosphorylation could
immunostaining of RyR proteins was found in epidlel impact also the STIM1 protein to modulate its
cells and more intensely in stromal cells. Thuse th translocation. The inhibition of the STIM1 transhtion
stromal cells could also be influenced by TCSmight be due also to its phosphorylation statue.
impregnation. Given the importance of the epithaiu Studies revealed the involvement of members of the
stroma (reactive stroma) interactions in the pregjmm of  mitogen-activated protein kinase (MAPK) family irGT
cancer, the potential effects of TCS on calciunmaliing  induced apoptosis. MAPKs regulate the activity of
and secretion of growth factors are actually undetranscription factors or downstream kinases by
investigations in our laboratory. phosphorylation, thereby controlling a variety of
A ubiquitous C&" influx pathway that is activated by physiological processes. MAPKs including ERKs
intracellular C&" store depletion is store-operated?Ca (Futamj et al, 2005). An increase in basal cell calcium
entry (SOCE) which is activated through a complexdue to the mobilization from internal stores adtgathe
interplay between a Gachannel at the cell membrane, MAP kinases pathways leading to the activation of
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extracellular-signal regulated kinases 1 and 2 (ERK the latter inhibitory actions of TCS in human padst

In a recent work, STIM1 was found to be a target ofcancer cells. TCS is consistently detected in hubtaod,

ERK1/2 at a specific sequence, at serine 575. Ani¢  urine, milk, and various organs and tissues (Dar066,

substitution mutants of ERK1/2 target on STIM1 site Dayan, 2007, Heidleret al, 2006, Nakadaet al, 2006).

reduced Orail/STIM1 association and SOCE, suggestinTCS has been reported to be absorbed mainly begreith

that phosphorylation of these residues are requarédlly  across the skin or through the gastrointestinat {f2ayan

accomplish SOCE (Leet al, 2012, Pozo-Guisadet al, et al.,, 2006). Considering this systemic exposUi€S

2010, Smyth et al, 2009). Recently an interesting work was detected in human plasma (at concentrationid 1

shows STIM1 tyrosine phosphorylation during thestfir pM) and the daily exposure by TCS of breast tissas

steps of SOCE activation (Lopeet al, 2012). STIM1 estimated to be of 5.5 pM (Ahet al, 2008, Kumar et

tyrosine phosphorylation appears to be a key efegrthe  al., 2009). The long-term daily intake may lead to its

association of STIM1 with plasma membrane Ca(2+bioaccumulation leading to adverse effects on human

channels such as Orail, hence it is required fohealth and probably on cancer progression. These

conducting SOCE activation. TCS could either diseot ~ observations suggest that the TCS concentratioad s

indirectly inhibit the ERK1/2 or a tyrosine kinage the present study are achievable in humans. Theepte

prevent the phosphorylation and translocation ofVBT  data provide novel insights into the molecular naeitms

to further inhibit SOCE. In this context, an inlidriy  involved in the effects of environmental factorsievhcan

effect of TCS on adenylyl cyclase, an effector enafic  promote the progression of cancer and highlightuitge

system of transduction pathways, is already showrai  of preventive measures in the treatments of pmstat

Leydig cells (Kumay et al, 2008). When considered the cancers.

effects of TCS after the development of SOCE, atad

did not show any inhibition of the SOCE (Fig. 6Taken  CONFLICT OF INTEREST
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Hoechst and apoptotic cells (with nuclear condemsht
LEGENDS TO FIGURES were evaluated under a fluorescence microscope. The

Figure 1. Effect of TCS, TCC and BPA on basal number of cells with apoptotic morphology was ceant
[Ca*]; of LNCaP prostate cancer cellsLNCaP cells in 5 randomly chosen fields per one coverslip (1200
grown on glass coverslips and cultured in completeells). *, P < 0.001 relative to CTL condition, *P <
medium and then direct effects of TCS (10 pM) i2 a 0.001 relative to TG conditionsC) Apoptosis resistance
mM Cé&*-bath solution (2 C&) (A) or in a C&'-free bath induced by TCS was also evaluated by DNA
solution (0 C&") (B) were studied by calcium imaging. To fragmentation experiment. LNCaP cells treated féh 4
assess the origin of the TCS-induced calcium isgrea with TCS (1 or 10 pM) and/or TG (500 nM) were lysed
LNCaP cells grown on glass coverslips in completeand their total genomic DNA was extracted and azedy
medium were incubated for ten minutes in &'Gae by electrophoresis on 1% agarose gel.
bath solution containing 20 uM Ryanodine prior zait
experiment C). The direct effects of TCCD) and BPA  Figure 5. Induction of SOCE modulation by TCS
(E) at the different concentrations indicated wersoal pretreatments. Western blot experiment was performed
studied by calcium imaging in a 2 mM Cdath solution  on LNCaP cells treated or not with TCS (0.1, 1 @)
(2 C&™). Each experiment was repeated at least 3 times ifor 48h to evaluate its impact on calcium chanf&)sand
duplicate in different cell cultures on a field 86—-40 potassium channel8] expression, channels known to be
cells and representative experiments performed®806 involved in SOCE. €) Fourty-eight hours prior to
cells as meanzs.e are presented. *P<0.01. The drugscording C& signals by calcium imaging, LNCaP cells
applications are marked by horizontal bars. were treated with TCS (1 pM) or not (CTL). For®Ca
recording, cells were treated with 200 nM thapsigar
Figure 2. Source of calcium in TCS-induced C&  (TG) in C&'-free bath solution (0 G§ and exposed to 2
response. LNCaP cells grown on glass coverslips inmM extracellular C& (2 Cd&") as indicated. Each
complete medium and then incubated in &"®&e bath experiment was repeated at least 3 times in dupliza
solution (0 C&") to be processed by calcium imaging todifferent cell cultures on a field of 25-40 cellsda
test which C& pool is involved in TCS-induced €a representative experiments performed on 50-80 eadls
increase. TCS was added aftd) or prior @) application meanzs.e are presented. A quantification of the BT
of Thapsigargine (TG, 200 nM), a SERCA pumpthis experiment is presented iD)((meants.e., n=50-80
inhibitor, and also afterQ) or prior O) application of 4- cells), *P<0.001 relative to CTL condition. The TG
Chloro-m-Crésol (4cmc, 1 mM), a known activator of application is shown by arrow and extracellular®‘Ca
RyRs. Each experiment was repeated at least 3 fimes increase from 0 (0 ¢§ to 2 mM (2 C4&") are marked by
duplicate in different cell cultures on a field 86-40 horizontal bars.
cells and representative experiments performed(80b

147
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Figure 6. Direct modulation of SOCE by TCS.To test medium were submitted to the same protocol as tiee o
whether TCS could directly modulate SOCE, LNCaPfor C&* recordings described in Fig. 6A and D. They were
cells A) and PC-3 cellsR) grown on glass coverslips then fixed for immunofluorescence studies and STIM1
were submitted to calcium imaging under the follogvi protein expression was detected using a specifibaty
conditions : they were treated with 200 nM thapsiga  (green) A, B, C, D).
(TG) in a C&'*-free bath solution (0 ¢§ and exposed to
2 mM extracellular C& (2 C&") either in the absence or Figure 9: Involvement of PKC in TCS-inhibited
presence of TCS (10 pM) To verify if TCS was atde t SOCE. For C&" recording, LNCaP cells grown on glass
inhibit directly SOCE calcium channels, the samecoverslips were treated with 200 nM thapsigargi®)Th
experiment was conducted and TCS (10 pM) was addeal C&*-free bath solution (0 ¢§ and exposed to 2 mM
right after the 2 mM extracellular €aexposition C). extracellular C&# (2 C&" either in the absence or
The panel D shows the control Caecordings of LNCaP  presence of PMA (1 pM), a known activator of PKE, a
cells treated with TCS (10 puM) in a €dree bath indicated A). To test the involvement of PKA, LNCaP
solution (0 C&") and exposed to 2 mM extracellular?Ca cells were also treated with 200 nM thapsigargiG )i a
(2 C&") (D) Each experiment was repeated at least L&*-free bath solution (0 ¢§ and exposed to 2 mM
times in duplicate in different cell cultures orfield of  extracellular C& (2 C&") either in the absence or
25-40 cells and representative experiments peridrome presence of TCS (10 uM) and H89, a known inhibitbr
50-80 cells as meanzts.e are presented. PKA. Each experiment was repeated at least 3 times
duplicate in different cell cultures on a field28-40 cells
Figure 7: TCS induces Orail translocation to the and representative experiments performed on 50e86 c
plasma membrane. LNCaP cells grown on glass as meanzs.e are presented. LNCaP cells grown @3 gla
coverslips in complete medium were submitted to thecoverslips in complete medium were submitted to
same protocol as the one for’Ceecordings described in following protocol : cells were treated or n@)(with 200
Figg 6A and D. They were then fixed for nM thapsigargin (TG) in a Ghfree bath solution (0Ca)
immunofluorescence studies and Orail protein espres and then exposed to 2 mM extracellula?G&Ca) either
was detected using a specific antibody (greén)g, C, in the absencel) or presenceH) of PMA (1 uM). They
D). were then fixed for immunofluorescence studies and
STIM1 protein expression was detected using a fipeci
Figure 8: TCS does not modify STIM1 recruitment.  antibody (green).
LNCaP cells grown on glass coverslips in complete
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Article 3

Triclosan activates TRPAL channel and VEGF secretioin human prostate
cancer stromal cells

Sandra_Derouiche Marine Warnier, Pascal Mariot, Gabriel Bideauxerf®? GossetBrigitte
Mauroy, Jean-Louis Bonnal, Christian Slomianny, lippe Delcourt, Natalia Prevarskaya and
Morad Roudbaraki.

(Soumis,Cancer Cel)

Dans I'étude précédemment décrite, nous avons miévielence I'expression des canaux calciques
RyRs dans les cellules stromales de régions camsesegrostatiques. Ayant montré que ces canatenétai
cible du perturbateur endocrinien TCS dans lesulesll épithéliales cancéreuses prostatiques, nous no

sommes demandés quel pouvait étre son impactsuoelelles stromales issues de I'environnement tamo

Les cellules stromales du microenvironnement tain@ant connues pour leur capacité de sécrétion de
facteurs solubles pour le développement des csltdacéreuses épithéliales (Jossdral, 2010, Micke and
Ostman, 2004, Oret al, 2012, Pollaket al, 1998), nous avons orienté nos recherches suypddmndu TCS
sur I’homéostasie calcique des cellules stromalee @otentiel effet sur la capacité de sécrétiencds
cellules.

Nous avons ainsi montré que dans les cellules astemrissues de cancer prostatique humain le TCS
déclenchait un mécanisme différent de celui obsdarss les cellules épithéliales cancéreuses. Raétddes
d’'imagerie calciqgue combinées a l'utilisation d'uaege pharmacologie ou la stratégie de SiARN, raoums
démontré que des concentrations environnementalisgntes du TCS induisaient une entrée importdate
calcium en activant un membre de la famille degoaTRP, le canal cationique TRPAL. Des études agené
par immunofluorescence nous ont permis de mette&vielence que ce canal était préférentiellementireép
dans les cellules stromales de régions cancérdeaeailleurs, le dosage par la technique ELISAlifférents
facteurs de croissance dans le milieu conditiores allules stromales exposées au TCS nous a péemis
montrer que l'activation du canal TRPA1 par le T&Z&t associée a la sécrétion par les cellulesnsties du
VEGF, un facteur angiogénique et mitogénique qumet le développement des cellules endothéliales: et

épithéliales.

Nos résultats suggeérent donc que le ciblage dul @®RAL pourrait étre un avantage pour limiter la
progression tumorale. La mise en évidence de éets efirects du Triclosan sur le canal TRPAL exprians
le cancer pourrait permettre d’envisager de noasdhérapies ou thérapies complémentaires cibéaoaial,
et/ou des mesures préventives dans le traitemantateers prostatiques qui tiennent compte dedtinge

ces facteurs environnementaux.
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Antibacterial agent Triclosan promotes prostate caner progression via TRPAL1 channel
activation in stromal cells and VEGF secretion
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SUMMARY

Accruing evidence indicates that exposure to

impact prostate cancer development and

progression. We show here that TCS activates
environmental compounds may adversely impact the TRPA1l calcium channel, induces a calcium
human health, and promote carcinogenesis. increase in human prostate cancer stromal
cells and VEGF secretion and epithelial cell

proliferation. The data may allow new

Triclosan (TCS) is an antimicrobial agent
widely used as a preservative in personal care
products. However, it has been shown to act as preventive measures to be considered for
an endocrine disruptor in hormone dependent prostate cancers. The exclusive expression of
tissues such as prostate and breast. Here we the TRPA1 channel in prostate cancer stromal

demonstrate a new molecular mechanism by which cells highlighted in this study could

TCS stimulates the secretion by human prostate
cancer stromal cells of Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), a factor known to
promote tumour growth. This mechanism involves
an increase in intracellular calcium levels,
due to the direct activation of the TRPAl
(Transient Potential Ankirin 1)
channel. Our data demonstrate an impact of the
factor on the

Receptor
environmental tumor’ s
microenvironmental interactions, by activating
a tumor stroma—specific ion channel.

SIGNIFICANCE
Tumor stroma play decisive roles in pivotal
processes such as tumor cell proliferation,
vascularization and invasion. By modulating
the function of the stromal cells, the
environmental

molecules, including an

antibacterial agent Triclosan (TCS), may

© 2013 Tous droits réservés.

constitute a potential target for therapeutic
inhibit  tumor
progression and to provide a new potential

intervention in order to

marker for tumor stroma.

HIGHLIGHTS

@ Triclosan activates TRPAl and calcium
increase in human prostate cancer stromal
cells

@ TRPA1 channel is exclusively expressed in
prostate cancer stromal cells.

@ TRPA1 activation by TCS induces VEGF
secretion by stromal cells

@ T1CS-induced secretion favors prostate
cancer epithelial cell proliferation.

INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is one of the major causes of
cancer-related death in the western world. Andregen
deprivation therapy (ADT) to prevent androgens
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binding to the androgen receptor (AR) has beemtren

of prostate cancer treatment for the last decddespite
early success in suppressing prostate tumor groXmf,
eventually fails leading to recurrent tumor growtha
hormone-refractory manner suggesting the involveraén
potential pathways other than the AR activity.
Carcinomas, which originate from epithelial tissuas
the most common type of human cancer. In cancandis
following epithelial changes, the surrounding steois
inevitably modified by cancer cell-derived cytoksnsuch

as transforming growth factor-3 (TGF-B). These
modifications drive the emergence of the charastieri
reactive stroma, which promotes the invasive and
metastatic properties of cancer. Carcinoma-reactive
stromal tissues include non-epithelial cells such a
fibroblasts, inflammatory cells (lymphocytes,
macrophages and mast cells) and vasculature-retated
(endothelial cells, pericytes and smooth muscldsxel
These modified stromal cells secrete extracellmatrix
(ECM) proteins and soluble factors, which in tudayp
important roles in carcinoma development, as they n
only permit but also induce the initiation and mesgion

of certain carcinomas(Bhowmickt al, 2004, Bhowmick
and Moses, 2005, Hu and Polyak, 2008, West andlean
Rijn, 2007). Because the growth of tumor cells is
regulated by stromal cells through diffusible fasto
secretion and cell-cell interactions, tumor-stroneall
interactions significantly contribute to the deyateent of
different carcinomas,
cancers(Grossfeldet al, 1998, Tuxhorn et al, 2001,
Wernert, 1997, Wiseman and Werb, 2002). Many growth
factors and cytokines are known to be involved e t
regulation of tumor-stromal cell interactions(Mickad
Ostman, 2004, Pollalet al, 1998, Tuxhornet al, 2001).

Accruing evidence indicates that exposure to

environmental compounds may adversely impact human could have an

health. The continuous use of a number of antirbialo
agents and preservatives present in personal cadeigis
such as soaps, shampoos, detergents,
cosmetics and pharmaceutical products(Cabataal,
2007, Darbre, 2006, Lakeramat al, 2007) results in their
accumulation at detectable concentrations withifeint
parts of our body like blood, milk, and various amng and
tissues(Darbre, 2006, Dayan, 2007, Heid&tral, 2006,
Nakada et al, 2006). Triclosan (TCS; 2,4;#ichloro-2-
hydroxydiphenyl ether; a chlorophenol) is an
antimicrobial agent widely used as preservative in
toothpastes, soaps, shampoos, and cosmetics(®iaak
1975). In general, TCS has been known to be a yighl
toxic chemical for aquatic flora and fauna(Tatakazaet

al., 2004) and thus has been included in the prodale

of endocrine disruptors on account of its resentsan
with known non-steroidal estrogens or their minmefe.g.
diethylestradiol, bisphenol A). The mode of actadCS

as an EDC is controversial and various studiesatdiit

to be either estrogenic, or weak androgenic or ergn
androgenic(Foranet al, 2000). Another study reported
that the metabolite of TCS may be a weak estrogenic
compound(Ishibashiet al, 2004). TCS has also been
shown to function as an anti-androgen since ithiitdi

© 2013 Tous droits réservés.
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testosterone-induced transcriptional activity(Chest
al., 2007). This chemical has been reported to be
absorbed mainly by two routes: either across tle ek
through the gastrointestinal tract(Dayan, 2007).
Considering this systemic exposure, it was not
surprising that TCS was detected in human plasma (a
concentration of 1-10 uM) and that daily exposuwre t
TCS of breast tissue was estimated to be of 5.5
HM(Ahn, et al, 2008, Kumar et al, 2009). It was
shown that at such levels, TCS was able to modthate
growth of mammary cancer cells(Geet al, 2008).
Recent data showed that TCS exerts its effects via
several mechanisms of action including the modutati
of AR via an anti androgenic action(Chext al, 2007),

the modulation of the activity of an adenylyl cysda
enzyme(Kumar et al, 2008) and recently, via
activation of calcium signalling(Ahnet al, 2008).
Taken together, these data demonstrate that some
widely used antimicrobial compounds like TCS have
different effects according to the considered cell
systems and thus warrant further investigations to
understand their impact on human health.

As the epithelial stromal interactions play a palable

in the progression of the prostate cancers, the
environment factors like TCS may impact these
interactions to favour this progression. The presen
report was designed to determine the effects of a@s
TCC on both epithelial and stromal cells deriveairir

such as breast and prostate prostate cancer tissues. Our work was then focosed

the effects of these environmental factors on gaici
signalling, an important parameter controlling the
secretion of the mitogenic and/or angiogenic factoy
stromal cells known to trigger the epithelial and
endothelial cells. The data presented here denziastr
that a widely used antimicrobial compounds like TCS
important impact on prostate
carcinogenesis through the activation of TRPAl
calcium permeable channels and subsequent reléase o

disinfectants VEGF.

RESULTS

Triclosan induces calcium signalling in human
prostate cancer stromal cells (PrSC)

We first assessed the effects of Triclosan
(TCS)

triclocarban

its structural analogue
(TCC),
After obtaining a
explant method
characterized for the
This

studies

and

on prostate cancer

stromal cells. primary

culture by the PrSC were
first

stromal

expression of
by
using antibodies

cells markers. was done
immunofluorescence
to o-actin and vimentin, two known stromal
cell markers (Fig. 1C and 1D,
different cultures

patients were included in this study.

inserts). Seven
originating from 7
We began by using calcium imaging to study

the effects of triclosan (TCS) and its
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structural analogue, triclocarban (TCC) (see
chemical structures in insets in Fig. 1A and
1B), on the
concentration

cytosolic free calcium
([Caz+]1)
characterized human prostate cancer stromal
and  epithelial cells. The  [Ca2+]i was
continuously F340/F380
fluorescence ratio, using a Fura—2/AM calcium
probe in a normal HBSS medium containing 2 mM
CaCl2 and then, at the times indicated, TCS or
TCC was applied to the cells. In these

experiments, TCS induced a rapid and dose—

present in  these

monitored as a

dependent increase in [Ca2+]i with a high
amplitude in stromal cells (PrSC) (Fig. 1A).
These observations suggest that triclosan is
able to induce either calcium entry and/or a
Ca2+ release from intracellular stores. These
effects appear to be specific to TCS as in the
conditions, TCC,  which
shares a similar structure (see insets in Fig
1A and 1B), failed to elicit any significant
modulation in basal [Ca2+]i (Fig. 1B). In these
calcium—imaging experiments, TCS induced two

same experimental

different types of response with regards to
kinetics and amplitudes (Fig. 1C and 1D). TCS
induced a short initial rapid phase, followed
by a sustained plateau
either a high (Fig. 1C) or a low amplitude
(Fig. 1D). The combined calcium—imaging and
immunofluorescence studies using a—actin and

characterized by

vimentin antibodies, suggest that these two
different types of calcium response are
correlated in stromal cells populations, to
the preponderance of myofibroblasts
(expression of a-actin) for the high—amplitude
plateau phase  (Fig. 1C)  and to  the
preponderance of fibroblasts (low abundance of
o—actin positive cells) for the low amplitude
plateau  phase (Fig. 1D). Indeed, as
illustrated in Figure 1C, when a low
percentage of cells were a—actin-positive, the
response to TCS consisted in a short initial
rapid phase followed by a sustained plateau
phase with a low amplitude.Similarly, in high
o—actin—positive cells, the plateau phase
appeared to have a high amplitude (Fig. 1D).
Moreover, in calcium 1imaging experiments,
after the application of TCS at 5-10uM, we
clearly observed areduction in high a-actin-
populations. Ideed, the
pronounced effects of TCS on calcium entry was

positive cells

observed in 6 out of 7 cell cultures studied.
In the same manner, the action of TCS was also

© 2013 Tous droits réservés.
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assessed on primary cultured human prostate
cancer epithelial cells (hPEC).
imaging experiments revealed that TCS only
induced a calcium response (Fig. 1F) through
calcium mobilization via RyR activation, as
shown by Ahn et al. (Ahn et al., 2008)
without promoting any calcium entry.

Calcium—

The origin of the TCS-induced calcium increase in
human prostate stromal cells

To identify the extra— or intracellular
origin of the [Ca2+]i increase, PrSC were
challenged during calcium imaging experiments
with TCS in Ca2+—free HBSS medium (Fig. 1E),
followed by the addition of 2mM calcium
whilst still in the presence of TCS. In the
absence of external calcium, TCS induced a
slight calcium response due to a mobilisation
of calcium from intracellular pools. We
observed that this calcium mobilization was
inhibited by Dantrolene (10uM), suggesting
the involvement of Type I Ryanodine Receptors
(RyRs) (data not shown) as
described in mouse skeletal myotubes (Ahn et
al., 2008). Interestingly, as shown in Figure

previously

le, when calcium was added to the external
buffer, TCS 1induced a rapid and high
amplitude calcium entry, viathe activation of
the plasma membrane calcium channels. We
therefore undertook experiments in order to
identify those
channels involved in these TCS effects

calciumpermeable  membrane

Involvement of the non-voltage-dependent cation
channel TRPAL in the TCS-induced

calcium entry

To further investigate the membrane ion
channels involved in TCS—induced calcium
entry, we

used an extensive pharmacology, comprising
blockers of
voltagedependent calcium channels and also
those of potassium channels (Fig. 2A).

voltage—dependent and non-—

Surprisingly, many of blockers tested
including nifedipine, nitrendipine and
cadmium, inhibitors of L-Type voltage-

dependent calcium channels, 2-APB, flufenamic
acid and clotrimazole, inhibitors of non-
voltage-dependent calcium channels (TRP),
were able to elicit an increase in [Ca2+]1l
somewhat similar to that induced by TCS (Fig
2B and Fig. 2C). On consulting the
literature, we discovered that all these ion
channel modulators were also activators of a
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unique ion channel, the TRPAl cation channel
(Fajardo et al., 2008; Gu and Lin, 2010;
Hinman et al., 2006; Hu et al., 2010; Meseguer
et al., 2008). We thus assessed whether TRPAL
could be the ion channel activated by and
implicated in the calcium response induced by
TCS in human PCa stromal cells

To test the involvement of TRPAl channel, we
first wused ruthenium red (RR) as a non
inhibitor of the channel. By
applying this agent prior to TCS, we observed
that the TCS—induced calcium entry was blocked
by RR, in a dose—dependent manner (Fig. 3A).
Moreover, the calcium increase observed for
flufenamic acid (a previously tested blocker)
was also inhibited by ruthenium red (Fig. 3B)
We next used a selective TRPAl inhibitor : the
compound HC-030031, which also showed a dose-
dependent inhibitory effect on the calcium
response to TCS, reaching maximum inhibition
for a concentration of 200 uM (Fig. 3C). In
these experiments, a significant decrease in

selective

basal calcium concentration was observed after
the addition of the HC-030031 TRPA1 inhibitor
(200 uM) (Fig. 3C) and the non-specific
channel inhibitor (RR, 50 uM) (Fig. 3C)

These observations suggest that TRPA1l is
setting the basal

involved 1in calcium

concentration in  hPSC. To confirm the
involvement of TRPAl channel in TCS—-induced
calcium response, we also used siRNAs

targeting TRPA1 (siTRPA1) in order to down-—
regulate the TRPAl1 protein. Using RT-PCR and
immunofluorescence techniques, we first showed
that the siTRPA1 transfection (25 nM) of
stromal cells induced a significant down—
regulation of both the TRPA1 mRNA (by 70%) and
protein in these cells (Fig. 3D). Then

stromal cells were transfected in the same
conditions with a control siRNA (siCTL) or
siTRPA1 (25 nM each) and used 48h post—
transfection. In these experiments, the TCS-
induced calcium entry was almost completely
blocked in siTRPAl-transfected cells (Fig

3E), leading to the conclusion that TRPAl is
the main actor of the TCS—induced calcium
response. In order to confirm the functional
expression of TRPAl in our PCa stromal cells,
we studied the effects of a known TRPAL
agonist  (Allyl Isothiocyanate, AITC) on
cytosolic  free calcium concentration 1in
stromal cells. In these experiments, a dose—
dependent effect of AITC (1-100uxM) was
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observed (data not shown). As shown in Figure
3F, AITC (30 uM) induced a calcium increase

which was inhibited by HC-030031 (200 uM),
suggesting its involvement in the functional
TRPA1 expression in our PCa stromal cells. We
further investigated the potential
TRPAlactivation by TCS in PrSC through
electrophysiological approaches using whole—
cell patch clamp techniques. In these
studies, a voltage ramp of —-100 to +120 mV
was applied and the resulting currents were
recorded in the absence (CTL) or in the
presence of TCS in the extracellular medium.
As shown in Figures 4A-4D, within few seconds
after the perfusion onset, TCS induced a
large increase in membrane conductance at all
TCS—-induced membrane
slight
rectification and reversed around 0 mV. This

membrane potentials.
current displayed a outward
TCS-induced current was reversible when cells
were washed with TCS-free buffer and was
inhibited by the addition of HC-030031 (100
uM). The action of TCS was similar to that
of AITC, which was able to activate TRPA1
current, an effect also inhibited by HC-
030031 (100 uM), in PrSC (Fig. 4E and 4F).
In order to confirm the involvement of TRPA1L
in TCS—induced current, the effects of TCS
were studied in hTRPA1-HEK293 cells stably
expressing the human form of TRPAl. In these
cells, both TCS (10 uM) and AITC (50 uM)
reversibly increased membrane conductance, as
whereas the TCS was
ineffective in  vector—-transfected cells
(vector-HEK293 cells). (Fig. 5C and 5D). TCS
and AITC induced-current were also inhibited
by HC-030031 (100 uM).

These data clearly show that antibacterial
TCS induces the activation of hTRPA1 (Fig. 5A
and 5B). We next tested whether TCS could
activate TRP family ion channels other than
TRPAL. In HEK cells stably expressing TRPMS,
a cationic channel which is activated by cold

in stromal cells,

temperatures and cooling agents such as
menthol and icilin, TCS was unable to induce
an increase in [Ca2+]i (data not shown).
Furthermore, at concentrations of 200 uM,
the HC-030031 compound failed to block the
activation of TRPM8 by icilin, which further
confirmed the specificity of the TRPA1
blocker used in our studies (data not shown).

Expression of TRPA1 channel in the human PCa
stromal cells (PrSC)
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We showed that TCS is able to activate TRPAlL
channels thereby inducing calcium entry in

stromal cells. We  further studied the
expression of the TRPAl channel in human PCa
epithelial cell lines and in primary cultured
stromal cells originating from
patients’ prostate tissues. First, by RT-PCR
analysis, we observed an absence of TRPAl

cancer

expression in epithelial cells, while stromal
cells obtained from different PCa tissues all
expressed the mRNA for TRPAl (Figure 6A). To
examine TRPA1 expression in hTRPA1-HEK293
cells, we carried out western—-blot
experiments. As shown in Figure 6B, the
antibody revealed a band of expected size
(130 kDa) and a band of higher molecular
weight, which could represent a glycosylated
form of TRPAl protein. The same antibody
failed to detect any protein in a total
protein extract from vector-HEK293 cells. The
antibody was then wused 1in western blot
experiments performed on differing prostate
cancer epithelial cell lines (LNCaP and PC-3),
primary cultured epithelial (hPEC) and several
patients’ stromal cells used in the present
study. Interestingly, as shown in Figure 6C,
the TRPA1l protein was only present in protein
extract from stromal cells. This 1is in
agreement with our results showing a
stimulation of an HC-030031-sensitive calcium
entry by TCS in stromal, but not in epithelial
cells. Immunofluorescent— staining was used to
further study the expression of the TRPAl
channel protein in 3 different non—cancer
(BPH) and cancer (PCa)
formalin—fixed, paraffin—embedded
Because the a-actin (smooth muscle actin)

tissues utilising
tissues.

expression was restricted to the stroma, the
positive staining for o—actin was used to
discriminate between the epithelium and the
Co—immuno-labeling for TRPA1l  (in
green) and a-actin (in red) showed overlapping

stroma.

staining in prostate cancer regions showing a
preferential expression of TRPA1l protein in
the stromal cells of cancerous regions (Fig.
6D and 6E) and in the primary stromal cell
cultures (Fig. 6F). The same
labeling experiments performed in non cancer

co—immuno—

(BPH) regions did not reveal any staining for
TRPAl protein or in epithelial cells (Fig
6H), or again in stromal cells, whereas a-—
actin  (in red) was clearly expressed in
stromal cells (Fig. 6G and 6H). A control
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immunofluorescence  experiment, where  the
primary antibody (anti—-TRPA1) was omitted, is
presented (Fig. 6I). These data clearly show
the preferential expression of TRPA1 in
prostate cancer stromal cells. To extend
these data to other cancers, we studied the
expression of the TRPAl in 3 breast non—
cancer and cancer tissues. As shown in Fig

6J-6L, the TRPAl protein level is higher in
cancerous regions of breast tissues. These
data suggest both that TRPAl expression is a
common feature in cancer and that the effects
of TCS on TRPAl channels could be of
importance in cancer progression, as they
induce calcium entry and a possible secretion
of factors necessary for epithelium—stroma
interaction.

Triclosan induces secretion of Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) by stromal

cells

It has been previously shown that stromal
cells secrete a number of factors which are
able to modulate prostate epithelial and
endothelial cell growth (Russell et al.,
1998). Recently, Kawada et al. clearly showed
that PrSC increased human prostate cancer
epithelial cell growth in vitro via the
secretion of mitogenic factors and
significantly enhanced the tumorigenicity of
the prostate cancer epithelial cells in male
SCID mice (Kawada et al., 2006; Kawada et
al., 2004). It is conceivable that TCS, by
modifying calcium signaling, could trigger
the secretion of mitogenic factors by stromal
cells, leading to epithelial PCa cell growth.
To assess the influence of TCS on epithelial-
stromal interaction, we examined the impact
of  TCS-pretreatments of PrSC on the
proliferation of PC-3 PCa epithelial cells.
In this context, we observed that when PrSC
cells were cultured in CS-RPMI supplemented
with 10 % FCS, the PrSC-conditioned media
stimulated a 100% increase in the
proliferation of PC-3 cells. When PrSC cells
were cultured in CS-RPMI with 0,1 % FCS, the
PrSC-conditioned media failed to stimulate
the proliferation of PC-3 cells.
Interestingly, in this low-serum condition,
the conditioned media from TCS-pre-treated
PrSC induced an increase in PC-3 cell growth
(Fig., 7A). We then carried out ELISA
measurements of growth factor secretion in
CTL and TCS treated PrSC media. The IGF-1
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concentration was too low to be in our
detection  range  but interestingly, the
incubation of stromal cells with TCS (1-10
uM) clearly induced an increase in VEGF

secretion (600 to 800% increase vsCTL) (Fig.

7B). In addition, TCS—induced VEGF secretion
was 1inhibited by the TRPA1 inhibitor HC-
030031, thereby suggesting the involvement of

TRPA1 channel in the effects of TCS on VEGF
secretion by prostate stromal cells.

DISCUSSION
The present study reports for the first time théeptal

impact of an environmental factor, the TriclosaC§l), a
widely used antibacterial in cosmetics and hygienic

products on the human prostate cancer progression

through the activation of TRPA1 calcium channels
expressed in human prostate cancer stromal cetleet,

we have shown that the TCS induced an important
calcium entry in primary cultured stromal cellstafman
prostate cancer tissues, cells known to secretegatiic
factors able to affect the surrounding epitheliaid a
vascular cells. We have highlighted the activabgrnrCS

of a calcium channel, the TRPA1 channel, locatedhen
plasma membrane. Subsequently, for the first time,
show the exclusive expression of TRPA1l channels in
human prostate cancer stromal cells. As schemed in
Figure 7c, taken together, our data show that the
environment factor TCS induces calcium increase
predominantely by activating the TRPA1 channel. The
TCS-induced calcium response induces the secretion
factors targeting epithelial and/or endothelial I<etio
promote cell growth and/or migration and angiogenes
favouring thus the cancer progression.

Interestingly, we showed that the TCS-induced TRPA1
activation and subsequent calcium entry stimulates
secretion of VEGF, a factor known to modulate the
growth of epithelial and endothelial cells and tomote
tumor progression (Wong and Wang, 2000).

TRPAL is considered a key player in acute and ébron
(neuropathic) pain and inflammation. Moreoveryitk in

the (patho)physiology of nearly all organ systerss i
anticipated, and will be discussed along with tbteptial

of TRPAL as a drug target for the management abuar
pathological conditions. TRPAL receptor is an etoity
non selective cation channel which is expressed in
subset of sensory neurons believed to be involwedany
forms of acute and chronic hyperalgesia(Bautistaal,
2006, Obataet al, 2005).
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allicin, and endogenously produced substances asich
hydrogen peroxide and 4-hydroxynonenal(Andraete
al., 2012).

Our data suggest that the antimicrobial TCS haketo
included to the long list of environmental factors
inducing TRPA1 channel activation. However, the
fixation site of the TCS on the TRPA1 channel needs
further investigations using the mutants of thencieh

in different intracellular and extracellular ligabahding
domains of the channel.

In addition to the environmental factors, several
endogenous activators for TRPA1 were also shown
which may modulate the secretion of paracrin fachyr
stromal cells. TRPAL is an attractive candidateabse

it can be activated by molecules that are produced
during oxidative phosphorylation such as hydrogen
peroxide (HO,) and 4-Hydroxynonenal (4-HNE) and
cyclopentenone prostaglandins (BGJAndersson et

al., 2008). Recently, TRPA1l has been shown to be
activated by Methylglyoxal (MG), formed from triose
phosphates during secondary glucose metabolism in
hyperglycemic condition (Caet al, 2012).

Clinical data have shown that formaldehyde
concentration is elevated (2,8 fold) in the urine o
patients with prostate and bladder cancer(Spatell,
1999) and in the expired air from tumor-bearing anic
and breast cancer patients(Ebglest al, 1997).
Formaldehyde is considered to be a risk factoraoter
development. A recent work showed that, in breadt a
lung cancer tissues from patients, the formaldehyde
concentration was 0.75 mM with the highest
concentration of 2.35 mM, concentrations large ghou
to activate TRPA1 thereby inducing the secretion of
tumor favouring factors. A recent report has intida
that formaldehyde (0.02 mM) can induce’Qaflux via
TRPV1 and TRPALl channels in transfected-HEK293
cells. This study showed that TRPA1 is more seresiti
to formaldehyde than TRPV1(McNamaset al, 2007).
These data suggest that cancer-derived substances
(formaldehyde) could have pro-cancer effects by
activating TRPA1 in stromal cells leading to the
secretion of the paracrine factors themselves ptiogno
evolution of cancers towards more aggressive forms.
The contribution of the stromal microenvironment to
the development of a wide variety of tumors hasnbee
highlighted by clinical evidence and the use of s®u
models (Bhowmick and Moses, 2005). A growing body
of data has also suggested that tumor cells agtivel
recruit cancer-associated fibroblasts (CAFs), which
remain activated and play a prominent role in cance
progression (Bhowmick et al, 2004). In breast
carcinoma approximately 80% of stromal fibroblasts

We show here that TRPAL channels are expressed May acquire the activated phenotype that promdtes t

exclusively in the stromal cells of the cancer oagi and
are involved in the secretion of the stromal faxtor
Initially reported to sense noxious cold(Storgt al,

proliferation of cancer cells at metastatic sites,
stimulating tumor growth such as for the primargnéu
(Bhowmick et al, 2004, Bhowmick and Moses, 2005,

2003), TRPAL receptors have subsequently been shown'West and van de Rijn, 2007). Reactive stroma iesia

to act as sensors of many environmental irritants,
including acrolein, formaldehyde and zinc, pungeiant
ingredients such as mustard oil, cinnamaldehyde, an

© 2013 Tous droits réservés.

during early prostate cancer development and co-
evolves with prostate cancer progression. Previous
studies have defined the key markers of reactie st
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and have established that
influences prostate tumorigenesis and progression.

In the present work, we show that TCS, via actoraif
TRPAL, induces VEGF secretion. The VEGF receptors
are shown to be present in epithelial, stromal and
endothelial cells(Wong and Wang, 2000), suggesting
complex interplay between the cell components & th
prostate cancer micro-environment. VEGF can paémti
different functions in prostate cancer, many ofahhmay

be responsible for its growth and survival in ther@gen-
withdrawal stage. Particularly, increased synthesis
VEGF may be linked to its early and mid-phase fitans

to the highly metastatic, and androgen-refractdages.
The main function of VEGF is its involvement in
lymphangiogenesis where the growth and sprouting of
lymphatic endothelium occurs from a pre-existing
lymphatic vessel(Skobe et al, 2001). Increased
lymphatic vessel formation surrounding a tumor may
provide potential routes for tumor cells to metaizia to
distant organs. As androgen withdrawal triggers aum
growth arrest and tumor apoptosis in the primary, €in
increase in the metastatic potential therefore shele
tumor cells to migrate to a different location andvive.
Interestingly, there are reports that suggest aifgignt
correlation between the expression of VEGF and lymp
node dissemination in human prostate
carcinoma(Tsurusaket al, 1999). Several works showed
the potential function mediated by VEGF that may be
important for the growth and survival of prostatncer
from the early phase of its transition to the agéro
refractory stage(Wong and Wang, 2000). Thus, TCS-
induced VEGF secretion might favour the progressibn
prostate cancer by modulating the growth and
transformation of prostate epithelial cell, angioggis and
finally the metastasis. These aspects needs tatahkden
vivo studies to address the impact of TCS on tha PC
epithelial-stromal and stromal-endothelial cells
interactions and then, the impact of TCS on thecean
cells tumor development (in nude mice) and the i@k
variations of vessels density of in these PCa cells
exenografts.

Thus, understanding how environmental factors vetee

in prostate carcinogenesis or its evolution mayvall
designing of new strategy in PCa treatments inalgdi
targeting ion channels. Here we show that the TRPA1
protein is expressed in the stromal cells andvslired in

the secretion of paracrine factors (VEGF) to pranribie
progression of the carcinogenesis. Our resultsestgbat
targeting the TRPA1 channel could be an alternatiive
the actual therapies (AR ablation) leading to redaim the
majority of the treated cases.

Furthermore, a change of the intracellular calciewel
may have several
amplitude, duration, frequency and location of sigmal.

It may be involved in different physiopathological
phenomena such as secretion, contraction, prdiderar
apoptosis. In this context, calcium signaling cooddused
as a mean of evaluation of the harmful potentialof
environmental factor. Indeed, many environmenteidfies
trigger a specific calcium signature, often asdedawith

© 2013 Tous droits réservés.
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reactive stroma biology a pathological process. Thus it was reported that |

doses of BPA (1-10 nM) could trigger a rapid retcab
prolactin in pituitary cells GH3/B6/F10, followingn
increase in [CA]; via the direct activation of L-type
voltage-dependent calcium channels(Wozniek al,
2005). Pituitary cells produce and secrete pralacti
spontaneously under physiological conditions. Hoavev
increased release of prolactin, such as the ogeetred

by BPA could be the cause of reproductive function
disorders.

These data suggest that the calcium response $e the
environmental factors could be considered as a méan
evaluation of the potential risk on public healtr f
these environmental factors. Indeed, in the case of
environmental compounds where suspicion is borne on
their harmful effect, the use of a cellular modelthe
HEK293 cell line stably expressing the TRPAL or L-
type voltage-dependent channels might help
determining the potential adverse effect of these
compounds if there is direct activation or inhibiti of

the response to an agonist of these channels. lon
channels would then be "biomarkers of effect”, mask
reflecting a change at the cellular level following
exposure to an environmental factor(Silins and
Hogberg, 2011). The biomarkers of effect are not
specific for a given agent, unlike the markers of
exposure, making them particularly interesting étedt

the combined exposure of several environmentabfact
but also cumulative and sequential exposure(Scherer
2005). In addition, in the investigation of comhine
exposure effects, the biomarkers of effect suclioas
channels could help identify active compounds among
the environmental factors present in mixture argb al
the consequences of this exposure.

These data presented here suggest that the TRPA1
targeting might be an advantage to limit tumor
progression. The highlight of these direct effeofs
Triclosan on the TRPAL channel expressed in cancer
could allow considering new and/or complementary
therapies targeting this channel, and/or preventive
measures in the treatment of prostate cancers veiieh

into account the impact of these environmentabfiact

METHODS

Chemicals and antibodies

All chemicals were from Sigma-Aldrich. Triclosan
(Irgasan) and triclocarban were dissolved in DMSO,
conserved at -20°C and diluted at the desired
concentration on the day of the experiments. Amliks®
were from commercial sources as follows: Rabbit-ant

consequences depending on thehTRPA1l (Alomone Labs), mouse antiactin and

mouse anti-Vimentine (Dako, France), Rabbit ati-
actin Santa Cruz Biotechnoloyyand horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (Santa
CruzBiotechnology).

Cell lines
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LNCaP, PC-3 and DU145 prostate cancer cell linab an
HEK293 (human embryonic kidney-derived 293) ceilkli
were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and cultured a
described by Gackiere ak(Gackierg et al, 2006).

Tissue specimens and primary cell cultures

Human PCa biopsies were obtained from consenting
patients following the local ethical considerations|
experiments involving patient tissues were carrged
under approval number ‘CP 01/33’, issued by themié
Consultatif de Protection des Personnes dans |ladRette
Biomédicale de Lille. A portion of prostate tissue
suspicious for carcinoma was incised, and onedfdifie
sliced tissue was submitted for immediate microsrop
examination on cryostat sections. After establishnd
the diagnosis of adenocarcinoma, the remaining tiialf
the tissue was used for primary culture. The tisgag cut

in multiple minute cubicles, placed on a plasticfate,
and grown in Phenol red-free RPMI 1640 containing
charcoal-stripped Fetal Calf Serum (FCS) (CS-RPMI)
containing 1 nM DHT for the growth of the stromalls
and in keratinocyte medium supplemented with 50nmhg/
bovine pituitary extract, 5 ng/ml epidermal grovitictor
(EGF), 100 mg/ml streptomycin, and 100 U/ml pefiicil
(Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) and E%&S

for the epithelial cells growth. As soon as outgttsv
formed around the tissue fragments, cells werestnyped
and cultured for calcium imaging, immunofluoresanc
electrophysiology, RT-PCR and western blot expenitsie

RT—-PCR analysis of mRNA expression
Total RNA isolation and RT-PCR experiments were
performed as described earlier(Lallet-Datedral, 2009).

The PCR primers (hTRPAL: 5'-
AGTGGCAATGTGGAGCAA-3 and 5'-
TCTGATCCACTTTGCGTA -3, B-actin 5'-
CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3 and 5'-

GTTGAAGGTCTCAAACATGATC-3' used in this study

Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

immunofluorescence studies conducted on stromk cel
(Fig. 3d).

For the development of hTRPA1-HEK293 stable cell
line, cells were transfected using GenePorter
transfection reagent (Gene Therapy Systems, IncS, G
San Diego) in serum-free DMEM, according to the
manufacturer's instructions. Stable clones expngssi
hTRPAL or pCDNA3 alone (vector) were then selected
using G418 antibiotic (700 pg/ml) and used for our
studies.

Immunofluorescence studies

The protein expression studies of the ion chanirels
PCa cells and tissues was determined by indirect
immunofluorecence analysis performed on acetone
fixed cells and formalin-fixed paraffin embeddeskties
(FFPE) as previously described(Lallet-Dahet al,
2009) and analysed by confocal microscopy (Zeiss
LSM 510; acquisition parameters: objective 40x/1.3;
thickness of confocal slide, 1 um).

Western Blot Assay

Primary cultured stromal cells and HEK293 cells aver
cultured at 80% of confluence and total proteins
extracted. Ten to fourty micrograms of each sample
were analysed by SDS-PAGE on either 6% or 10%
acrylamide and processed for western-blotting using
antibody as described previously(Lallet-Dahet al,
2009) using TRPA1 (1:500e) an@-actin (1/1000€)
antibodies and revealed tiye ECL chemiluminescence
kit (Millipore).

Cytosolic free C& concentration([Ca®'];)

Measurements

Cells were grown on glass coverslips and )Ga
imaging experiments were performed as previously
described (Lallet-Daheet al, 2009) using Fura-2 AM
as calcium dye. To represent the variation of G&T;,

the fluorescence intensity ratio represented by

were designed on the basis of established GenBank F340/F380 was used as an indicator of changes in

sequences and synthesized by Invitrogen (Carlsbad,
USA). The amplified PCR products were of 510 and 21
bp respectively.

Cell transfections

For siRNA experiments, equal numbers of cells fittwn
same culture were seeded transfected overnight 2fth
nM of control siRNA (targeting Luciferase mRNA)
(Eurogentec, Belgium) or 2 different siRNA raised
against TRPA1 mRNA. (siTRPA1-1, siTRPA1-2) using
Hyperfect transfection reagent (Qiagen Inc., Cdgoéaf,
France) in CS-RPMI containing 10% FCS + 1 nM DHT
according to the manufacturer's instructions. Medivas
changed after 24 h and cells were incubated farthdr
24h before performing experiments. The target secpe
for TRPA1 siRNA were as follows: siTRPA1-1:-5
GGUGGGAUGUUAUUCCAUA(ITAT)-3 siTRPA1-2:
5-GAAGGACGCUCUCCACUUA(ATAT)-3. The
efficiency of the siRNA is validated by RT-PCR aby

© 2013 Tous droits réservés.

cytosolic C&" concentration. Each experiment is
performed on 35-45 cells in duplicate and repeftded
times on different cell cultures.

Electrophysiological studies

Whole-cell patch-clamp recordings were performed
using a RK-300 patch-clamp amplifier (Biologic,
Grenoble, France) as previously described(Gacketre
al., 2006). Bath medium used for whole-cell
experiments consisted in HBSS supplemented with 10
mM TEA (see reference for composition [Ea®"];
Measurements Section). Recording pipettes weredfill
with a solution containing 145 mM KGluconate, 5 mM
HEPES, 2 mM MgG| with 1 mM EGTA. Osmolarity
and pH were adjusted to 290 mOshm.and 7.2,
respectively.
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Preparation of PrSC conditioned medium and cell
growth studies

Stromal cells (5x1®ells per condition) were cultured in
CS-RPMI supplemented with 0,1 % FCS with or without
TCS for 3 days. Culture supernatants were collected
centrifuged and then incubated with PC-3 cellsifercell
growth studies. PC-3 cells seede®iwell plates (3000
cells/well) were cultured in RPMI/10% FCS for 24the
medium was then replaced by 150 pPeSC conditioned
medium and incubated for 3 days. The control PQI3 ce
were cultured in CS-RPMI supplemented with 0,1 %5FC
for 3 days with or without TCSCell growth was
estimated using the commercial assay MTS/PMS kit as
previously described(Lallet-Dahest al, 2009).

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) for
VEGF

PrSC cells were incubated iB8S-RPMI supplemented
with 0,1 % FCS with or without TCS for 3 day#o 12-
well plates. The supernatants of the cell cultunese
then withdrawn, centrifuged and a VEGF immunoassay
kit (Abcam, Paris, France) was used for VEGF daiact
according to the manufacturer's instructions.

Statistical analysis

Plots were produced using Origin 8.0 (Microcal $afte,
Inc., Northampton, MA). Results are expressed asnme
S.E. Statistical analysis was performed using uepdi
tests or ANOVA tests followed by either Dunnettr(fo
multiple control versus test comparisons) or Student-
Newman-Keuls post-tests (for multiple comparisons).
Student’s t-test was used for statistical comparisbthe
differences and P<0.05 was considered significant.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Effect of TCS and TCC on basal [C&]; of
stromal cells derived from prostate cancerCells grown

on glass coverslips and cultured in complete medinoh
then direct effects of TCS) or its analog TCCHh)) at
different concentrations on [€3 were studied by
calcium imaging. Inserts show the respective chalmic
structure of each compound. TCS induced two tydes o
calcium response, depending on the composition of
stromal cells population when there was a
preponderance of fibroblasts (insert: vimentine itpas
cells) in culture, the response induced by trialoseas
transient with a subsequent low amplitude platelaasp
(c), and when there was a more important proportibn o
smooth muscle cells (inserti-actin positive cells) in
culture, the response was transient with a subsednugh
amplitude plateau phased)( Cells grown on glass

© 2013 Tous droits réservés.
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coverslips and cultured in complete medium were
processed by calcium imaging and the effect of TCS
was studied under the following conditions : thdisce
were first placed in a Ghfree bath solution (0 G§

and then exposed to 2 mM extracellulafqa C&") as
indicated €). The effect of TCS on human Primary
Epithelial Cells (hPEC) was also evaluated by calci
imaging €). Each experiment was repeated at least 4
times in duplicate in different cell cultures offield of
35-45 cells and representative experiments perfbrme
on 60-90 cells as meanzs.e are presented. *P<Uhl.
TCS application and extracellular Cancrease from 0

(0 C&") to 2 mM (2 C&") are marked by horizontal
bars.

Figure 2. TCS-induced calcium entry is similar to
TRPAl-ligand activated calcium entry. (@) Table
listing the different calcium channel inhibitorssted
that have been also known to be TRPA1l channel
agonists. l§,c) Direct effects of pharmacological
inhibitors of calcium channels (i.e. Flufenamicdaand
Clotrimazole) on calcium signalling in stromal ecell
grown on glass coverslips and cultured in full noeai
Each experiment was repeated at least 3 times in
duplicate in different cell cultures on fields o520
cells and representative experiments performed@n 6
90 cells as meanzs.e are presented. *P<0.01.

Figure 3. Suppression of TCS-induced calcium entry

by inhibition of TRPA1. To study the involvement of
TRPAL channel in the TCS-induced calcium entryiscel
grown on glass coverslips and cultured in complete
medium were processed by calcium imaging to test th
direct effect of Triclosand) or Flufenamic acid k)
combined with the non specific TRPA1 inhibitor,
Ruthenium Red (RR). The specific inhibitor HC-
030031 was also applied on the calcium entry induce
by TCS ¢€). Fourty-eight hours prior to recording Ca
signals by calcium imaging, hPrSC cells were
transfected with control siRNA (siCTL) or siTRPAl
(25 nM each) and then modulation of TRPA1
expression in hPrSC cells following their transi@ct
was assessed by RT-PCR and immunofluorescence
studies using a TRPA1 specific antibodg).( The
corresponding calcium imaging experiment in siCTL
and siTRPAl-transfected cells is shown i@). (In
calcium imaging experiments, the functionality bgt
TRPA1 was studied by the application of a known
TRPAL agoniste (AITC) in the absence and presefice o
TRPAL inhibitor (HC-030031, 200 uM)f)( Each
experiment was repeated at least 4 times in duplica
different cell cultures on a field of 35-45 cellada
representative experiments performed on 60-90 aslls
meanzts.e are presented. *P<0.01.

Figure 4. Activation of the TRPAL channel by TCS

in hPrSC cells. Electrophysiological studies were

carried outto test the ability of Triclosan to activate

TRPAL1 channel. 10 pM TCS increased whole-cell
current at all membrane potentials ranging fronD-fi®
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120 mV in hPrSC cellsaj. (b) Representative time
courses of whole-cell currents in hPrSC cells messat
membrane potentials of —150 mV (red circles) an80+1
mV (black circles). The application of TCS increds
membrane currents at both membrane potentialsM10
which was antagonized by the administration of
HC030031 (50 uM). The time of TCS and HC030031
applications are marked by horizontal barsc) (
Representative time courses (a) and current—vol(tiady
relationships (b) of whole-cell currents in hPrSélic
showing that TCS-induced current (10 TCS) was
suppressed by Ruthenium Red (RR, 50 pMJ) (
Representative time courses (a) and current—vol(tiad
relationships lf) of whole-cell currents in hPrSC cells
showing that TCS-induced currents (10 uM TCS). were
similar to AITC-induced currents (30M AITC) which
were also inhibited by HC030031 (50 uM).

Figure 5. TCS specifically activates TRPAL.
Electrophysiological studies were also carried dut
HEK293 cells transfected either with vector (veetor
HEK293) or with human TRPA1l (hTRPA1l) (hTRPA1-

Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

guantitative RT-PCR experiments were performed to
study the expression of TRPA1 (510 bp) mRNA using
specific primers. To detect TRPAL protein exprassio
total proteins were extracted and 20 pg proteineewe
analysed on 6% acrylamide gel (SDS-PAGE),
transferred on PVDF membranes. Immunoblots were
then performed as described iMethods for the
detection of TRPAL. Immunofluorescence studiesgusin
a TRPAL1 specific antibody (green) were performed on
grade 3 PCa formalin-fixed, paraffin-embedded gssu
(d ande), on primary stromal cells hPrS@) @nd on
normal prostate and Benign Prostate Hyperplasia
formalin-fixed, paraffin-embedded tissueg &nd h).
Nuclei were either stained by DAPI (blue) or prapid
iodide (red). The panei)(shows the control experiment
where the primary antibody was omitted and only the
nuclei were stained by propidium iodide (Pl).
Immunofluorescence studies were also carried out on
normal breastj] and breast cancer tissudd Y using a
TRPAL1-specific antibody (green) and DAPI staining f
the nuclei (blue).

HEK293). Representative time courses measured at Figure 7: TCS induces mitogenic factor secretion(a)

membrane potential of —150 mV (red circles) andG+15
mV (a) and current—voltage (I-V) relationshipb) (of
whole-cell currents recorded in hTRPA1-HEK293 cells
The application of TCS (10 uM) induced similar eunts

to that of induced by,AITC (3@M). Both AITC and
TCS-induced currents were inhibited by HC030031 (50
UM). Representative time courses measured at mebra
potential of =150 mV (red circles) and +150 ma) and
current-voltage (I-V) relationshipsd)( of whole-cell
currents recorded in vector-HEK293 cells. Neith€ST
nor AITC induced membrane currents in vector-HEK293
cells. The time of TCS, HC030031 and AITC applicas
are marked by horizontal bars.

Figure 6. TRPAL1 channel expression prostate cancer

5x10° PC-3 cells grown in 96 well plate in complete
medium were either treated with 0.1% FBS medium
containing or not TCS (0.1 or 1 uM) or with media
conditioned by hPrSC cells exposed or not to TC$ (0
or 1 uM) for 4 days. MTS assay was then performed a
described irMethodsand mean data of viable cells are
represented. *? < 0.001 relative to CTL conditionb)
Quantitative measurement of human VEGF by ELISA
in the conditioned media of hPrSC cells. StromabPC
cells (70-80% confluent) were cultured in 60 mnhdis
for 4 days in presence or not of TCS (1, 5 or 10)uM
and HC-030031 (200 uM). B < 0.001 relative to CTL
condition; ** P < 0.001 TCS 5 pMersusTCS 5 pM +
HC-030031 200 upM. df Hypothetic pathway
Triclosan, by modifying calcium signalling through

tissues.The TRPA1 channel expression was assessed by TRPAL, could trigger secretion of mitogenic factors

RT-PCR &) and Western blottingb(c) in stromal cells
derived from prostate cancer (hPrSC, numbers itelica
hPrSC from different patients), prostate epithetalls
(LNCaP, PC-3 and DU145 prostate cancer cell limet a
hPEC primary epithelial cells), vector-HEK293 and
hTRPA1-HEK293 cells. To detect TRPA1 mRNA
expression, total RNA was extracted and semi-

© 2013 Tous droits réservés.

from stromal cells, leading to the proliferationdéor
the migration of the epithelial PCa and the vascula
endothelial cells (angiogenesis) two important
components of tumor formation, favoring thus the
progression of the cancer.
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Le cancer de la prostate est une maladie fréquimtenue un véritable probleme de santé
publique. En effet, les traitements actuels ont effieacité limitée dans le temps, et l'issue de la
maladie est encore trop souvent mortelle faisarmtette maladie le troisieme cancer le plus meurtrie
chez ’lhomme.

Il est bien établi depuis longtemps que la croissattu tissu prostatique sain et pathologique
de la prostate est dépendante des androgenes.tDeraombreuses années, les androgenes ont été
la seule cible des recherches contre le cancex dektate, et les traitements hormonaux actuels on
d’ailleurs pour point commun d’empécher I'actiorsdmdrogenes sur cet organe. Cependant, cette
théorie hormonale du développement du cancer geoktate a ses limites. En effet, les traitements
androgéniques actuels sont bénéfiques a une néajdeitpatients de facon temporaire car il est
fréequent que ces patients développent par la sogerésistance aux traitements. Cette résistance es
en partie le résultat de I'évolution des celluleanecereuses prostatiques vers I'androgéno-
indépendance qui, en général, est associée a nogtioclinique défavorable et accompagnée d’'une
augmentation de lI'agressivité et de I'invasion deltules cancéreuses prostatiques.

L’apparition des cancers prostatiques peut avoie wmigine génique et une origine
environnementale. L'une des caractéristigues megede I'évolution du cancer de la prostate vers
I'androgéno-indépendance se traduit par la capalgt® cellules a survivre indépendamment des
hormones endogenes, certainement grace a l'inteovede facteurs exogénes non androgéniques.
L'étude des cibles et des mécanismes d'action sléacteurs permettrait a terme de développer de
nouvelles stratégies pharmacologiques. Or de nambseétudes ont montré que certains facteurs
environnementaux du type perturbateur endocrintaie® capables de favoriser I'induction de la
cancérogénese et/ou la progression tumorale. @&stjuoi nous nous sommes intéressés a l'impact
de ces facteurs environnementaux sur la cancéregé@mestatique et plus particulierement au réle
gue pouvaiten avoir les canaux ioniques dans efiets.

Dans le cadre de cette these, nous avons choisidigé trois perturbateurs endocriniens : le
BPA pour lequel de nombreuses études ont montréirsplication dans la cancérogénese et
I'évolution du cancer prostatique mais n’ont pasda lien avec une perturbation de I'homéostasie
calcique, et les antimicrobiens TCS et TCC qui dentbgénérer une signalisation calcique

particuliere dans certains types cellulaires.

Le perturbateur endocrinien BPA et la migration desellules cancéreuses épithéliales
prostatiques.
Des étudesn vivo etin vitro ont montré que le facteur environnemental BPA ijoua role

important dans l'initiation et la progression @uncer de la prostate apres thérapie hormonalegHo
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al., 2006, Wetherill et al, 2005). Au niveau des cellules cancéreuses pigstst le BPA est
capable d'induire la prolifération des cellules tuates androgéno-dépendantes et de réduire
l'efficacité thérapeutique dans des modéles de gréffes (Wetherill et al, 2006). Bien que ces
données montrent le potentiel du BPA a aider ldhiles tumorales a échapper a la thérapie
hormonale, les mécanismes moléculaires de ce maee® sont pas encore bien connus.

Notre étude montre pour la premiére fois que des fales doses du BPA (1-10 nM)
induisent la migration cellulaire en modulant la sgnalisation calcique. Les concentrations
utilisées dans cette étude donnent aux résultatsnod une pertinence du point de vue
environnemental.

Les processus invasif et métastatiques sont lesipaux facteurs a l'origine de la mortalité et
la morbidité liée au cancer (Molloy and Van 't Ve2008). En raison de la métastase généralisée
chez les patients atteints d'un cancer avancé ouolmserve une résistance aux thérapies
traditionnelles, les taux de mortalité demeurentréemement élevés et les nouvelles stratégies
thérapeutiques sont nécessaires pour intervens ldgorocessus métastatique. Ainsi, comprendre les
événements moléculaires de cette pathogenese dercde la prostate permettrait d'améliorer le
diagnostic et le pronostic de la maladie, et dipfites mesures de prévention et de nouveaux
traitements en vue d’éliminer les métastases doerate la prostate.

Un point de régulation commun a de nombreuses vdestransduction de signal est
I'hnoméostasie du calcium intracellulaire. De nombes données montrent clairement l'implication
de I'entrée du calcium dans la migration des aslghncéreuses et non cancéreuses (Bisasia,
2010, Li et al, 2011, Schaffet al, 2010, Yanget al, 2009a). Une nouvelle approche pourrait donc
consister a se concentrer sur les voies de sigtialis intracellulaires sous-tendant le processus
métastatique.

Dans la présente étude, nous montrons clairemanmntlpgoremiere fois que le prétraitement
des cellules cancéreuses prostatiques humainedepaconcentrations de BPA (1-10 nM) favorise
leur migration. Par la technique d'imagerie caleiguous avons montré que le prétraitement au BPA
induit une amplification de I'entrée calcique dpdySOCE dans les cellules androgéno-dépendantes
LNCaP. Du point de vue moléculaire, des expériertmRT-PCR et de Western blot nous ont
permis d'identifier les protéines de canaux ionsgomdulées par ces prétraitements au BPA. Parmi
ces derniéres se trouve la protéine Orail uneip®t@®nnue pour constituer un acteur important du
SOCE dans de nombreux systémes cellulaires, y éentgs cellules cancéreuses prostatiques
humaines.

En revanche, nous n'avons pas observe d’effettdite@PA sur le taux de calcium basal des

cellules cancéreuses prostatiques alors que damsed systémes cellulaires, le BPA ou ses dérivés
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sont capables d’'induire une augmentation de calentracellulaire. En effet, dans les cellules de
Sertoli TM4, une application directe d'un compos&ivee du BPA, le tétrabromobisphénol A
(TBBPA), un agent ignifuge couramment utilisé, indine augmentation du taux de calcium libre
basal par 'inhibition des pompes SERCA et vidadge stocks intracellulaires (Ogunbay al,
2008). Dans les cellules cancéreuses hypophysamesatomammotropes GH3/B6/F10 de rat,
Kochukov et al. (2009) ont montré que le BPA a wgoacentration de 1 nM induisait une forte
augmentation de Gade type oscillante et ainsi I'activation de lasvMAPK (ERK1/2) conduisant &
une libération de PRL (Kochukpet al, 2009). Des résultats similaires ont été signpégBulayeva
et al. et Wozniak et al. ou les auteurs ont déndogtre I'afflux calcique induit par le BPA était
strictement dépendant du Recepteur aux Estrogeneembranaire (mER) et médié par les
canaux calcigues voltage-dépendants de type L kéansellules pancréatiqu@s(Bulayeva et al,
2005, Wozniak et al, 2005).Les cellules LNCaP utilisées dans notre travaikprienent pas ces
canaux C& voltage-dépendants de type L (cellules non exieigdbce qui est probablement la raison
de I'absence de réponse a une application direcRR sur les cellules LNCaP et LNCaP C4-2.

Toutefois, lorsque les cellules cancéreuses piqsts humaines étaient prétraitées par le BPA
(1-10 nM), une augmentation du SOCE et un remoeéeligg'expression des canaux ioniques étaient
observables. L'altération de I'expression des canawmiques pourrait étre médiée par une voie de
signalisation conduisant a l'activation de factedestranscription nucléaires. En effet, plusieurs
données récentes suggerent I'activation de voidsadeduction par le BPA, méme si dans certaines
études les concentrations utilisées pour le BPAQQ M) sont plus grandes que les concentrations
environnementalement pertinentes (1-10 nm).

Il a été suggéré que le BPA pouvait induire I'aation du récepteur aux androgenes. En effet,
dans les cellules cancéreuses prostatiques, le 8% averé étre un agoniste du récepteur aux
androgenes muté (AR-T877A) exprimé dans les PQaneruts (Wetherillet al, 2002, Wetherill et
al., 2005, Wetherill et al, 2006) et dans la lignée cellulaire LNCaP utilisé®s nos études. Selon
les auteurs, le BPA induit une prolifération cedité dans les cellules exprimant ce récepteur muté.
Les conséquences cliniques de l'activation des ARgants et l'induction d’'une prolifération
tumorale androgéeno-indépendante par le BPA peudtatconsidérables, le BPA pouvant réduire
l'efficacité thérapeutique anti-androgénique daas modeéles de xénogreffes (Wetherdl al,
2006). Dans nos expériences, la DHT induit I'exgices de la protéine Orail et le BPA semble
imiter ces effets du ligand canonique de I'AR (DHTEpendant, tous les effets du BPA ne passent
pas forcément par une activation de 'AR. Dans étuele récente, Hess-Wilson etcollaborateurs ont
clairement montré que le BPA et la DHT généraiesd grofils transcriptionnels distincts dans les
cellules cancéreuses prostatiqgues exprimant lemhAR-T877A, méme si certains genes communs
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étaient activés par la DHT et le BPA dans les EdlUNCaP (Hess-Wilsgret al, 2007). Ces
observations pourraient expliguer la migrationudalle et I'expression du canal Orail induite jear |
BPA dans les cellules cancéreuses prostatiquesogénin-indépendantes humaines PC-3 ou le
récepteur aux androgenes est absent. Le BPA pbaimai activer d'autres voies de signalisation que
celle de I'AR pour induire les effets observés damsétudes.

Dans ce contexte, il a été montré que le BPA padurduire la phosphorylation des kinases
ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) et J{¢Klun N-terminal Kinase), et la translocation
nucléaire du facteur de transcription NB-dans les cellules hippocampales HT-22 de soues gt
al., 2008). De maniére intéressante, des sites fonale de liaison de NkB ont été identifiés dans
les régions promotrices de STIM1 et Orail et Neation du canal calcique Orail semble étre
modulée positivement par le facteur de transcriptF«B (Eylenstein et al, 2012). En
conséquence, I'entrée de type SOCE était égaleaugmienté®ia une surexpression de p65/p50 ou
p65/p52 et diminuée par un traitement avec l'inbibi de NF<B, la wogonine. Le BPA pourrait
ainsi interférer avec la transduction des signaes fhcteurs de croissance pour activer la voie
PISK/AKT et induire I'activation du facteur de temmiption NFxB conduisant a une régulation de
I'expression des canaux ioniques dont Orail. Rlusigavaux ont aussi montré la stimulation des
voies PKA/CREB par le BPA (a des concentrationd’adre du nanomolaireyia l'activation du
MmER-a (Bouskine et al, 2009, Quesadaet al, 2002). Mais l'implication de cette voie dans
I'expression des canaux ioniques nécessite destigaBons plus pousseées.

La connexion entre les stocks calciques et la migraellulaire est davantage mis en évidence
par des travaux récents qui se sont focalisés’'enirde capacitive médiée par STIM1 et Orail.
L’activation des phospholipases C par des factprgsents dans le sérum conduit a une déplétion du
Cd* de I'ER médiée par I'tP qui & son tour stimule linflux de &aa travers la membrane
plasmique (Varnaiet al, 2009). STIM1 a été identifié comme le senseucigaé réticulaire qui,
suite a la vidange du stock, interagit avec ewvadiés canaux Orail a la membrane plasmique pour
permettre l'influx de C& extracellulaire (Varnaiet al, 2009). Ces études démontrent que STIM1,
Orail et I'entré capacitive jouent un réle esséwkds la migration de certains types cellulaiRdas
précisément, l'inhibition génétique de Orail ouMTlou l'inhibition pharmacologique sélective de
I'entrée capacitive inhibe la migratiam vitro des cellules cancéreuses du sein (Yabgl, 2009a),
des cellules musculaires lisses (Bisaillehal, 2010), des neutrophiles (Schadt al, 2010) et des
cellules endothéliales (Let al, 2011) et inhibe aussi vivo les métastases de tumeurs mammaires
et I'angiogenese (Let al, 2011, Yanget al, 2009a). Ces observations confirment nos donndes s

le BPA qui, en régulant I'expression des canauxgioes impliqués dans I'entrée capacitive, permet
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d'augmenter I'influx calcigue SOCE développé pardellules cancéreuses prostatiques en réponse a
des facteurs présents dans le sérum.

La migration cellulaire induite par le BPA que nousavons observée était dépendante de
I'entrée de calcium et l'utilisation des outils phamacologiques suggérent l'implication des
canaux SOC dans les effets du BPA sur la migratiodes cellules.L’augmentation de calcium
cytoplasmique induite par le BPA peut faire inteivedifférents processus pour déclencher la
migration cellulaire. En effet, une élévation déctam de type SOCE peut étre impliquée dans la
migration cellulaire par induction de la sécréti@t |'activation d'enzymes comme les
métalloprotéinases (MMP) connues pour leur rélesdanmigration cellulaire, mais aussi par la
régulation de leur expression génique et protéigas.cellules tumorales semblent avoir la capacité
de produire les MMP et leurs inhibiteurs endogefiéstta and Stetler-Stevenson, 1990, Stetler-
Stevensonet al, 1989, Welguset al, 1979). La protéolyse et rupture de la membrarsalba
nécessitent l'activation de MMP spécialisées. L&AV et MMP-9, qui sont plus particulierement
impliquées dans la migration cellulaire, sont desymes dont I'activation et la fonction sontCa
dépendantes (Colliget al, 1988, Stetler-Stevenspet al, 1989).

On peut donc imaginer que I"induction de I'expr@ssles MMP par le BPAia I'amplification
du SOCE pourrait étre une voie de stimulation deigration cellulaire. Qui plus est, des données
récentes montrent qu’'une entrée de calcium, et pdiculierement le SOCE, peut étre impliquée
dans I'expression des MMP-2 et MMP-9 suite a Vatitbn de la voie des MAPK (ERK1/2) et/ou de
la voie calcium/calcineurine/NFAT (Mukhopadhyagt al, 2004, Velupillaj et al, 2010). Ces
observations laissent a penser que l'augmentaéidiertrée de calcium induite par un prétraitement
au BPA pourrait permettre l'expression des progiMMP-2 et MMP-9 impliquées dans la
migration cellulaire. Cependant, les effets du BBJ I'expression des protéines MMP-2/9 et
'implication du calcium dans ce processus néecesdigs études ultérieures dans les cellules
cancéreuses prostatiques.

Un autre mécanisme possible par lequel le BPA jpelutire la migration cellulaire par le biais
de la régulation du SOCE serait la modulation adnduer d'adhésion focale, un processus impliqué
dans la migration cellulaire. La phosphorylatiors dgrosine des protéines et la protéolyse des
protéines d’adhésion focale sont impliquées damsddification de I'adhérence focale (Welsh al,
2002). Une augmentation du Caellulaire pourrait augmenter l'activité de laosine kinase FAK
(focal adhesion kinase), un régulateur essentiglchover d’adhésion focale, et de la calpaine, une
protéase calcium-dépendante (Achisat al, 2001). Le BPA, par amplification de l'entrée
capacitive, pourrait donc moduler ces protéines -Gensibles impliquées dans le turnover

d’adhésion focale.
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Pour joindre ces études réalisées sur les lignéesllglaires et les tissus prostatiques des
cancers, nous avons pour la premiére fois montréekpression des protéines Orail dans les
tissus prostatiques humains.En effet les études par immunofluorescence onttr@ame forte
expression des protéines Orail dans les celluliisééiples des acini ainsi que dans les cellules du
stroma. Ainsi, les cellules stromales pourraierglé&ment étre influencées par I'exposition au BPA.
Compte tenu de l'importance des interactions épithéstroma (stroma réactif) dans la progression
des cancers prostatiques, les effets potentieBRAIsur la signalisation calcique et la sécrétiea d
facteurs de croissance de ces cellules devronazaite étre étudiés.

Le BPA est systématiguement détecté chez presque las individus (95%) des pays
développés (Welshon®t al, 2006), ce qui suggére que les humains sont expaséBPA en
permanence. En outre, la rapide élimination méiqbeldu BPA et les taux que I'on détecte dans les
urines et le sang humains laissent a penser quie taatx d’exposition au BPA est plus élevé que
celui indiqué par diverses études et qu'une consdimmquotidienne a long terme pourrait conduire
a sa bioaccumulation conduisant a des effets natifsla santé humaine dont notamment la
progression tumorale. Les concentrations de BPAmpus avons utilisées dans notre étude seraient

donc pertinentes du point de vue d’exposition emnementale.

L'impact du TCS sur les cellules épithéliales camegéses prostatiques

Dans la présente étude, nous montrons pour la grerfois que I'antimicrobien TCS (1 — 10
uM) induit une mobilisation de calcium a partir d#scks intracellulaires par I'activation des canaux
ioniques RyRs dans les cellules cancéreuses popstat humaines. Ces effets du TCS étaient
accompagneés d'une diminution de la prolifératidiutzgre et de l'inhibition de lI'apoptose induitarp
la thapsigargine (TG). Nous avons montré que le Tbbait la translocation de la protéine STIM1
et probablement l'activation du canal membranairail® menant a l'inhibition de l'apoptose en
bloquant l'influx calcique SOCE induit par la TGoslrésultats suggérent I'implication des Protéines
Kinases C (PKC), probablement activées par la nsalibn du calcium interne induite par le TCS,
dans les actions inhibitrices du TCS dans les lesllcancéreuses prostatiques humaines.

L'augmentation de la concentration en calcium agttalaire libre induite par le TCS peut
également moduler I'expression des genes par déreases voies implicant le calcium. Il est
maintenant bien établi qu'une variation de la *[Gadéclenche diverses fonctions cellulaires
(Campanellaet al, 2004, Franks and Sejnowski, 2002, (Gl al, 1996, Lynch and Michalak, 2002,
Macrez and Mironneau, 2004, Shuttleworth, 1997ynPdes effets calciques, l'oscillation de la
[Ca®™]; (oscillation calcique) est connue pour activersigurs facteurs de transcription et induire

ainsi I'expression des genes (Dolmetsthal, 1998, Lewis, 2003, Liet al, 1998). La modulation de

184
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

I'expression des genes de canaux ioniques indaitéepT CS dans les cellules LNCaP pourrait étre
due a l'activation des RyRs et la libération subséte du calcium a partir des stocks intracelletair
L'étude de I'origine des signaux calciques implgjdéns la régulation de I'expression génique dans
le muscle squelettique n’a été réalisée que recemmeans ce tissu, la plupart des signaux calciques
cytoplasmiques et nucléaires proviennent de ladii@n de calcium a partir des stocks internes,
médiée par les Récepteurs a la Ryanodine (RyRa)'thg (IPsRs) situés a la fois dans la membrane
du réticulum endoplasmique et dans la membranetaine| et leur activation contribue aussi a une
augmentation en calcium nucléaire durable. Lesasigrcalciques meédiés par les RyRs et IgR$P
sont tres différents en termes de cinétique, aogditet localisation subcellulaire ; la questiondest
savoir si ces différences sont différentiellemegtedtées par les facteurs de transcription.

Plusieurs études montrent que la libération deiwalcinduite par les RyRs contréle
I'expression de certaines protéines du muscle stjgele (Adams and Goldman, 1998, Va&i al,
2000), contrdle médié partiellement par la CaMBgcphersonet al, 2002, Tanget al, 2004). Un
réle de la libération de calcium induite par lesRRydans l'expression des génes a été également
rapporté dans la lignée cellulaire L6 de muscleekatique non contractile (Ojukat al, 2002,
Ojuka et al, 2003). L’ajout de caféine (activateur exogene BgRs) augmente I'expression de
plusieurs enzymes mitochondriales et de facteunsagescription impliqués dans leur régulation, et
cet effet est antagonisé par le dantrolene. Cetgenantation de I'expression de plusieurs protéines
mitochondriales induite par la caféine est égaldnariagonisée par un inhibiteur des CaMKs
(Ojuka et al, 2003).

Des nombreuses données montrent que la prolifératepoptose et la migration cellulaire
sont corrélées avec une altération de la fonctioml® I'expression des canaux ioniques impliqués
dans la signalisation de ces mécanismes cellullmrelamentaux (Langet al, 2005, Prevarskayat
al., 2011). Dans nos études réalisées sur les cellNg3aP, malgré les effets du TCS sur la
signalisation calcique et I'expression des genesati@ux ioniques, nous n’avons pas observé d'effet
stimulateur de la prolifération cellulaire, maisitdit un effet inhibiteur pour la concentration lag
élevée utilisée dans nos études (10 uM). Il essiplesque l'effet du TCS sur la translocation de
STIM1 soit impliqué dans ses effets sur la dimiomtie la prolifération des cellules LNCaP.

Nous avons également mené ces études sur lesesetlahcéreuses prostatiques androgéno-
indépendantes PC-3. Dans ces cellules, le TCS senmuuire un effet biphasique : une
augmentation de la prolifération a faibles conaiins et une diminution de la prolifération aéor
concentratior{Figure 34) La population de la lignée cellulaire PC-3 étagiterogene, il se pourrait

gu’'une certaine catégorie de ces cellules entrepratifération alors qu’'une autre subisse la

185
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

différenciation menant a 'EMT suite aux traitengerdu TCS, la réponse de chaque catégorie
cellulaire dépendant des doses d’exposition au TCS.

g

8

crolssance en %
a8 3

Figure 34 : Prolifération des cellules PC-3 traitées ou nof@s (0,1, 1 ou 10 uM) pendant 4 jours.

Pour les deux lignées cellulaires, nous avons étadle TCS pouvait induire une transition
epithélio-mésenchymateuse. Pour les cellules LN@QaBlles que soient les concentrations de TCS
testées nous n‘avons pas observé de variationt alkams ce sens. En revanche, la signalisation
calcique et la modulation de I'expression des g@&gesanaux ioniques induites par le TCS dans les
cellules cancéreuses prostatigues androgéno-indépws PC-3 pourraient étre a l'origine du
processus de transition epithélio-mésenchymatduseeffet, pour déterminer si les cellules PC-3
traitées au TCS sont engagées dans un processMd ditous avons dans un premier temps évalué

leur capacité de migration par la technique detiggagion(Figure 35)

CTL SVF 2% TCS1puM6 Jrs

TO

Téh

T24h

Figure 35 : Migration par la technique de cicatrisation ddtutes PC-3 prétraitées ou non au TCS (1 pM penéant
jours) en présence ou non de TCS (1 uM) suiviedbr
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Nous avons ainsi observé un comblement plus ragedia bréche réalisée chez les cellules
prétraitées au TCS par rapport aux cellules natéés Nous avons ensuite confirmé ces résultats
préliminaires en observant que des prétraitementsT@S des cellules PC-3 entrainaient une
augmentation de I'expression de la vimentine ab&si au niveau messager que protéifftigure
36A et 36B) la vimentine étant 'un des marqueurs les plusramment utilisés pour caractériser
'EMT dans les cellules cancéreuses épithélialefadude son role dans I'adhésion, la morphologie
cellulaire et la motilité (Mendezt al, 2010). De méme, des études par immunofluoresceoes
ont permis de mettre en évidence cette expressimimportante de la vimentine dans les cellules
PC-3 traitées au TCS ainsi qu'une morphologie plllengée de ces cellulgsigure 36C) Ces
premiers résultats laissent a penser que le TC8agibétre a l'origine du phénoméne de transition
epithélio-mésenchymateuse chez les cellules cam®Eseandrogéno-indépendantes prostatiques,

favorisant de ce fait leur caractere invasif etastgtique, et devront étre complétés par la suite.

X
A B3 2 =
g = T .=z & =32
L L
E%gE% S > T g 8 3 &
= o a T o 0h 0 ~— = = — -
G 28 n e SEB88888
§%ﬁ8888 O O - F F =
oL T O F F F F ol
1018 ) 2
506 Vimentine | % ; .
- e - Vimentine

290 } .
205:_— g-actine o e e E— -

Figure 36 : Expression de la Vimentine au niveau de 'ARNm f[zatechnique de RT-PCRA] et protéiquepar la

techniqgue de Western BloB) dans les cellules PC-3 traitées ou non au TCS grendi8h. C) Expression de la
Vimentine (vert) dans les cellules PC-3 traitéesnon au TCS (1 ou 10 uM) pendant 48h. Le noyauceéd#sles est
marqué a l'iodure de propidium (rouge).

Comme mentionné précédemment, les protéines O&illVI1 et des canaux TRP ont été
montrés pour étre impliqués dans la proliférati@s dellules tumorales, la migration cellulaire et
I'apoptose (pour revue, voir Prevarskaya et all1P0Les canaux SOC sont impliqués dans la
génération d’oscillation calcique (Feslka al, 2001, Lewis, 2003). L'oscillation calcique augnheen

I'efficacité de la signalisation nucléaire et s&gfrence contribue a la spécificité de la signadisat
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nucléaire, a l'activation de facteurs de transionipét I'expression des géenes (Dolmetsthal, 1998,
Lewis, 2003, Lj et al, 1998). Par conséquent, il se pourrait que le PESurbe I'expression de
certains genes via l'inhibition des canaux SOC.

En étudiant les effets du TCS sur I'entrée capaitiduite par la TG, nous avons montré que
le facteur environnemental agissait differemmentsda’il était appligué avant ou apres le
développement du SOCE. En effet, nous avons obspredorsqu'il était appliqué avant I'entrée
capacitive induite par la TG, le TCS présentait act#on inhibitrice sur l'influx calcique a travdes
canaux SOCEtant donné que la protéine STIM1 forme des cluster pres de la membrane
plasmique et active les canaux SOW@ia une liaison directe avec un domaine cytosolique
d’'Orail (Park et al., 2009), ces effets du TCS somrobablement médiés par l'inhibition de la
translocation de STIM1, de son regroupement en clter et de son association avec Orail.
Plusieurs mécanismes proposés pourraient étrequgdidans l'inhibition de I'influx calcigue SOCE
induite par le TCS. Le role des PKC dans la rémrafentrée capacitive a été étudié dans divers
types cellulaires, les effets observés sur la fonctles canaux SOC variant selon les types
cellulaires considérés (Gaet al, 2012, Haversticket al, 1997, Kawasakiet al, 2010, Legeet al,
1997, Parekh and Penner, 1995, Petersen and Berfiég§4). Cela peut étre di aux différents sous-
types de PKC (Nishizuka, 1988, 1992) et aux difiesaypes de canaux SOC exprimés dans les
cellules étudiées. Dans notre étude, a l'aide itbqattarmacologiques (un activateur et un inhibiteu
de la PKC, respectivement le PMA et G66976), notmns montré que les membres de la sous-
famille de PKC C#&-activées,PKCa and PK@, sont responsables de la modulation de linflux
calcigue SOCE. Toutefois, des études plus appradsnderaient nécessaires pour confirmer
I'implication de ces isoformes de PKC dans l'iniidioi de I'entrée capacitive induite par le TCS.

Des données récentes montrent que la protéine Spdtrait étre également phosphorylée
pour moduler sa translocation. L'inhibition derknslocation de STIM1 pourrait ainsi étre due a une
modification de son état de phosphorylation. Deslét ont révélé l'implication de membres de la
famille des MAPKs dans l'apoptose induite par la T€& MAPKs dont ERK1/2 régulent l'activité
de facteurs de transcription ou de kinases en @aaphosphorylation, contrélant ainsi une grande
variété de processus physiologiques (Futasti al, 2005). Une augmentation du calcium
intracellulaire basal en raison d’'une mobilisaties réserves intracellulaires active les voies des
MAP kinases conduisant a l'activation des kinadeKEet 2. Dans un travail récent, STIM1 s'est
avéré étre une cible de ERK1/2 au niveau d'un sjtécifique, la sérine 575. Des mutants de
substitution de cette sérine montraient une assogi®rail/STIM1 et une entrée SOCE réduites,
suggérant que la phosphorylation de ces résiduséesissaire pour développer I'entrée capacitive

(Leg et al, 2012, Pozo-Guisadet al, 2010, Smythet al, 2009). Récemment, un travail intéressant
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montre une phosphorylation des résidus tyrosin8 &1 durant les premiéres étapes d'activation
du SOCE (Lopegzet al, 2012). La phosphorylation des résidus tyrosimalde étre un événement
clé pour l'association de STIM1 aux canaux Orailserait aussi nécessaire pour l'activation de
I'influx calcigue SOCE. Le TCS pourrait donc inhibéirectement ou indirectement les tyrosine
kinase ERK1/2 pour empécher la phosphorylatioradtdnslocation de STIM1 et ainsi inhiber le
SOCE. Dans ce contexte, un effet inhibiteur du BO6l'adénylate cyclase, une enzyme effectrice
des voies de transduction, est déja connu dancelades de Leydig de rat (Kumaet al, 2008).
Concernant les effets du TCS apres le développemnheritentrée capacitive, nos travaux n’ont
montré aucune inhibition de l'influx calcigue SOQ¥os résultats suggerent donc que l'inhibition du
SOCE induit par la TG n'est pas due a un effectola TCS sur les canaux SOC, mais a l'inhibition
de la formation des complexes de canaux impligaés tlentrée capacitive.

Un autre effet important du TCS observé dans cettétude est la résistance a l'apoptose
induite par la TG des cellules cancéreuses prostgties LNCaP en présence de I'antimicrobien.
Ces données suggeérent que les facteurs environteumery compris le TCS, pourraient étre
impliqués dans I'échec des chimiothérapies dansddésments des cancers en général et du cancer
de la prostate en particulier. Le traitement duceanle la prostate métastatique et la résistatae a
castration androgénique sont depuis longtemps ahléme récurrent, avec quelques rares succes
thérapeutiques. Le Docétaxel a été le premieetrant cytotoxique associé a un avantage de survie
au cancer de la prostate résistant a la castraltaiheureusement, une proportion importante
d'’hommes atteints d'un cancer de la prostate aésiatla castration ne répond pas au traitement a
base de Docétaxel et tous les patients finissengé@réral par développer une résistance. La
compréhension des mécanismes sous-jacents deidgamés au Docétaxel pourrait permettre le
développement de plusieurs nouvelles approchesraiienment dans l'avenir. Ainsi, I'étude de
I'implication du TCS dans les mécanismes de régistau Docétaxel pourrait s’avérer intéressante
et permettrait de proposer des mesures prévergivdss thérapies de ciblage des canaux ioniques
pour rendre plus efficace 'action du Docétaxelsdarchimiothérapie des cancers de la prostate.

Pour la premiére fois, nous avons également mdakgression des cibles protéiques RyR1 et
RyR2 du TCS dans les tissus prostatiqgues humaimamiunomarquage des protéines RyRs était
retrouvé au niveau des cellules épithéliales et phiensément encore au niveau des cellules
stromales. Ainsi, les cellules stromales pourraigdlement étre influencées par I'exposition au
TCS, constatation qui fut le point de départ auettippement du troisieme volet d’étude de cette

thése.
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L’'impact du Triclosan sur les cellules stromalesiges de cancers prostatiques

Dans cette étude, nous avons montré pour la prenfiés I'impact potentiel du TCS sur la
progression du cancer de la prostate humain. E&t, efbus avons montré que le TCS induisait une
entrée importante de calcium dans les cellulesrgtles issues de cancers prostatiques humains,
cellules connues pour sécréter des facteurs migsgeapables d'affecter les cellules épithéliales et
vasculaires environnantes. Nous avons mis en ésédiéactivation par le TCS d'un canal calcique, le
canal TRPA1, situé sur la membrane plasmique. Rasuite, nous avons montré l'expression
exclusive du canal TRPAL dans les cellules strordatecancers prostatiques humains. Nous avons
aussi montré que l'activation du canal TRPAL irelpér le TCS et I'entrée de calcium qui s’en suit
stimulaient la sécrétion de VEGF, un facteur biennz pour moduler la croissance des cellules
endothéliales et épithéliales et pour favorisesidaprogression tumorale (Wong and Wang, 2000).

Le canal TRPAL est considéré comme un acteur clénflammation et des douleurs aigué et
chronique (neuropathique). Par ailleurs, son raélesda physiopathologie de nombreux organes est
pressenti et sera discuté avec son potentiel enqgtan cible thérapeutique pour le traitement de
diverses conditions pathologiques. Le canal TRP#lua canal cationique non sélectif qui s'avere
étre exprimé dans un sous-ensemble de neuronegrisgnsmpliqués dans de nombreuses formes
d'hyperalgésies aigués et chroniques (Baytital, 2006, Obataet al, 2005).

Nous avons montré que le canal TRPA1 était expriméxclusivement dans les cellules
stromales des régions de cancer et qu’il était imjgjué dans la sécrétion des facteurs par ces
cellules. Initialement signalés comme sensibles au froidifn(@tory, et al, 2003), les canaux
TRPAL se sont par la suite avérés étre senseuom®raux COmposés irritants environnementaux,
tels que l'acroléine (Bautistat al, 2006), le formaldéhyde (McNamaret al, 2007) et le zinc (Hu
et al, 2009), des ingrédients de plantes ameres confmiel’de moutarde (Bautistat al, 2006), le
cinnamaldéhyde (Bandellet al, 2004), et l'allicine (Bautistaet al, 2006) et des substances
produites de maniere endogene comme le peroxygerdiene (Anderssoret al, 2008) et le 4-
hydroxynonénal (Trevisanet al, 2007). Nos données montrant I'activation du caPAl par le
TCS suggérent que celui-ci pourrait étre ajouté dohgue liste des facteurs environnementaux
pouvant activer le canal. Toutefois, le site dation du TCS sur le canal TRPAL n’est pas encore
déterminé. L'utilisation par exemple de mutants canal au niveau de différents domaines
intracellulaire et extracellulaire de liaison dggmhds permettrait de déterminer le mode d’action d
TCS sur le canal TRPAL.

En plus des facteurs environnementaux, plusieurgadeurs endogenes du canal TRPA1 ont
été aussi mis en évidence et il pourrait s’avérgx geux-ci modulent également la sécrétion des

facteurs paracrines par les cellules stromalesniPeges substances endogenes, on peut citer par
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exemple les molécules produites au cours de lapblooglation oxydative, tels que le peroxyde
d'hydrogéne (kD,), le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et les prostaglaedircyclopenténone (PGJ
(Andersson et al, 2008, Bessacet al, 2008). Récemment, le canal TRPALl s'est avéeré étre
également activé par le méthylglyoxal (MG), formépartir de triose phosphates pendant le
métabolisme du glucose secondaire en état hypémigue (Capet al, 2012). Un autre activateur
endogéne du canal TRPAL qui pourrait s’avérer @sgant est le formaldéhyde. En effet, des
données clinigues ont montré que la concentrationfoemaldéhyde est élevée (2,8 fois plus
importante) dans les urines de patients atteints cincer de la prostate et de la vessie (Spanhel
al., 1999) et dans l'air expiré des souris porteusgsedumeur et les patients atteints de cancer du
sein (Ebeleret al, 1997) ; par ailleurs ces patients souffrent satide douleurs osseuses associées
au cancer (Sabino and Mantyh, 2005). Le formaldéhest depuis de nombreuses années considéré
comme un facteur de risque de développement deec@nborndike and Beck, 1977). Il a ainsi été
montré que dans les tissus cancéreux mammairagreompaires, la concentration en formaldéhyde
était en moyenne de 0,75 mM avec la plus forte eoimation atteignant 2,35 mM, des
concentrations suffisantes pour activer le candPARet induire la sécrétion des facteurs favorisant
la progression tumorale. Des études récentes pporg que le formaldéhyde (0,02 mM) pouvait
induire des influx calciquesia les canaux TRPV1 et TRPAL dans des cellules HEKsfectées.
Ces études ont montré que le canal TRPA1l était parsible au formaldéhyde que TRPV1
(Macpherson et al, 2007, McNamaraet al, 2007). Ces données suggerent que des substances
dérivées du cancer (formaldéhyde) pourraient awoieffet pro-cancer en activant le canal TRPA1
dans les cellules stromales conduisant a la sénrdtis facteurs paracrines et ainsi a I'évolutes d
cancers vers une forme plus agressive.

La contribution du microenvironnement stromal aweal@pement d'une grande variété de
tumeurs a été mise en évidence par des preuvesugs et l'utilisation de modéles murins
(Bhowmick and Moses, 2005). Un nombre croissardaimées suggerent également que les cellules
tumorales recruteraient activement les fibroblastesociés au cancer (CAFS), qui restent activés et
jouent un role important dans la progression tueof@howmick et al, 2004). Dans le cancer du
sein, environ 80 % des fibroblastes du stroma peuaequérir le phénotype activé qui favorise la
prolifération des cellules cancéreuses au niveau dites métastatiques, stimulant la croissance
tumorale similaire a celle de la tumeur primaireal{iri and Zeisberg, 2006). Le stroma réactif
s'initie durant le développement précoce du cadeda prostate et co-évolue avec la progression du
cancer. De précédentes études ont défini les margjwdés du stroma réactif et ont établi que la

biologie du stroma réactif influencait la tumori@ée et la progression du cancer prostatique.
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Dans notre étude, nous montrons que le TCSja l'activation du canal TRPAL, induit la
sécrétion de VEGF dans les cellules stromales issude cancer prostatique. Les récepteurs au
VEGF sont aussi bien exprimés dans les cellules stnales que dans les cellules endothéliales et
épithéliales (Jackson et al, 2002), ce qui suggeéere une interaction complexe tem les
composants cellulaires du micro-environnement cancéux prostatique. Le VEGF peut
potentialiser différentes fonctions dans le cander la prostate, dont beaucoup peuvent étre
responsables de sa croissance et de sa surviedéothérapie par blocage androgénique. En
particulier, 'augmentation de la synthese du VE@durrait étre liée a la transition d’'un satde
précoce du cancer a un stade hautement métastaticééractaire aux androgénes. La principale
fonction du VEGF est son implication dans la lymmiiagenése ou la croissance et la germination
de I'endothélium lymphatique se produit a partind/aisseau lymphatique préexistant (Skahel,
2001). La formation accrue de vaisseau lymphatigutourant une tumeur peut fournir les voies
possibles pour les cellules tumorales a métastagsrdes organes éloignés. Comme le retrait des
androgénes déclenche l'arrét de la croissanceapbptose au niveau de la tumeur primaire, une
augmentation du potentiel métastatique aide dosccédlules tumorales a migrer vers un autre
emplacement et y survivre. Fait intéressant, uneeesuggere une corrélation significative entre
I'expression de VEGF et la diffusion de gangliomphatique dans le carcinome de la prostate
humain (Tsurusakiet al, 1999). Plusieurs travaux ont montré la fonctioteptielle médiée par le
VEGF qui pourrait étre importante pour la croissaret la survie des cellules cancéreuses
prostatiques depuis la premiére phase de sa iansirs un phénotype réfractaire aux androgenes
(Li, et al, 2005). Ainsi, la sécrétion de VEGF induite pa &S pourrait favoriser la progression du
cancer de la prostate par modulation de la crotgsande la transformation des cellules épithéljale
de l'angiogenese et enfin des métastases. Cedsasigecont étre étudiés par la suitevitro etin
vivo pour évaluer l'impact du TCS sur les interacti@isoma-éptihélium et stroma-cellules
endothéliales dans le PCa et sur le développemerdral des cellules cancéreuses (chez la souris
nudeg et les variations potentielles de la densité aisseaux dans ces xénogreffes de cellules de
PCa.

La signalisation calcique : un moyen d’évaluatiored’impact des facteurs environnementaux
Comme nous venons de le voir, une variation du @encalcium intracellulaire peut avoir
plusieurs conséquences selon I'amplitude, la duaéeéquence et la localisation du signal. Celui-c
peut étre ainsi impliqué dans différents phénomeigsiopathologiques tels que la sécrétion, la
contraction, la prolifération, la migration ou I@mose. Par ailleurs, nous venons de montrer que le

facteurs environnementaux peut soit induire uneongé@ calcique, soit moduler une réponse
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calcique. Dans ce contexte, la signalisation cakigourrait étre utilisée comme moyen d’évaluation
du risque d’exposition ou du potentiel nocif d’uacteur environnemental. En effet, de nombreux
facteurs environnementaux déclenchent une signatimque particuliere, souvent associée a un
processus pathologique. Il a ainsi été rapporté dpuéaibles doses du BPA (1-10 nM) pouvaient
déclencher une rapide libération de PRL dans l#sles hypophysaires GH3/B6/F10, suite a une
augmentation de la [€5; via I'activation directe des canaux calciques voltdgpendants de type L
(Wozniak et al, 2005). Les cellules hypophysaires produisentetesent de maniere spontanée de
la prolactine dans les conditions physiologiquespéhdant une libération accrue de PRL, comme
celle déclenchée par le BPA, serait a I'origindrdables des fonctions reproductives.

Ces données suggerent donc que la réponse calciquees facteurs environnementaux
pourrait étre considérée comme un moyen d’évaluatio du risque potentiel des facteurs
environnementaux sur la santé publiqueEn effet, dans le cas de composés environnementaux
des soupgons peéseraient sur leur effet nocif,lisation d'un modéle cellulaire comme la lignée
HEK exprimant stablement les canaux TRPAL, les wanaltage-dépendants de type L ou les
canaux réticulaires RyRs, pourrait permettre derd@her rapidement leur potentiel effet néfaste s’i
y a activation directe ou inhibition de la réporsan agoniste de ces canaux. Les canaux ioniques
constitueraient alors des « biomarqueurs d’effanarqueurs reflétant un changement au niveau
cellulaire suite a I'exposition a un facteur enmmemental (Silins and Hogberg, 2011). Les
biomarqueurs d'effet ne sont pas spécifiques d’'gena donné, contrairement aux marqueurs
d’exposition, ce qui les rend particulierement iegsants pour détecter I'exposition combinée de
plusieurs facteurs environnementaux mais égalefesrgxpositions cumulatives et séquentielles au
fil du temps (Scherer, 2005). En outre, dans I'étdgkxposition combinée, les biomarqueurs d’effet
tels que des canaux ioniques pourraient permeittentifier les composeés actifs parmi les facteurs

environnementaux en mélange et également les coeisées de cette exposition combinée.

193
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Perspectives

194
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Etude de I'impact des effets combinés des pertuebas endocriniens

Nous venons de montrer gu’individuellement les dart environnementaux modulent la
signalisation calcique, I'expression génique etpescessus impliqués dans la cancérogénés. Or, de
nombreux perturbateurs endocriniens sont présemts dotre environnement et il est fort probable
gue des mélanges de ces agents se produisent, rderenatentionnelle ou par coincidence. Ces
mélanges de PE générés dans notre environnementeamainement innombrables et pourraient
avoir un impact sur la santé humaine de plus grengergure.

Il existe deux grands principes décrivant la man@ont des substances chimiques présentes
simultanément dans un mélange peuvent affecteeffess des unes et des autres : les concepts
d'additivité et d'interaction (Silins and Hogbei2)11). L'additivité présume que les produits
chimiques agissent par des modes d'action iderstiquedifférents, qui résultent en I'addition de
doses ou d'un effet. Par exemple il a été obsenelg BPA induisait une surexpression de VEGF
dans l'utérus, le vagin et I'hypophyse de rate @,cat al, 2001). Il se pourrait que le BPA stimule
également une surexpression du VEGF dans la peostahduisant a un effet additif de celui du
Triclosan sur la sécrétion de VEGF par les cellgigemales et a une croissance tumorale encore
plus importante. Le concept d’interaction, quahtiasuppose que les différents produits chimiques
en mélange affectent la toxicité des autres, sofly@ergie soit en antagonisme.

Dans ce contexte, nous envisageons par la suitadité I'impact des effets combinés de
plusieurs PE (dont le BPA, le TCS et le TCC) sactivation et I'inhibition des canaux ioniques
ainsi que sur leur expression genique et les caesegs possibles sur les processus impliqués dans
la cancérogénése. Nous regarderons donc égalemelésgpourraient étre les conséquences au
niveau de la prolifération, de I'apoptose et denlgration des cellules cancéreuses prostatiques pou
évaluer leur influence sur le développement tumoNdus chercherons aussi a savoir si ces
mélanges de PE peuvent moduler la réponse dedeseltancéreuses prostatigues aux agents
chimiothérapeutiques ou s’ils peuvent modifierdéfiets des facteurs de croissance.

Si des effets combinés des PE sont observés, rmreherons également des molécules
capables de contrecarrer ces effets soit par eméion directe au niveau des cibles des PE, soit pa
modulation de I'expression de ces cibles. A ce tiis extraits de plantes semblent constituer une
voie de recherche prometteuse, certains composgiamkes étant connus pour leur action inhibitrice
sur I'activité de canaux ioniques (Horvatit al, 2012, Moreraet al, 2012, Queirozet al, 2011,
Zare et al, 2012).
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Etude du canal TRPAL dans les interactions épitléti-stroma

D’apres nos travaux, le canal TRPA1 pourrait émeliqué dans le développement tumoral
prostatique, notammemia la sécrétion de facteurs solubles favorisant @ifpration des cellules
épithéliales cancéreuses et/ou endothéliales. Nw@wactériserons par des études vitro les
conséquences de ces interactions en utilisantalledes stromales en culture primaire et des cedlul
épithéliales et endothéliales (lignées cellulagkesultures primaires). Par ailleurs, des étudasvo
utilisant des souris nude permettront d’évaluerdke du canal TRPAL1 dans le phénoméne de
progression tumorale. Pour cela, nous réaliserass idjections combinées en sous-cutanée de
cellules épithéliales cancéreuses (PC-3, LNCaRyleslprimaires) et de cellules stromales issues de
cancer prostatique chez des souris nude. Cecicepeaih de mettre en évidence l'impact des
interactions stroma-épithélium dans le développeéntemoral. Dans les mémes conditions,
I'administration de I'inhibiteur HC-030031 ou dettivateur du canal TRPAL1 (AITC) permettrait
d’évaluer I'implication de ce canal dans la progies tumorale prostatique.

De plus, lors d’études par immunofluorescence ramasis observé que le canal TRPA1L était
exprimé égalment au niveau des vaisseaux sangasfucheurs. Ceci suggere que le canal TRPAL
peut jouer un role dans la sécrétion des factdtmsidthéline-1) par les cellules endothéliales. Ce
canal pourrait également intervenir dans la praiién et la migration des celulles endothéliales,
processus favorisant la progression tumorale. fhisadonc intéressant et important d’étudier

I'implication de ce canal TRPA1 dans la physiop&ige des cellules endothéliales.

196
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Conclusion

197
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

Dans le cadre de cette these, nous avons éetudééféts des facteurs environnementaux sur la
signalisation calcique et I'impact de ces dernigus la prolifération, I'apoptose et la migration,
processus impliqués dans dans la cancérogéneagdestate humaine.

Nous avons montré dans un premier temps que le @B®oquait la migration des cellules
cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantesPL&iGpie cette migration était associée a une
amplification de linflux calcigue de type SOCE dapes cellules. Nous avons également pu
identifier certains des canaux ioniques (Orail, VRHAK, BK) dont I'expression est modulée par le
BPA.

Concernant I'antimicrobien TCS, nous avons obsarvémpact de ce facteur environnemental
aussi bien sur les cellules épithéliales cancésepsestatiques que sur les cellules stromales de
I'environnement tumoral. Nous avons mis en évideaoe mobilisation du calcium a partir des
stocks intracellulairevia l'activation des canaux ioniques RyRs dans letulesl cancéreuses
épithéliales prostatiques, ces effets s’accompdgtiene diminution de la prolifération cellulaire e
d’'une inhibition de l'apoptose induite par la thgpsgine (TG). Nous avons montré que le TCS
inhibait la translocation de la protéine STIM1 ‘attlivation du canal membranaire Orail menant a
I'inhibition de l'entrée de calcium induite par T&5 et de l'apoptose. Nos résultats suggerent
également que les protéines Kinases C (PKC), ptelvant activées par la mobilisation du calcium
induite par le TCS, sont impliquées dans ces agtionibitrices du TCS sur les cellules cancéreuses
épithéliales prostatiques humaines.

Au niveau des cellules stromales issues des capcessatiques, nous avons montré que le
TCS déclenchait une signature calcique complexeeften, en plus d’activer les canaux réticulaires
RyRs, le TCS semble étre capable d'activer direeténte canal calcigue TRPAL. Nous avons
observé que la protéine TRPAL était exprimée demséllules stromales de régions de cancer et que
son activation par le TCS induisait la sécrétionfalgteurs paracrines (VEGF) pour favoriser la
progression de la cancérogenese prostatique.

Nos données suggerent que les facteurs environtauxerde structures moléculaires
différentes ont des impacts différents sur la digaton calcique selon I'expression des canaux
ioniques dans les cellules cancéreuses prostatiques

L’absorption quotidienne de ces différents factepesit conduire sur le long terme a leur
bioaccumulation dans notre organisme et induire efésts nocifs sur la santé humaine dont la
progression tumorale. Les concentrations du BPAIITCS utilisées dans cette these ont été
observées chez I'nomme, justifiant de la pertinashe® résultats obtenus. Nos données indiquent
donc que le ciblage des canaux ioniques impliqaés d¢es effets de ces facteurs environnementaux,

comme le canal TRPAL, pourrait étre un avantage lpoiter la progression tumoral€es données

198
© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Sandra Derouiche, Lille 1, 2012

pourraient ouvrir un vaste champ d’investigations e lI'impact des facteurs environnementaux
sur la cancérogénése prostatique et permettre peétre un jour d'envisager des mesures
préventives chez les patients atteints d’un cancate la prostate, mesures tenant compte de
I'impact de ces facteurs environnementaux afin deirhiter au maximum [|'exposition des
patients cancéreux aux perturbateurs endocriniensCes travaux suggérent également que des
canaux ioniques pourraient constituer de nouvellesibles pharmacologiques dans le traitement
des cancers de la prostate humaine mais égalementeéa la base d'un test d’évaluation du

potentiel nocif des facteurs environnementaux.
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Solutions pour extraction d’ADN

Tampon de lyse :
* Tris-HCI: 50 mM
 EDTA:10 mM
e SDS: 1%
e pH:7)5

Solution de Phénol/Chloroform/AlIA :
« Phénol : 50 %
¢ Chloroform : 48 %

* Isoamyl alcool : 2 %

Solutions pour extraction d’ARN

Solution D :
e Thiocyanate de Guanidine : 4 M
* Acétate de Sodium : 25 mM
e N-lauroyl Sarcosine : 0,5 %
* Régler le pH a 7,0 avec solution Tris-base 1 M

* Avant I'emploi, ajouter |g8-mercapto éthanol a 0,7 %

Acétate de sodium (3M) :
* Acide acétique : 50 mla5M

*« Acétate de sodium :30mlas5 M

Solution de Phénol/Chloroform/AlIA :
e Phénol : 83,33 %
¢ Chloroform : 16,33 %

e Isoamyl alcool : 0,33 %
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Solutions pour extraction de protéines

Tampon RIPA :
e Triton X100 :1 %
» Sodium Déoxycholate : 1 %
* Tampon Phosphate (PO4 Na2/K): 10 mM
e pH:7,2

Solutions pour immunofluorescence

Tampon citrate :
* Acide citrique 0,1 M
» Citrate de soude 0,1 M
e pHG6

Solution de PBS :
« NaCl:8g/L
e KCI:0,2¢9g/L
* Na2HPO4:1,44 g/L
+ KH2PO4:0,24 g/L
* pH:7/4

Para-Formaldéhyde (PFA) :
* Tampon Phosphate (PO4 Na2/K): 200 mM
* PFA:10%

Solution de saturation pour immunofluorescence :
« PBS

e Sérum d’ane : 5%

e BSA:0,2%
e Triton X100: 0,2 %
e pH7/4
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Solutions pour électrophorése

Tampon TBE :
e TrisHCI: 108 g/L
e Acide Borique : 55 g/L
« EDTA:9,3¢g/L
* pH:8,3

Tampon TAE :
e« Tris HCI: 108 g/L
» Acide Acétique : 55 g/L
« EDTA:9,3¢g/L
* pH:8,3

Solution « run-SDS » pour électrophorése SDS-PAGE :
e Tris: 25 mM
e Glycine : 192 mM
e SDS:0,1%
* pH:8,3-8,5

Solution de transfert :
e Tris:48 mM
e Glycine : 39 mM
« SDS:0,037 %
e Méthanol : 10 %

Tampons de charge et marqgueurs de poids moléculaire

Tampon de charge pour protéine (Tampon de Laemelli)
e TrispH6,8:62,5mM
e SDS:2%
» Saccharose : 10 %

* Bleu de Bromophénol : 0,001 %
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e DTT:100 mM

Tampon de charge pour ADN :
* 50cl de bleu concentré (0,25% de Bleu de Bromophen®25% de xylene cyanate dans
H.0).
e 950cl d'un mix Tris-HCI 10mM finale (pH 8) + 40%y\glérol.

Marqueur de poids moléculaire pour ADN/ARN :
e Tampon « bleu » de charge : 15 %

* Marqueur « 1 kb »: 10 %

Autres solutions

Tampon TE (Tris-EDTA) :
e TrisHCI: 1,21 g/L
« EDTA:0,37 g/L

* pH:7)9
HBSS :

* NaCl: 140 mM

« KClI:5mM

« CaCl2:2mM

« MgCl2: 2

* Na2HPO4 : 0.3 mM

e KH2PO4:0.4 mM

* NaHCO3:4mM

* Glucose: 5 mM

« HEPES: 10 mM (pH 7.3, osmolalité 330mosmol/l)
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