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RESUME

Introduction : Le cancer de la prostate est la deuxiéme cause de mortalité chez les hommes
atteints de cancer dans les pays développés. C’est un cancer initialement hormono-dépendant
dont la prolifération est stimulée par les androgénes et les cestrogénes. Dans la prostate, la 50-
réductase (de type 1 et 2) transforme la testostérone en dihydrotestostérone (DHT), bien plus
puissante, qui se lie au récepteur aux androgénes (AR) cytoplasmique et permet son activation.
Ce dernier joue le role de facteur de transcription et active la transcription des génes cibles
impliqués dans la prolifération des cellules cancéreuses. 11 existe différents traitements contre le
cancer de la prostate. En effet, I’hormonothérapie a pour but de bloquer la synthése des
androgénes responsables de la stimulation des cellules cancéreuses. Cependant, au bout de
quelques années, une résistance aux traitements se développe et le cancer évolue invariablement
vers un état hormono-indépendant difficile a traiter. C’est un cancer trés fréquent chez les
hommes 4gés de plus de 50 ans et est caractérisé par un temps de latence prolongé. Des études
épidémiologiques ont mis en évidence I’impact environnemental sur les risques de développer un
cancer de la prostate et de I’importance de sa prévention par 1’alimentation. En effet, certains
composés naturels et plus particuliecrement les composés présents dans la grenade (punica
granatum), fruit au riche passé éthnomédical et aux propriétés antioxydantes plus élevées que
celles du thé ou du vin, retardent sa progression. Nous émettons I’hypothése que ces composés
sont capables d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses a différents niveaux d’évolution du
cancer. Objectif : Mes travaux ont pour but d’identifier et de déterminer les mécanismes
d’action des composés capables d’inhiber la croissance du cancer de la prostate. Pour cela, nous
avons déterminé les effets anti-androgéniques mis en jeux dans les cellules androgénes-
dépendantes, les voies de signalisation impliquées dans I’inhibition de la croissance des cellules
androgenes-dépendantes et -indépendantes et enfin la structure chimique du composé le plus
puissant. Dans ce but, nous avons testé différentes classes chimiques de composés provenant de
la grenade comme des anthocyanidines, des catéchines et des flavonoides. Nous avons également
testé des acides gras polyinsaturés naturels connus pour leurs effets protecteurs contre le cancer
de la prostate. Résulats : Les résultats de 1’étude ont permi d’identifier quatre composés de la
grenade, 1’épigallocatéchine gallate (EGCG), le delphinidine chloride, le kaempférol et I’acide

punicique, ayant des effets anti-androgéniques sur les cellules LNCaP & une concentration > 10
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pM. En effet, ils induisent une inhibition de I’expression des génes codant pour la 5-a réductase
de type 1 (SRDS5AL) ainsi qu’une réduction du taux de AR nucléaire et une diminution de
I’expression d’un géne cible du AR I’antigéne spécifique de la prostate (PSA). Parmi ces
composés, I’acide punicique, un acide gras conjugué C-18 le plus abondant (70 % a 80 % des
acides gras présents dans les graines) induit une apoptose des cellules LNCaP apreés 24h de
traitement & une concentration allant de 10 a 100 uM. Nous avons alors décidé de tester quatre de
ses isoméres naturels sur les cellules androgénes-dépendantes LNCaP et androgénes-
indépendantes PC-3 afin d’identifier la structure chimique la plus efficace. Une analyse 3-D a été
également réalisée afin d’identifier la conformation spaciale spécifique des isomeéres les plus
cytotoxiques. Nous avons identifié 1’acide jacarique qui se distingue par sa capacité a induire
I’apoptose dans les deux lignées cellulaires androgénes-dépendantes et —indépendantes sans
avoir d’effets sur les cellules épithéliales normales de la prostate RWPE-1. 11 active la voie de
signalisation apoptotique extrinséque via le récepteur de mort cellulaire DRS et intrinséque via la
voie mitochondriale dans les cellules androgeénes-dépendantes et active la voie intrinséque dans
les cellules androgénes-indépendantes. L analyse 3-D a permi de mettre en avant I’importance de
la conformation cis, trans, cis dans ’efficacité¢ des deux acides gras identifiés. Conclusion :
L’acide punicique est un acide gras important présent dans la grenade, capable d’inhiber la
croissance des cellules cancéreuses en modulant les voies androgéniques et en activant la voie
apoptotique intrinséque dans la lignée cellulaire androgéne-dépendante. L’acide punicique et son
isomeére le plus proche structurellement, selon I’analyse 3-D, I’acide jacarique, inhibent la
prolifération des cellules androgeéne-dépendantes et -indépendantes sans affecter les cellules
épithéliales normales. L’acide jacarique induit la voie apoptotique intrinséque et extrinséque
dans les cellules androgénes-dépendantes. En revanche, il active la voie intrinséque seulement
dans les cellules androgénes-indépendantes. L’acide punicique et jacarique sont deux isomeres
octadecatriénoiques prometteurs dans la prévention du cancer de la prostate a différents stades de

son évolution.

Mots-clés : grenade, acide punicique, apoptose, acide jacarique, récepteur de mort cellulaire,

SRD5AI, PSA, AR, structure/activité 3-D.

v



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer is the second leading cause of death among American and
European men. It is a hormone-dependent cancer and its growth is stimulated by androgens and
estrogens. In the prostate, steroid Sa-reductase (SRD5SA types 1 and 2) converts testosterone to
more potent dihydrotestosterone (DHT) which binds with great affinity to the cytoplasmic
androgen receptor (AR) and activates the receptor which dimerizes and translocates to the
nucleus. Nuclear androgen receptor is a transcription factor that activates transcription in target
genes, some of which are implicated in cancer cell proliferation. Several treatments exist to
inhibit prostate cancer cell proliferation. Anti-hormone therapy blocks androgen receptor
activation or androgen synthesis and subsequent cancer cell stimulation. However, resistance to
treatment develops and the cancer will invariably evolve into a hormone-independent state,
which is hard to treat. It is a cancer with a prolonged latency that is very common in men over 50
years. Epidemiological studies have highlighted the importance of various environmental factors
and especially of diet in the risk of developing prostate cancer. These studies strongly indicate
that preventive alimentation needs to be developed to protect against prostate cancer. Various
natural compounds found in pomegranate (Punica granatum) may delay prostate cancer
progression. Our hypothesis is that these compounds inhibit prostate cancer cell growth in vitro
at different levels of cancer progression. Objectives: We intended to identify and determine the
mechanism of action of those compounds that are the most potent inhibitors of prostate cancer
cell growth. We determined the anti-androgenic effects of natural compounds in androgen-
dependent prostate cancer cells and identified signaling pathways involved in growth inhibition
of androgen-dependent and -independent prostate cancer cells. For this purpose, we individually
tested several classes of chemical compounds commonly found in the pomegranate like
anthocyanidins, catechins and polyphenols. This fruit has a rich ethnomedical history and
antioxidant properties greater than those of tea or wine. We also tested polyunsaturated fatty
acids purported to have protective effects against prostate cancer. Results: We found that four
compounds epigallocatechin gallate (EGCG), delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid
had antiandrogenic effects in androgen-dependent LNCaP human prostate cancer cells at
concentrations of 10 pM and above. They inhibited SRD5A1 gene expression, AR nuclear
accumulation and the expression of the AR target gene PSA at concentrations > 10 uM. As the

unique C-18 fatty acid, punicic acid, the main constituent of pomegranate seed (70 % a 80 %),



was found to be the most potent inhibitor of LNCaP prostate cancer cell growth. It induced DNA
fragmentation after 24h treatment, at concentrations in the 10-100 pM range. We decided to
determine the growth inhibitory effects of this fatty acid and a number of its plant-derived and
dietarily relevant geoisomers, in androgen-dependent LNCaP as well as androgen-independent
PC-3 cells. A 3-D structure-activity analysis was performed to determine the structural
conformational properties that convey potent cytotoxic properties certain geoisomers, but not
others. We find that Jacaric acid induces apoptosis in androgen-dependant and —independent cell
lines but had no effects on normal epithelial cells. It activates extrinsic apoptotic pathway via
death receptor DRS and intrinsic cell death via mitochondrial pathway, in androgen-dependent
cells. It induces intrinsic apoptosis in androgen independent cells. The cis, trans, cis
conformation of the two most potent fatty acids seems to be very important in compound
efficiency according to 3-D analysis. Conclusion: Punicic acid an important fatty acid found in
the pomegranate inhibits cancer cell growth by modulating the androgenic signaling pathway and
activating intrinsic apoptosis in androgen-dependant prostate cancer cells. Punicic acid and its
three-dimensionally most structurally related geostereoisomer, jacaric acid inhibit androgen-
dependent and -independent prostate cancer cell proliferation, while not causing cytotoxicity in
normal prostate epithelial cells. Jacaric acid induces intrinsic and extrinsic apoptotic pathways in
androgen-dependent cells, but activates the intrinsic pathway only, in androgen-independent
cells. Punicic and jacaric acid are two octadecatrienoic acid geoisomers we identified that are
interesting dietary constituents with beneficial effects in prostate cancer prevention acting at

several levels in the progression of prostate cancer cell growth.

Keywords: pomegranate, punicic acid, apoptosis, jacaric acid, death receptor, SRD5A1, PSA,

AR, 3-D structure/activity.
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INTRODUCTION






Les tumeurs qui se développent dans les organes tels que le sein, la prostate, la glande
surrénale et les testicules sont souvent des cancers dits hormono-dépendants dont la progression
dépend initialement des hormones stéroidiennes. En effet, les androgénes et plus
particuliérement la dihydrotestostérone (DHT) jouent un réle essentiel dans le développement du
cancer la prostate [1]. C’est un cancer trés fréquent qui présente un taux de mortalité important.
Aux Etats-Unis, il est classé au premier rang devant le cancer des poumons et des bronches. Le
nombre de cas diagnostiqués a augmenté considérablement depuis le développement du test
sanguin de I’antigéne spécifique de la prostate (PSA). Cependant, les mécanismes d’évolution du
cancer de la prostate restent inconnus et font de cette maladie un probléme de santé publique a

haut impact socio-économique [2].

Chez les cancers dits hormono-dépendants ou hormono-sensibles tel que le cancer de la
prostate, la multiplication de certains types de cellules cancéreuses est stimulée par des hormones
naturelles. En effet, le risque de développer un cancer de la prostate fait intervenir les hormones
stéroidiennes et leur voie de biotransformation. Le lien existant entre les androgénes et la
prostate saine ou cancéreuse fait intervenir la voie de signalisation des androgeénes comme
médiateur de la biologie tissulaire et comme cible thérapeutique pour traiter le cancer de la
prostate. En effet, la voie de signalisation des androgénes peut étre modulée et donc peut étre
responsable du comportement anormal des cellules cancéreuses. Le traitement hormonal tente de
réduire le taux d’androgenes circulant ou de bloquer la voie de signalisation des androgénes dans
les cellules cancéreuses. Cependant, il présente certaines limites. En effet, les cellules
cancéreuses prostatiques ne restent pas inactives face a la pénurie en androgenes. Au bout d’un
certain temps, variable selon les individus, de quelques mois a quelques années, elles s’adaptent
4 cette situation et se remettent a proliférer. Face a cette situation, le traitement hormonal n’est

plus efficace puisque le cancer évolue vers une hormono-résistance, difficile a traiter [3].

La chirurgie, la radiothérapie, I’hormonothérapie ainsi que le blocage androgénique
combinés sont les traitements les plus communément utilisés pour traiter les patients souffrants
du cancer de la prostate. Cependant, ces traitements sont a4 ’origine de plusieurs effets
secondaires. De plus, le cancer de la prostate est souvent diagnostiqué chez les hommes de plus
de 50 ans, avec une population qui vieilli de plus en plus, leur nombre est en hausse. Il devient

donc nécessaire de développer des moyens préventifs contre cette maladie.



Le taux de mortalité du cancer de la prostate varie considérablement en fonction des pays
[4]. 11 est courant aux Etats-Unis, notamment chez les Afro-américains qui sont particuliérement
touchés par cette tumeur, ainsi qu’en Europe de 1’ouest, mais est moins habituel en Europe de
I’est et en Asie. Les facteurs expliquant cette large variation géographique sont inconnus.
Cependant, le mode de vie ainsi que I’alimentation jouent un rdle déterminant dans son

développement.

Des le début des années 1990, plusieurs études épidémiologiques [5, 6] ont souligné
I’influence de I’alimentation dans la prévention des cancers. En effet, des travaux menés sur les
propriétés préventives de la grenade ont mis en évidence une activité pharmacologique de
chacune des parties de ce fruit [7, 8]. Mehta et Lansky (2004) ont également montré les effets
chimioprotecteurs des acides gras provenant des graines de la grenade, sur le cancer du sein,

testé sur des glandes mammaires de souris [9].

Nos travaux ont pour objectifs de sélectionner les composés naturels capables d’inhiber la
croissance des cellules cancéreuses de la prostate et cela a différents niveaux d’évolution du
cancer et d’analyser la structure chimique qui en est responsable. Notre étude s’est intéressée a

trois points principaux :

En se basant sur la littérature, nous nous sommes intéressés a des composés naturels
provenant de différentes parties de la grenade. Nous avons testé les effets antiprolifératifs de ces

composés sur différentes lignées du cancer de la prostate androgéne-dépendant et —indépendant.

Nous avons ensuite sélectionné les composés actifs, capables d’induire un effet
antiprolifératif sur les cellules androgénes-dépendantes et avons déterminé leurs effets
antiandrogéniques. En effet, nous avons quantifié ’accumulation nucléaire du récepteur aux
androgénes suite & une exposition aux composés. De plus, nous avons testé 1’expression d’un
géne cible du AR, le PSA et enfin nous avons testé I’expression du geéne codant pour I’enzyme

synthétisant I’androgéne nécessaire au développement du cancer de la prostate, la SRD5AL.

Nous avons également identifié les voies de signalisations impliqués dans la diminution
de la viabilité cellulaire induite dans les cellules androgénes-dépendantes et -indépendantes suite

a une exposition aux composes.



Enfin nous avons déterminé la structure chimique des composés les plus actifs par une

analyse tridimensionelle.
Cette thése est divisée en trois parties :

Dans la premiére partie, un rappel bibliographique sera composé de quatres chapitres. Le
premier chapitre sera consacré a la compréhension de I’importance des hormones sexuelles et
des enzymes impliquées dans leur synthése et par conséquent de la croissance du cancer de la
prostate. Le deuxiéme chapitre traitera de 1’évolution du cancer vers un état androgene-
indépendant ainsi que des facteurs favorisant cette évolution. Le troisiéme chapitre présentera les
modulations de I’apoptose dans le cancer de la prostate. Enfin, le dernier chapitre traitera de
I’effet préventif des différents composés naturels présents dans la littérature et en particulier de la

grenade et des acides gras polyinsaturés.

Les hypothéses et objectifs feront le lien entre la partie bibliographique et la partie

résultats.

Dans la deuxiéme partie, les résultats des études réalisées seront présentés sous forme de
deux articles publiés. Selon les trois parties évoquées précédemment, le premier article traite des
effets antiprolifératifs et antiandrogéniques des composés de la grenade. Le deuxiéme traite des
voies de signalisation impliquées dans la mort des cellules cancéreuses androgene-dépendantes
et -indépendantes ainsi que de I’analyse 3-D de la structure chimique des composés les plus

puissants.

Dans la troisiéme partie, une discussion générale des résultats ainsi qu’une conclusion et

perspectives seront présentées pour cloturer ce manuscrit.






1 PREMIERE PARTIE : SYNTHESE






1.1 LE CANCER DE LA PROSTATE

1.1.1 Généralités sur le cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est la deuxiéme cause de mortalité chez les hommes atteints de
cancer aux Etats-Unis et dans les pays développés. Avec plus de 241 000 nouveaux cas et 28 000

morts estimés pour 2012 aux Etats-Unis seulement [10].

Malgré les progrés qui ont permis de mieux comprendre les mécanismes de
développement des cancers, les causes du cancer de la prostate ne sont actuellement pas connues.
Néanmoins, certains facteurs de risque comme I’dge, la génétique et I’origine éthnique
interviennent dans le développement du cancer de la prostate. L’4ge est 1’un des facteurs de
risque les plus important. En effet, le cancer de la prostate est le plus souvent diagnostiqué apres
50 ans. Selon I’histoire familiale un cancer de la prostate peut survenir sous trois formes : une
forme non héréditaire (la plus répandue), la forme familiale, lorsqu’il existe au moins deux cas
de cancers de la prostate chez des apparentés du premier degré (pére, frére) ou du second degré
(grand pere, oncle) (20 % des cancers de la prostate) et la forme héréditaire, qui se définit par
’existence d’au moins 3 cas de cancers de la prostate chez des apparentés du premier degré (pére
ou frére) ou du second degré, ou de 2 membres de la famille diagnostiqués avant 1’dge de 55 ans
(5 % des cancers de la prostate). L’origine éthnique est aussi un facteur de risque. En effet, de
nombreuses études ont montré que le nombre de cas de cancers de la prostate est beaucoup plus
important dans les pays d’Europe du nord et d’Amérique du nord que dans les pays d’Asie du
sud-est. De plus, il a été établi que les hommes d’origine Afro-antillaise ont un risque accru de
développer un cancer de la prostate. Il existe d’autres facteurs de risque probables qui font
intervenir le mode de vie des patients (alimentation, activité physique, environnement) plus

difficile a analyser.

La prostate est une glande de I’appareil génital masculin qui produit le liquide
prostatique. Elle est entourée d’une capsule, qui la sépare du reste des autres organes du pelvis.
Elle est constituée de trois types de cellules : les cellules glandulaires qui sécrétent les liquides
pour I’éjaculation, les cellules musculaires qui réglent le jet d’urine et I’éjaculation et les cellules

fibreuses qui maintiennent la structure de la glande.



La prostate se divise en 3 zones :

* une zone périphérique : c’est la région de la prostate la plus proche du rectum. La
majorité des tumeurs malignes de la prostate (environ 75 %) surviennent dans cette zone

* une zone transitionnelle (de transition) : c’est la zone située au milieu de la prostate en
avant des zones périphérique et centrale, elle entoure I’urétre. Avec le vieillissement,
cette zone augmente en taille et est appelée hypertrophie bénigne de la prostate, elle
survient chez presque tous les hommes de plus de 70 ans.

* une zone centrale : c’est la partie de la prostate située a la base entourant les canaux

€jaculateurs. Elle représente 20 % de la prostate.

Les traitements proposés lors d’un diagnostic du cancer de la prostate dépendent de
plusieurs facteurs comme son étendue au moment du diagnostic et son évolution potentielle.
Pour cela il existe une classification médicale internationale qui prend en compte 3 critéres : la
taille de la tumeur, I’atteinte ou non des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses et
la présence ou non de métastases ailleurs dans le corps. Ces 3 critéres permettent de déterminer
ce qu’on appelle le stade du cancer, c'est-a-dire son degré d’extension. On distingue 4 stades

différents du cancer de la prostate :

» le cancer de la prostate localisé, qui est limité  la capsule prostatique et est classés en 3
sous-catégories en fonction de son risque d’évolution : le cancer de la prostate a faible
risque ; a risque intermédiaire et a risque élevé

> le cancer de la prostate localement avancé, qui s’étend au-dela de la capsule prostatique
ou aux organes adjacents; aucun ganglion n’est atteint; il n’y a pas de métastases a
distance

> le cancer de la prostate avec atteinte ganglionnaire pelvienne

> le cancer de la prostate métastatique, il présente une ou des métastases a distance.

Ces stades sont établis selon une classification internationale dite classification TNM.
Elle permet d’évaluer le stade du cancer de la prostate et prend en compte 3 critéres : la taille de
la tumeur (T pour tumeur), la présence ou non de cellules cancéreuses dans les ganglions (N pour

ganglions) et la présence ou non de métastases (M pour métastase).



T : Tumeur primitive

» TO: Absence de tumeur

* T1 : Tumeur non palpable ou non visible en imagerie (Tla < 5 % du tissu retiré, Tib> 5
% du tissu retiré et Tlc : découverte par élévation du PSA et réalisation de biopsies
positives)

* T2 : Tumeur limitée a la prostate (apex et capsule compris) (T2a : Atteinte de la moitié
d’un lobe ou moins, T2b : Atteinte de plus de la moitié d’un lobe sans atteinte de 1’autre
lobe, T2c¢ : Atteinte des deux lobes)

« T3 : Extension au-dela de la capsule (T3a : Extension extra-capsulaire, T3b : Extension
aux vésicules s€minales)

» T4 : Extension aux organes adjacents (col vésical, sphincter urétral, rectum, paroi

pelvienne) ou tumeur fixée a la paroi pelvienne
N : Ganglions régionaux

» NO: Absence de métastase ganglionnaire

+ NI : Atteinte ganglionnaire régionale
M : Métastases a distance

» MO : Absence de métastases a distance
» M1 : Métastases a distance (Mla : Ganglions non régionaux, Mlb : Os, Mlc : Autres

sites)

Les formes localisées du cancer de la prostate sont classées en fonction de leur risque
évolutif a I’aide d’une classification appelée la classification de d’Amico. Cette classification a
établi 3 sous-groupes de cancers de la prostate localisés selon le risque de rechute, c’est-a-dire 3
niveaux de risque de progression du cancer : un risque faible, un risque intermédiaire et un risque
élevé. Chaque niveau de risque est défini en fonction de son TNM, son score de Gleason
(déterminé grace a une étude microscopique des cellules cancéreuses et permet de classer la
tumeur selon son degré d’agressivité ; plus il est élevé, plus la tumeur est agressive) et la valeur

du PSA.



Les principaux traitements médicaux contre le cancer de la prostate sont les suivants :

La prostatectomie radicale consiste en une ablation de la glande prostatique et des
vésicules séminales par voie chirurgicale. C’est la premiére méthode utilisée pour traiter
le cancer de la prostate congue par Huggins en 1941 [11]. Elle est proposée lorsque le
cancer est localisé.

La radiothérapie externe consiste & exposer la prostate a des irradiations qui créent des
lésions dans I’ADN des cellules cancéreuses. Elle est proposée aux patients atteints d’un
cancer localisé, mais qui ne peuvent pas subir d’opération chirurgicale.

Le traitement hormonal ou hormonothérapie consiste a inhiber la synthése des hormones
pour qu’elles cessent de stimuler le cancer. Elle est le plus souvent réservée a des cancers
qui ne sont plus limités a la prostate. Ce traitement est, en général, prescrit en association
avec des traitements locaux (prostatectomie, radiothérapie). L’objectif essentiel de
I’hormonothérapie est de ralentir la progression du cancer et d’accroitre la survie du
patient tout en lui conférant une qualité de vie décente. L’hormonothérapie peut étre de
différents types :

- Castration chirurgicale : consiste en une ablation des testicules afin de prévenir la
fabrication de la testostérone. Elle assure une diminution d’environ 95 % du taux
d’androgénes dans le sang

- Castration médicale ou chimique : consiste en I’utilisation de médicaments
hormonaux actifs afin de diminuer le niveau de testostérone dans le sang

- Le blocage androgénique consiste & bloquer les androgénes dans leur accés au AR

par un anti-androgene pur de la classe des flutamides ou des bicalutamides [12].

Les traitements médicaux actuellement disponibles comportent des effets indésirables

comme |’impuissance sexuelle et I’incontinence urinaire.

La prostate est divisée en deux compartiments cellulaires: un compartiment

mésenchymateux et un compartiment épithélial. Le compartiment mésenchymateux comporte

des cellules musculaires lisses et des fibroblastes [13], tandis que le compartiment épithélial est

composé de cellules épithéliales glandulaires, de cellules basales et de cellules neuroendocrines

[14]. La synthese des androgenes a lieu dans le compartiment épithélial qui est subdivisé en trois
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compartiments : un premier compartiment de cellules souches indifférenciées, un deuxiéme
compartiment de cellules prolifératives indifférenciées et un troisieme compartiment de cellules

différenciées [15].

Chez les cancers dits hormono-dépendants ou hormono-sensibles tel que le cancer de la
prostate, la croissance et la différenciation des cellules cancéreuses dépendent essenticllement

des androgénes dont la synthése est assurée par les différentes enzymes de la stéroidogenese.

1.1.2 Le cancer de la prostate : hormono-dépendant

Les androgénes sont indispensables au développement de la prostate a sa croissance ainsi
qu’a sa progression. De plus, la DHT est I’androgéne responsable de la croissance et de la survie
des cellules cancéreuses de la prostate. En effet, la testostérone est convertie en DHT dans la
prostate par la SRD5AL1 et 2. Deux raisons expliquent cette conversion, tout d’abord la DHT se
dissocie plus lentement du AR, de plus elle confére au AR une plus grande résistance a la
dégradation en comparaison avec la testostérone [16]. De plus, la DHT a une grande affinité pour
le AR qui est un régulateur clé assurant la survie et le maintient d’une prostate saine. Il joue aussi
un role important dans la progression du cancer de la prostate puisqu’il induit une prolifération

incontrdlée des cellules.
1.1.2.1 Le réle du récepteur aux androgénes (AR)

Le AR appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires [17] et comporte 4 régions
fonctionnelles : un domaine de régulation N terminal, un domaine de liaison & I’ADN, une région
contenant un signal de localisation nucléaire et une région C terminale qui se lie au ligand. Le
AR agit comme un facteur de transcription [17-20]. Il est principalement localisé dans le
cytoplasme et est maintenue inactif grice a des protéines HeatShock (HSP90 et HSP70).
Lorsqu’il se lie & son ligand, une série de changements conformationnels induit la libération des
protéines HeatShock. Le récepteur dimérise, se phosphoryle et transloque dans le noyau pour se
lier 2 PADN sous forme d’homodimére sur la région cible de ’ADN, appelée élément de
réponse aux androgénes (AREs), localisée dans la région « enhancer » des génes cibles [20-22].
Des corégulateurs sont alors recrutés (coactivateurs et corépresseurs) [23]. Ils assurent, en
association avec la machinerie de la transcription [23], I’expression des génes régulés par le AR.

Il induit par exemple I’expression des génes codant pour le PSA (Prostate Specific Antigen) et
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pour les facteurs de croissance qui agissent sur le développement, la croissance et les fonctions

de la prostate [23-27] (Figure 1).
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Figure 1. Activation du AR par la DHT (Adaptée de Feldman B.J, Feldman D., Nature Reviews Cancer,
2001).

La testostérone est présente dans le sang et est liée & I’albumine ou a la SHBG. Elle est sous forme libre en
faible quantité. Cette dernié¢re entre dans les cellules de la prostate pour &tre convertic en DHT par la 5 a-
réductase. Elle se lie au AR pour permettre ’activation de I’expression des génes cibles (HSP : Heat Shock
Protein; SHBG : sex-hormone binding globulin; GTA: G-Protein Activation Transcription; ARA70:
Androgen Receptor Associated Protein 70).

1.1.2.2 La stéroidogenése

Le risque de développer un cancer de la prostate fait intervenir les hormones stéroidiennes et

leur voie de biotransformation.
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Les enzymes stéroidiennes sont responsables de la biosynthese a partir du cholestérol de
plusieurs hormones tels que les glucocorticoides (métabolisme, systtme immunitaire,
inflammation) les minéralocorticoides (homéostasie hydrique), ainsi que les hormones sexuelles
(caractéres sexuels, reproduction, développement osseux). Plusieurs organes sont capables de
synthétiser des stéroides biologiquement actifs tels que la glande surrénale, les testicules, les
ovaires, le cerveau, le placenta et le tissu adipeux. Seul trois organes endocriniens sont
spécialisés dans la synthése de novo des stéroides : la glande surrénale, les testicules et les

ovaires.

La glande surrénale est composée d’un cortex et d’une zone médullaire. Le cortex est
composé de trois zones de ’extérieur vers I’intérieur : la zone glomérulée permet la synthése de
I’aldostérone, la zone fasciculée synthétise le cortisol et la zone réticulée synthétise le précurseur
des androgénes le déhydroépiandrostérone (DHEA). La synthése de novo de toutes les hormones
stéroidiennes commence par la conversion du cholestérol en prégnénolone (par la CYP11A) qui
a son tour est convertie en progestérone (par la 3-HSD). La prégnénolone et la progestérone

sont les précurseurs de toutes les autres hormones stéroides [28].

La stéroidogenése des hormones androgénes et cestrogénes a lieu dans les gonades, dans les
glandes surrénales, et par conversion d'autres stéroides sexuels dans d'autres tissus comme la

prostate ou le tissu adipeux. Elle fait intervenir :

* Les hydroxystéroides déshydrogénases (HSDs) qui sont des oxydoréductases a

NAD+/NADP+ (plusieurs isoformes) et les réductases (5 a-réductase) [29].

* Les enzymes de la famille des cytochromes P450 (dont le géne codant porte I’abréviation
CYP) qui sont des hémoprotéines constituées d’une porphyrine complexée a un atome de
fer’. L’héme, sous forme réduite, peut lier ’oxygéne. Elles agissent comme des
monooxygénases 8 NADPH (hydroxylases) et sont classées en deux groupes: un groupe
non-spécifique qui traite les molécules exogénes comme les médicaments et un deuxiéme
groupe qui a un rdle spécifique dans le métabolisme des molécules endogénes comme les

hormones [30, 31].
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Les réactions qui ont lieu pendant la stéroidogenése sont unidirectionnelles parce que la
plupart sont irréversibles. Les enzymes du cytochrome P450 ont une activité limitée  trois types
de réactions chimiques : I’hydroxylation et occasionnellement le clivage d’une liaison carbone-
carbone et une activité d’aromatisation spécifique a CYP19. Toutes les réactions a cytochrome
P450 utilisent de ’oxygeéne, des électrons provenant de la NADPH et une flavoprotéine 3 FMN
et/ou FAD (une adrénodoxine réductase dans la mitochondrie ou une cytochrome P450 réductase

dans le réticulum endoplasmique) pour effectuer une réaction de type :

R-H+O;+NADPH + H"——— R - OH + H,0 + NADP*

Les enzymes du cytochrome P450 responsables de la synthése des hormones sexuelles
sont localisées dans le réticulum endoplasmique lisse. Elles sont présentes dans des zones
spécifiques des gonades et de la corticosurrénale et catalysent des réactions spécifiques des
précurseurs des stéroides. Elles comprennent les CYP17A1, les CYP21A2 et les CYPI9A1
(aromatase) [32].

Les hormones sexuelles comprennent les androgenes et les cestrogénes. Les androgénes
comprennent la testostérone, la DHEA, I’androsténedione, I’androsténediol, I’androstérone et la
DHT. Les cestrogénes sont composés de I’estrone, de I’cestradiol et de I’cestriol (produit durant la

grossesse seulement).

Origine des androgénes plasmatiques chez I’homme

- La testostérone est sécrétée 4 95 % par les testicules (cellules de Leydig) et 4 5 % par les
glandes surrénales. La synthése de la testostérone par les testicules a deux grands niveaux
de régulation, endocrine et locale. La régulation endocrine met en jeux I’axe
hypothalamo-hypophyso-testiculaire. En effet ’hormone lutéinisante LH (luteinizing
hormone), produite par les cellules gonadotropes de 1’antéhypophyse et contrdlée par la
gonado-libérine (GnRH), est le principal facteur de contrble de la production de la

testostérone (Figure 2). La LH contrdle la croissance et la différenciation Leydigienne
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ainsi que toutes les étapes de la stéroidogenese. La sécrétion de LH et de GnRH est
également régulée, par la testostérone elle-méme, au niveau de I’hypophyse et de
I’hypothalamus respectivement. Un rétrocontréle négatif direct est assuré aprés
conversion de la testostérone en cestradiol. La régulation locale endocrine et paracrine
module aussi I’activité de la LH.

- La DHEA est une hormone stéroide inactive synthétisée a partir du cholestérol dans le
cortex surrénal (100 %) et convertie en androgénes actifs dans différents tissus comme la
prostate.

- L’androsténedione est un stéroide produit par les testicules (50 %) et le cortex surrénal
(50 %).

- Soixante-quinze pour cent de la DHT est synthétisée dans le foie et les 25 % restant sont

synthétisés dans la peau.

Origine des androgénes plasmatiques chez la femme

- La testostérone provient & 70 % de la conversion des androgénes surrénaliens dans les
organes périphériques, 25 % des ovaires et le reste est directement produit par les
surrénales

- L’androsténedione provient & 70 % des ovaires, 25 % des surrénales et le reste provient
des organes périphériques

- La DHEA provient a environ 100 % des surrénales.
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Figure 2. La régulation endocrine de la synthése de la testostérone (Inspirée de Clayton R.N., Catt K.J. ,
Endocrine Reviews, 1981).

La synthése de la testostérone a licu dans le tissu interstitiel des testicules, elle est continue de la puberté a la
mort. Sa régulation fait intervenir les hormones hypophysaires LH et FSH. La FSH permet la synthése des
spermatozoides tandis que la LH permet la synthése de la testostérone en agissant sur les cellules de Leydig.
L’hypophyse est sous le contréle de I’hypothalamus qui secréte de la GnRH de fagon pulsatile. Cette
neurohormone agit sur les cellules hypophysaire et stimule la sécrétion des gonadostimulines. Un rétrocontdle
négatif st assuré par la testostéronc pour activer ou inhiber ’axe hypothalamo-hypophysaire pour maintenir

le taux de testostérone stable.

Le processus de synthese des stéroides, leurs actions ainsi que leur métabolisme peuvent
étre divisés en 5 parties. (1) la conversion du cholestérol en prégnénolone, (2) sa conversion en

différents intermédiaires et en stéroides actifs (3) le métabolisme des précurseurs et des
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hormones dans les organes périphériques (4) leurs effets métaboliques spécifiques dans les tissus

cibles (5) leurs dégradation.

M

2

3

La conversion du cholestérol en prégnénolone : le cholestérol provient de la
synthése endogéne (dans le RE a partie de 1’acétylCoA), de ’apport exogene
(LDL) ou des stocks cellulaires (cytosol). Le cholestérol circulant est associé
aux LDL. Il entre dans la cellule par fixation aux récepteurs LDL
membranaires ou il est soit utilisé soit stocké dans des vacuoles
cytoplasmiques sous forme d’esters de cholestérol. Ces vacuoles sont situées
au niveau de la membrane externe de la mitochondrie. Lorsque la cellule regoit
un stimulus, le cholestérol est mobilisé pour la stéroidogenése. Il est alors
transféré de la membrane externe de la mitochondrie 4 la membrane interne
grice & un complexe protéique qui comprend la protéine StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory peptide) présente dans les gonades et les corticosurrénales.
La stéroidogenése débute alors avec la conversion du cholestérol (C27) en
prégnénolone (C21) dans la face interne de la mitochondrie grice a une
enzyme du cytochrome P450 scc (side chain cleavage) codée par le géne
CYPI1ALl. La prégnénolone est le premier stéroide commun a la synthése de
tous les stéroides.

La conversion du prégnénolone en intermédiaires et en stéroides actifs : les
enzymes présentent dans les cellules stéroidogéniques déterminent le stéroide
qui sera synthétisé a partir du prégnénolone. Par exemple, le prégnénolone est
converti en aldostérone dans la zone glomérulée de la glande surrénale. En
revanche, il est converti en androsténedione dans les cellules de la théque dans
les ovaires puisqu’elles n’ont pas les enzymes nécessaires pour synthétiser de
’aldostérone.

Le métabolisme des précurseurs et des hormones dans les organes
périphériques : seuls quelques organes sont capables de synthétiser des
stéroides 2 partir du cholestérol ; par contre plusieurs organes sont capables de
transformer les stéroides circulant provenant d’autres sources. Par exemple le
DHEA de la glande surrénale est converti en testostérone dans les tissus

périphériques et cette voie est la principale source de testostérone chez les
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Jeunes femmes. La peau, le cerveau et le foie ont aussi la capacité de
synthétiser des stéroides.

4) Les effets métaboliques spécifiques dans les tissus cibles: les hormones
peuvent étre activées ou devenir plus effectives dans les cellules cibles comme
I’exemple de la testostérone qui est convertie en DHT dans la prostate.

(5) L’inactivation des stéroides : le catabolisme des stéroides a lieu dans les tissus
cibles et dans le foie. Les stéroides sont hydrophobes, ils sont transformés en
stéroides hydrosolubles excrétés dans les urines. Pour cela ils subissent deux
transformations : la conjugaison (qui comprend la sulfonation et la

glucuronidation) et I’hydroxylation.

La conjugaison

Les enzymes de la conjugaison comprennent les sulfotransférases et les UDP-
glucuronosyltransférases (UGT). Elles jouent un réle important dans le contrdle de I'activité des
stéroides sexuels. En effet, elles augmentent leur polarité en ajoutant des groupements qui
augmentent leur solubilité dans le sang et facilitent ainsi leur excrétion dans les urines ou la bile.
Il existe cependant une différence majeure entre ces deux groupes d'enzymes. La sulfotransférase
inactive le stéroide actif grice & un groupement sulfate qui pourrait étre réactivé ultérieurement
par une sulfatase présente dans le tissu. En revanche, la formation d'un dérivé glucuronide par

une UGT est irréversible et provoque I'élimination définitive du stéroide.

* La sulfotransférase

La sulfonation a lieu dans le foie grice a I’hydroxystéroide sulfotransférase (HSST,
SULT 2Al), présente dans le cytosol et dans la membrane de 1’appareil de Golgi. C’est un
procédé de désactivation et de détoxification, catalysée par un groupe d'enzymes cytosoliques du
nom de sulfotransférases (SULT). Ces derniéres ajoutent de maniére unidirectionnelle un
groupement sulfate, provenant du coenzyme PAPS, aux groupements hydroxyles présents sur les

stéroides actifs.
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* Les UDP-glucuronosyltransférases (UGT)

Les UGT catalysent un processus biochimique appelé glucuronidation, ils sont présents
dans le réticulum endoplasmique et permettent le transfert irréversible d'acides glucuroniques sur
différentes molécules endogénes et exogenes [33]. L'ajout d'un groupement glucuronide
provoque un encombrement stérique qui empéche la liaison du stéroide a son récepteur et aboutit
a son excrétion de la cellule. La famille des UGT est divisée en deux sous-groupes: les UGT! et
les UGT2. Les enzymes du premier sous-groupe sont principalement actives sur les phénols, la
bilirubine et les estrogénes (UGT1A). Le second sous-groupe se divise en deux sous-familles, les
UGT2A et les UGT2B; celles-ci sont impliquées dans la glucuronidation des androgénes en
position 3a~ ou 17B-hydroxy plus particuliérement au niveau du foie, mais aussi dans les tissus
périphériques (Figure 3). Dans la prostate humaine, ce sont les UGT2B15 et UGT2B17 qui sont

responsables de la glucuronidation du DHT et de ses métabolites [34].

L’hydroxylation

L’hydroxylation est effectuée par des hydroxylases du cytochrome P450 qui transforment

les stéroides en produits polaires pour faciliter leur excrétion dans 1’urine [35].
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Figure 3. Synthése et dégradation des stéroides dans les cellules épithéliales de la prostate (Adaptée de Labrie
F. et al,, Journal of Endocrinolgy 2005).

Le catabolisme des androgénes débute par la conversion des androgénes actifs en androgénes inactifs DHEA,
3 alpha-diol et ADT suivi par leur glucuronidation par trois enzymes UGT2B17, UGT2B15 et UGT2B7,
responsables de la glucuronidation de tous les androgéncs et leurs métabolites chez I’humain. DHEA,
déhydroépiandrostéronc ; 4-Dione, androsténédione; A-Dione, 5-alpha-androstane-3,17-dione; ADT,
androstérone ; 5-Diol, androst-5-éne-3-alpha,17 béta-diol ; UGT2B17, uridine glucuronosyl transférase

2B17 ; HSD, hydroxystéroide déshydrogénase.

Les enzymes intervenant dans la synthése de novo des stéroides sexuels sont la P450scc,
la 3B-HSD, la CYP17, la 17B-HSD, la 3a-HSD, la sulfatase, la CYP19 et la SRD5A. Cependant,
les principales enzymes intervenant dans la synthése des hormones sexuelles et qui jouent un réle

important dans I’évolution du cancer de la prostate sont la CYP19 et la SRD5A.
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1.1.2.2.1 La P450scc

La P450scc, aussi connue sous le nom de P450C11A1 (du géne CYP11A1), est localisée
dans la membrane interne de la mitochondrie. Elle catalyse la conversion du cholestérol en
prégnénolone, premiere étape de la synthése de toute hormone stéroidienne. Cette réaction
implique trois monooxygénations consécutives, nécessitant chacune une molécule de NADPH:
une 20-hydroxylation, une 22-hydroxylation et finalement une coupure de la chaine latérale au
niveau des carbones 20 et 22 [36]. Cette enzyme est préférentiellement exprimée dans la
corticosurrénale [37], les testicules [38], les ovaires [39], le placenta [37] et plus faiblement dans

le cerveau [40] et la peau [41] (Figure 4).

1.1.2.2.2 La3B-HSD

La prégnénolone synthétisée a partir du cholestérol peut étre convertie en 17-OH-PREG
par la CYP17 ou servir de substrat & la 3B-HSD et générer, entre autres, la progestérone, le
premier stéroide biologiquement important. Cette enzyme microsomale de la famille des
déshydrogénases & courte chaine est nécessaire a la formation de toutes les classes d'hormones
stéroidiennes. Elle convertie, entre autres, la prégnénolone en progestérone, la 17-OH-
prégnénolone en 17-OH-progestérone et la DHEA en androsténédione. Il existe deux types de
3B-HSD chez I'homme avec 93 % d'homologie, la HSD3B1 présente dans les tissus
périphériques, le placenta [42], le foie [43], la peau [44] et la prostate [45], et la HSD3B2

présente uniquement dans les gonades et la surrénale [46] (Figure 4).
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Figure 4. Synthése de novo des hormones androgénes et oestrogénes
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1.1.2.2.3 LaCYPI17

Elle est responsable de la synthése des androgénes de la glande surrénale. Les glandes
surrénales sont deux glandes endocrines triangulaires situées au-dessus des reins. Elles

comprennent deux structures distinctes : la médullosurrénale et la corticosurrénale.

La corticosurrénale est divisée en trois zones, de |’extérieur vers I’intérieur : la zone
glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée [47]. La zone réticulée : synthétise la DHEA et

I’androsténedione, elle représente 10 % de la corticosurrénale.

CYP17 est capable de catalyser trois activités : une 17a-hydroxylase qui produit les
précurseurs du cortisol, une 17, 20 lyases qui produit les précurseurs des hormones sexuelles et
une faible activité 16a-hydroxylase qui hydroxyle la progestérone et la DHEA [48]. CYP17 est
aussi présente au niveau des ovaires, des testicules et de la prostate. Elle n’est cependant pas

présente dans le placenta humain [38].

CYP17 est une enzyme importante qui hydroxyle la prégnénolone et la progestérone dans
la zone fasciculée et clive la 17-hydroxyprégnénolone en DHEA dans la zone réticulée. Le taux
de DHEA augmente continuellement a partir de 6 ou 7 ans pour atteindre son maximum a I’age
de 20 ans puis commence a décroitre jusqu’a 15 % a 90 ans [49]. CYP17 convertie aussi la

prégnénolone en DHEA dans les gonades

Les deux activités de la CYP17 dans la zone réticulée de la glande surrénale, sont
transitoires durant la vie d’un individu ; ce phénoméne s’appelle 1’adrenarche [50]. L’adrénarche
apparait chez ’homme ou la femme avant la puberté a environ 8 ans, lorsque la glande surrénale
augmente sa production d’androgénes. Puis de I’enfance a I’dge adulte, le taux d’androgene
augmente avec I’augmentation de ’activité de clivage de CYP17 (17, 20 lyases). Cette activité

atteint son maximum a 1’age de 25-35 ans puis décroit (Figure 4).

1.1.2.2.4 La 17B-HSD

Les stéroides sexuels actifs (testostérone, DHT) possédent tous un groupement hydroxylé
en position 17f du noyau stéroidien. La réduction du groupement 17-céto en groupement 17p-
hydroxy est catalysée par les 17B-HSD. A ce jour, 15 isoenzymes ont été identifiées chez les

mammiféres [51, 52], dont au moins 13 se retrouvent chez 'homme. Certaines sont responsables
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de Pactivation des 17-cétostéroides (les types 1, 3, 5, 7, 12, 15), alors que d'autres assurent
l'inactivation des 17B-hydroxystéroides (les types 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11 et 14), en utilisant

respectivement le NADPH et le NAD+ comme cofacteurs [53].

1.1.2.2.5 La3a-HSD

La 3a-HSD catalyse la réduction des 3-cétoséroides en 3-hydroxystéroides. Ces enzymes
sont principalement en charge de réguler la biodisponibilité du DHT, et secondairement celle de
I’androsténedione dans les tissus périphériques. Il existe deux types de 3a-HSD : le type 1 (du
géne AKR1 C4), qui est exprimé au niveau du foie [54] et le type 3 (du géne ARK 1 C2) qui est

retrouve, entre autres, dans le foie et la prostate [55].

1.1.2.2.6 La sulfatase

La sulfatase (du gene STS) est une estérase microsomale qui hydrolyse le groupement
sulfate de substrats tels que les stéroides C19 et les oestrogénes. Elle permet de métaboliser le
DHEA-S, présent en grande quantité chez l'homme en DHEA. Ce dernier est converti

ultérieurement en androgénes et en oestrogénes actifs [56].

1.1.2.2.7 La CYPI9

L’aromatase est I’enzyme qui assure la conversion des androgénes en cestrogénes (Figure
4). Elle est composée d’un cytochrome P450 spécifique : le P450arom et une flavoprotéine : la
NADPH-cytochrome-P450 réductase. L’aromatisation des androgénes en cestrogénes a lieu dans
le réticulum endoplasmique. Trois moles de NADPH et trois moles d’oxygénes sont nécessaires

pour la formation d’une mole d’cestrogénes [57, 58].

Elle est exprimée au niveau de différents tissus incluant les cellules de la granulosa des
ovaires, le syncytiotrophoblaste du placenta, les cellules de Leydig des testicules ainsi que
certains tissus non stéroidogéniques tels que le cerveau, le tissu adipeux, le foie, les muscles et la
peau [30, 35, 59]. Chez I’homme, 1’aromatase convertie la testostérone provenant des cellules de

Leydig en cestradiol dans les cellules de Sertoli ; c’est une étape importante dans I’initiation de la
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spermatogenése [60]. Chez la femme avant la ménopause, le taux le plus élevé d’aromatase est
localisé dans les cellules de la granulosa des ovaires ou elle permet la conversion de la
testostérone en cestradiol et I’androsténedione en cestrone durant la phase folliculaire. Apres la

ménopause, le tissu qui exprime le plus ’aromatase est le tissu adipeux.

L’expression de I’aromatase est régulée par I’utilisation différentielle de promoteurs
spécifiques & chaque tissu. Le géne de I’aromatase est transcrit du télomére vers le centromere du
chromosome 15q 21.2, et la région qui code pour la protéine CYP19 est de 30 kb et contient 9
exon (1I-X). Le site d’initiation de la traduction est localisé dans I’exon Il. En amont du géne,
une région de 93 kb contient différents promoteurs. Le promoteur (1), (1.3) (exprimé dans le
tissu adipeux et le cancer du sein) et (1.6) (exprimé dans les os) sont localisés a 1 kb en amont du
site d’initiation de la transcription ATG dans I’exon II. Dans les gonades, I’expression de CYP19
est régulé par le promoteur 11, dans le placenta les promoteurs sont (1.1 et 2a), dans le cerveau le
promoteur spécifique est le (I.f), dans les cellules endothéliales (1.7), dans le tissu feetal (1.5) et

dans le tissu adipeux (1.4) (Figure 5).

Dans une prostate saine, CYP19 est uniquement exprimée dans les cellules stromales en

faible quantité.
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Figure 5. Les promoteurs ct les voies de signalisation impliquées dans la régulation de 1'expression de la
CYP19 (Adaptée de Bulun, S.E., The journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 2003).

Schéma décrivant les promoteurs, spécifiques a chaque tissu, du géne codant pour la CYP19 dans le génome
humain. La région codante et la protéine traduite sont identiques dans tous les tissus.

1.1.2.2.8 La SRD5A

La 5 a-réductase convertie la testostérone en DHT (Figure 4). Cette réaction est faible au
niveau d’un testicule adulte, mais est prédominante dans I’épididyme et la prostate puisque la
DHT joue un rdle important dans le maintien des fonctions sexuelles. La testostérone et la DHT
activent le méme récepteur aux androgénes mais exercent des fonctions différentes. Au début du
développement embryonnaire, la testostérone est responsable de la différenciation du canal de

Wolff en ses dérivés, qui comprennent 1’épididyme, le canal déférent et les vésicules séminales.
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Quant a la DHT, elle intervient dans la différenciation du sinus urogénital (ou la prostate se
développe) et des organes génitaux externes. De plus, elle permet ’apparition des caractéres

sexuels secondaires masculins a la puberté [61].

La différence majeure entre les deux androgénes apparait a faible concentration. En effet,
’action de la testostérone sur la prostate n’est possible qu’a partir d’un certain seuil en dessous
duquel elle n’a pas d’effet. Par contre, méme a faibles concentrations, la DHT est capable de
stimuler la croissance de la prostate. Le réle majeur de la 5 a-réductase est donc d’améliorer le
signal aux androgénes en convertissant la testostérone en DHT. Elle assure ainsi les fonctions

normales de la prostate méme lorsque la concentration en androgénes circulants est faible [1, 62].
11 existe deux types de 5 a-réductase :

> La SRD5ALI est présente dans le foie, la peau (a I’exception des organes génitaux), le
cerveau et en faible quantité dans la prostate dans le noyau des cellules épithéliales et
stromales. Elle intervient dans la différenciation des organes sexuels méles (pénis,
scrotum, urétre) et est surexprimée dans le cancer de la prostate. Elle est codée par le
géne SRD5A1 qui a une structure de 5 exons et de 4 introns, localisée sur le
chromosome 5p15, elle est composée de 259 acides aminés.

> La SRD5A2 est fortement exprimée dans la prostate dans le cytoplasme des cellules
épithéliales et stromales, la peau des organes génitaux, 1’épididyme, le follicule des
cheveux, les seins, I’utérus, les testicules, la vésicule séminale et le foie. La SRD5A2
est aussi présente dans I’utérus, les ovaires, le placenta et le cerveau, mais en plus
faible quantité. Elle est codée par le géne SRD5A2 (qui a la méme structure que le
géne SRD5A1), localisé dans le chromosome 2p23. Elle est composée de 254 acides

aminés.

Les recherches de Huggins et Hodges en 1941 ont montré que la croissance et le
développement de la prostate dépendaient des androgénes. Ils ont été les pionniers du traitement
par hormonothérapie des patients atteints du cancer de la prostate & un stade localement avance
ou métastatique [63]. Cependant, les recherches de Gittes et Laufer ont montré que malgré une
réponse initialement positive des patients traités par blocage androgénique (80 a 90 % des cas),

la tumeur évoluait vers un stade androgéne-indépendant [64, 65].
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1.1.3 Progression vers un cancer hormono-indépendant

Les inflammations chroniques, I’alimentation ainsi que les facteurs héréditaires sont,
entre autres, responsables de I’apparition d’un cancer de la prostate et de son évolution. Les
Iésions évoluent vers une tumeur qui progresse lentement vers une maladie invasive (Figure 6).
Les androgénes et leurs récepteurs (AR) interviennent a tous les niveaux de la progression du
cancer. En effet, le récepteur aux androgénes est un régulateur qui maintient la survie et le bon
fonctionnement d’une prostate saine mais induit une prolifération cellulaire incontrlée dans le

cas d’un cancer.

Prévenir ou ralentir Prévenir ou ralentir

le développement de la progression de la

la maladie

maladie
Epithélium Atrophie Néoplasie Cancer de la Cancer de la Cancer
prostatique  {— inflammatoire p intraépithéliale 1—p> prostate - prostate —* androgéne
normal proliférative (PIA) prostatique (PIN) localisé métastasique indépendant

Figure 6 Les différentes étapes avant I'apparition d'un cancer de la prostate androgéne-indépendant
(Adaptée de Tindall D.J., Rittmaster R.S., Journal of Urology, 2008).

L’évolution du cancer de la prostate vers un état androgéne indépendant fait intervenir

essentiellement le AR [66-68]. Pour cette raison, il est important d’identifier son mécanisme

d’action afin de comprendre cette évolution.

Les androgénes et les AR représentent la cible préférentielle dans le traitement du cancer
de la prostate depuis la découverte de la thérapie par la castration il y a 71 ans par Huggins et
Hodges [11]. Les premiers traitements consistaient a inhiber Dactivit¢ du AR avec des
activateurs du GnRH comme le goserelin ou le leuprolide. L utilisation d’inhibiteurs directs du
AR est apparue plus tard, comme le bicalutamide qui a deux mécanismes d’action [69, 70], le

premier est un inhibiteur compétitif du DHT, le second recrute des inhibiteurs transcriptionnels
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des AREs comme le NcoR [71]. Au niveau cellulaire, I’inhibition du AR induit la mort cellulaire
ou I'arrét du cycle cellulaire et de ce fait la régression tumorale [72-77]. En effet, 80 % des

patients présentant un cancer a un état avancé, répondent positivement au blocage androgénique.

Initialement la croissance et la survie des cellules cancéreuses dépendent des androgenes.
Lorsque le cancer est diagnostiqué a temps, le blocage androgénique par castration chimique ou
par ablation chirurgicale des testicules, organes majeurs de la production des androgénes,
constitue une stratégie thérapeutique efficace. Cependant, malgré un blocage continu des
androgénes, la maladie fini toujours par progresser aprés quelques années [78]. La tumeur
récidive invariablement [79-81] et cela est précédé d’une augmentation du taux de PSA [20, 80,
82]. 11 est certain alors que la progression de la tumeur est reliée a une restauration anormale du
AR. Cette réactivation fait intervenir différents mécanismes : une amplification du gene codant
pour le AR, des mutations du AR, des changements de concentration des corégulateurs, une
altération des voies de la stéroidogenése ou encore une activation du AR par un mécanisme

ligand indépendant.

1.1.3.1 Sensibilité accrue du AR

1.1.3.1.1 Amplification du géne codant pour le AR

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre la surexpression du AR et I’évolution du
cancer vers un état androgéne-indépendant. En effet, 25 % a 30 % des tumeurs androgene-
indépendantes présentent une amplification du géne codant pour le AR [83]. Il est alors
surexprimé au niveau de I’ARNm et des protéines [83-85]. Cependant, cette amplification
n’apparait pas dans le cas de cancers non traités par hormonothérapie. Cela suggére que la
castration hormonale induit ’amplification du géne codant pour le AR et I’évolution vers une
hormono-indépendance. La surexpression au niveau protéique du AR permet aux cellules
cancéreuses de survivre et de proliférer méme avec un taux trés faible d’androgénes, ceci

explique I’évolution du cancer sous castration androgénique [86].
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1.1.3.1.2 Augmentation de la sensibilité du AR

Un autre mécanisme permettant la progression du cancer de la prostate a été identifié chez un
mode¢le animal [87]. Cette voie comprend une surexpression du AR, une stabilité accrue du AR
et une translocation vers le noyau plus efficace. Cela apparait dans plusieurs cellules tumorales
qui deviennent plus sensibles aux effets prolifératifs de la DHT. En effet, la concentration
nécessaire a la croissance de ces cellules devient 4 fois plus faible que celle nécessaire aux

cellules LNCaP androgéne-dépendantes.

1.1.3.1.3 Augmentation du taux d’androgénes

Des études récentes ont montré que les cellules cancéreuses de la prostate sont capables de
produire de novo des androgénes permettant le maintient de 1’activité du AR [88]. En effet, pour
contourner la faible teneur en testostérone dans la circulation, les cellules tumorales augmentent
la production locale en androgénes. De plus, elles augmentent la conversion de la testostérone en
DHT, plus active, en augmentant I’activité de la SRD5A. Il en résulte une augmentation de la
voie de signalisation du AR méme lorsque la concentration en testostérone dans le sérum est
faible. Ce mécanisme a été confirmé dans une étude ou la thérapie par castration hormonale a
induit une diminution de la testostérone de 95 % contre une diminution de la concentration en
DHT de 60 % seulement [89] dans le tissu de la prostate. De plus, des études épidémiologiques
ont montré que certains groupes éthniques ayant une activité de la SRD5SA élevée, présentent une
incidence du cancer de la prostate plus élevée [90]. En plus des prédispositions génétiques, une
sélection naturelle se met en place durant la castration hormonale. En effet, les cellules tumorales

finissent par acquérir une mutation du géne codant pour la SRD5A ou surexpriment ’enzyme.

1.1.3.2 Les modifications génétiques du AR

1.1.3.2.1 Mutations du AR

Les mutations du géne codant pour le AR sont fréquentes lorsque le cancer est & un état
avancé ou récidive [91]. Elles ont été rapportées chez 10 % a 20 % des patients qui présentent

des tumeurs androgéne-indépendantes. Cela confirme que ces mutations permettent aux cellules
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de proliférer dans un milieu privé d’androgénes [91]. Il existe plusieurs mutations qui ont été
recencées dans une base de données. La premiére a été identifiée dans les cellules LNCaP. Elle
est apparue dans le domaine de liaison au ligand et induit une diminution de la spécificité du
ligand. Elle permet donc aux cellules de survivre méme lorsqu’elles sont privées d’androgenes
puisque le AR peut étre activé par d’autres hormones comme les cestrogénes et les anti-

androgenes [91] (Figure 7).
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Figure 7 Quelques mutations survenant sur le AR (Adaptée de Feldman B.J, Feldman D., Nature Reviews
Cancer, 2001).

La testostérone et la DHT sont des agonistes du AR sauvage contrairement au flutamide qui est un
antagoniste. Le mutant T877A cst activé par des hormones stéroides non androgéniques ainsi que par le
flutamide. Le mutant L701H présente une faible affinité pour les corticostéroides. Lorsque les deux mutations
T877A et L701H sont combinées, le AR formé a une grande affinité pour les corticostéroides
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1.1.3.2.2 Changements d’expression des corégulateurs du AR

Le AR est un facteur de transcription qui interagit avec plusieurs protéines corégulatrices
pour former un complexe transcriptionnel. Ces corégulateurs peuvent activer ou inhiber le AR et
bloquer la transcription de certains génes cibles. A ce jour 170 protéines corégulatrices ont été
identifiées [92]. Un déséquilibre entre ses corégulateurs peut donner I’avantage aux cellules
cancéreuses et favoriser leur prolifération. Les coactivateurs recrutent des facteurs de
transcription pour activer les genes régulés par le AR. En revanche, les corépresseurs forment

des complexes avec le AR et inhibent la transcription des génes cibles du AR.

1.1.3.3  L'activation du AR par un mécanisme ligand indépendant via ...

1.1.3.3.1 Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance IGF1 (Insulin-like Growth-Factor-1), KGF (Keratinocyte
Growth Factor) et EGF (Epidermal Growth Factor) sont capables d’activer le AR en
surexprimant certains coactivateurs (TIF2) [93]. De plus, ils sont capables d’induire I’expression
des genes cibles du AR en I’absence d’androgénes [94]. IGF-1 est le facteur de croissance le plus
puissant testé, puisqu’il est capable d’augmenter cinq fois la sécrétion du PSA dans les cellules
LNCaP [94]. Ces facteurs de croissance sont des ligands pour le récepteur & tyrosine kinase. lls
initient des cascades intracellulaires complexes. Cependant, leurs effets sur la voie de
signalisation du AR ne sont pas encore bien définis. Leur mode d’action n’est pas encore
déterminé (action directe sur le AR ou sur une molécule en aval impliquée dans la voie de
signalisation). Ils sont surexprimés dans certains cancers de la prostate. Le casodex, un
antagoniste du AR, est capable de bloquer complétement I’activation du AR induite par IGF-1,
KGF et EGF [94]. Cela indique que le domaine de liaison du AR avec son ligand est nécessaire a
cette activation. Cependant, cela n’explique pas le développement d’un cancer androgéne-
indépendant chez les patients traités au casodex. Il est possible que la surexpression des facteurs
de croissance soit combinée aux mutations du AR. Cela expliquerait ’apparition d’une AIPC
(androgen independent prostate cancer) chez ces patients. Cependant, des recherches

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothése.
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1.1.3.3.2 Les cytokines

Plusieurs cytokines sont capables d’activer le AR (IL-6, IL-8) via la voie de signalisation
du NF-kB. En effet, une étude menée par Wallner (2006) a permis de mettre en évidence la
contribution de la cytokine IL-6 dans le développement du cancer de la prostate androgéne-
indépendant [95]. L'IL-6 est capable de stimuler I'activit¢ du RA par un mécanisme ligand-
indépendant [96] qui induit une augmentation de la croissance cellulaire [97]. La surexpression
d'IL-6 protége de l'apoptose induite par la privation androgénique in vitro [97] et in vivo [98].
L’activation du AR par I'IL-6 est bloquée par les inhibiteurs de PKA, PKC (Protéine Kinase C)
et MAPK (mitogen-activated protein kinase) suggérant que ces voies de signalisation sont
impliquées dans l'activation du récepteur [96]. De plus, Ueda et al. (2002) ont montré que la
phosphorylation de la protéine co-activatrice SRC-1 par les MAPK est nécessaire pour une

activation optimale du RA par I'IL-6 [99].

L’IL-8 permet la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate lorsqu’elles sont
déprivées en androgénes. L’équipe de Lee et al. (2000) a montré qu’une courte exposition (30 a
120 min) des cellules LNCaP & I’IL-8 induit la liaison du AR & la région ARE présente sur le
promoteur du PSA, via I’activation de src, et a conclu a une activation de la voie de signalisation
du AR via I’'IL-8 exogéne [100]. En revanche I’équipe de Araki et al. (2007) a montré qu’une
exposition prolongée des cellules androgénes-dépendantes a I'IL-8 induit une inhibition de
I’expression du AR et une activation de I’expression de certains facteurs de croissance comme

Akt et NF-kB [101].

1.1.3.3.3 Les récepteurs a tyrosine kinase

Les RTK (Receptor Tyrosine Kinase) sont des molécules de signalisation, surexprimées
dans le cas d’un cancer. En effet, le récepteur HER-2/neu (human epidermal growth factor
receptor-2), un récepteur a tyrosine kinase, membre de la famille des récepteurs EGF est
surexprimé dans les lignées cellulaires androgéne-indépendantes provenant de xénogreffes de
souris castrées [102]. Des études récentes ont montré que la surexpression du récepteur HER-
2/neu peut activer le AR via la voie des MAPK. Cette derniére peut phosphoryler le AR in vitro
et induire son activation [103]. Cette voie est indépendante du domaine de liaison au ligand et

permet I’activation des geénes dépendants du AR en I’absence de ses ligands [102, 103] (Figure
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8). Les cellules androgéne-dépendantes peuvent alors étre converties en cellules androgéne-
indépendantes. L’activation du récepteur HER-2/neu est un mécanisme important expliquant la

progression du cancer de la prostate vers une hormono-indépendance.

Il existe une autre alternative permettant au récepteur HER-2/neu d’induire 1’activation
du AR via la voie Akt [104, 105]. En effet, lorsque Akt est activée par HER-2/neu, elle
phosphoryle le AR sur la sérine 213 et la sérine 791 [104], le transformant en un récepteur

androgene-indépendant (Figure 8).

La relation entre I’activation du AR par la voie des MAPK et la voie Akt ainsi que leurs
implications dans le développement d’un cancer de la prostate androgéne-indépendant n’ont pas

encore été déterminés.
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Figure 8 Création d’unc voic d’activation du AR via les facteurs de croissance (Adaptée de Feldman B.J,
Feldman D., Nature Reviews Cancer, 2001).

Le récepteur HER-2/neu (ou d’autres récepteurs a tyrosine kinase) peut étre surexprimé dans le cas de
cellules tumorales déprivées en androgénes. Il active indirectement la MAPK qui a son tour phosphoryle le
AR et Dactive. 1l est également possible d’activer le AR via la voie AKT. En effet, le récepteur HER-2/neu
augmente le taux de phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) via la PI3K ce qui active
AKT. Un autre moyen d’activer AKT consiste & inactiver la phosphatase a lipides PTEN ce qui inhibe la
conversion du PtdIns(3,4,5)P3 en son substrat PtdIns(4,5)P2. AKT peut également activer des voies de survie

cellulaire en phosphorylant et inactivant des protéines pro-apoptotiques comme BAD et la procaspase-9.

1.1.3.3.4 La voie de signalisation Wnt

La voie de signalisation Wnt (contraction de Wingless mutant de Drosophile et de int,
lignée cellulaire maligne) relayée par la B-caténine est impliquée dans I’embryogenése, la

prolifération cellulaire, la différenciation, la migration, la communication entre les cellules, la
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survie et la polarisation cellulaire [106]. Dans les tissus adultes, elle participe au contréle de la
prolifération cellulaire. Une activation anormale de cette voie par mutation de I’un ou 1’autre de
ses composants joue un réle important dans un grand nombre de cancers humains. Cette voie est
alors plus couramment appelée voie APC (Adenomatous Polyposis Coli)/B-caténine/ TCF (T-cell

Jactor).

Le gene Wnt code pour une glycoprotéine secrétée dans le réticulum endoplasmique et
qui rejoint I’appareil de Golgi pour étre secrétée dans le milieu extracellulaire. La protéine Wnt
se lie a deux récepteurs différents, le premier est un récepteur a sept domaines
transmembranaires le Frizzled (Fzd), le second est un co-récepteur transmembranaire 4 un seul
domaine le LRP [107]. Le récepteur le plus important est le Fzd, il a un domaine extracellulaire
riche en cystéine qui permet la liaison avec la protéine Wnt. Le récepteur Fzd est capable de
transmettre au moins trois voies de signalisation différentes. Une voie canonique qui régule la B-

caténine cellulaire et deux autres voies non canonique la Wnt/PCP [108] et la Wnt/Ca**.

Lorsque la voie de signalisation canonique Wnt est inactive, la B-caténine est dégradée.
Lorsque la voie est active, la B-caténine est libérée dans le cytoplasme ou elle exerce ses
fonctions. Dans la position «OFF», la PB-caténine est partie intégrante d’un complexe
multiprotéique composé de 1’Axine, de la protéine phosphatase PP2A, de la glycogéne synthase
kinase-3B (GSK3p) et d’APC. Au sein de ce complexe, I’interaction entre 1’Axine et la GSK3p

permettra la dégradation de la -caténine en la phosphorylant.

La position «ON» est obtenue de maniére différente selon qu’il s’agisse d’un processus
normal de développement ou d’un processus de carcinogenése. Dans le premier cas, I’activation
des récepteurs Fzd par la fixation de Wnt conduit a la phosphorylation de la protéine dishevelled
(Dsh) qui, par son association a I’Axine, empéche la GSK3B de phosphoryler la B-caténine,
rendant ainsi la liberté a cette derniére. Les B-caténines stabilisées dans le cytoplasme vont
ensuite pénétrer dans le noyau et se lient au domaine N-terminal de LEF-1/TCF, ce qui induit un
changement de conformation qui libere le suppresseur Groucho initialement lié au LEF-1/TCF et
permet le recrutement d’autres protéines et la formation d’un complexe de transcription actif qui
active les génes cibles c-Myc. Ces derniers inactivent ’expression de p21 qui n’a plus d’effet sur
le cycle cellulaire [109, 110].
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Dans le cas d’un cancer, la voie Wnt échappe au controle physiologique, si bien que les
cellules continuent a se diviser et & se comporter comme des cellules progénitrices malgré leur

localisation a la surface de 1’épithélium.

Les mutations du géne codant pour les B-caténines et le complexe boite de destruction
sont liées au développement du cancer de la prostate [66, 71, 111, 112]. De plus I’activation de la

voie Wnt signifie qu’il y a développement d’une tumeur et progression de métastases [107, 113].

Il existe trois différentes interactions entre Wnt et AR qui favorisent le développement

d’un cancer hormono-indépendent :

La B-caténine joue le role d’un ligand activateur du AR : Elle peut directement se lier a
I’extrémité C-terminale du AR ce qui permet l’activation de la transcription des génes
androgéne-dépendant. Elle permet aussi une utilisation plus efficace de ’androsténedione et de
I’cestradiol (agonistes de la voie de signalisation des androgénes) et réduit I’effet du bicalutamide

(antagoniste pharmaceutique du AR).

L’activité de GSK3B est inhibée : GSK3P régule la dégradation de la P-caténine et inhibe la

transcription du AR. Elle agit donc comme un géne suppresseur de la tumeur. Cependant, elle est
inactivée par deux voies de signalisation : la voie Wnt et la voie Akt qui sont actives dans le cas

d’un cancer de la prostate ce qui explique I’évolution du cancer.

LEF-1/TCF régule I’expression de I’ARNm codant pour le AR et ses protéines : L’expression de

I’ARNm codant pour le AR est surexprimée lorsque la voie Wnt est activée. En revanche,
1’ARNm codant pour les protéines du AR est sous-exprimé. Ce résultat contradictoire s’explique

par le fait que la voie Wnt active aussi la voie de dégradation du AR.

Ces différentes interactions, sont un moyen d’activer ou d’inhiber la voie de signalisation
des androgénes ce qui permet de développer des moyens pour contrdler la croissance cellulaire et

d’évoluer vers un cancer de la prostate hormono-indépendant.
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Figure 9 La voie de signalisation Wnt/b-caténine (Adaptée de Kypta R.M., Waxman J., Nature Reviews
Urology, 2012).

a. La voie de signalisation Wnt/B-caténine est en mode « OFF ». b. La voie de signalisation Wnt/B-caténine est

en mode « ON ».
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1.1.3.4 Les voies AR indépendantes

Il existe d’autres voies capables de faire évoluer le cancer de la prostate vers un état

androgéne-indépendant et qui ne font pas intervenir le AR (Figure 10).

1.1.3.4.1 Les facteurs de croissances

Les facteurs de croissance comme IGF1 et ses récepteurs a tyrosine kinases qui induisent
I’expression de différents génes responsables de la croissance et de la survie cellulaire comme la

voie MAPK/Ras/Raf/PKC [114].

1.1.3.4.2 La voie de signalisation Akt

La voie de signalisation Akt joue aussi un rdle important dans le développement du
cancer androgéne-indépendant sans faire intervenir le AR. En effet, PTEN est un géne
suppresseur de tumeur souvent inactivé lorsque le cancer de la prostate est a un état métastatique
avancé [115]. 11 code pour une phosphatase & lipide qui déphosphoryle le phosphate 3 des lipides
3-phospho-inositol comme le phosphatidyl-inositol (3,4,5) triphosphates (P1(3,4,5)P3) [111]. Les
lipides 3-phospho-inositol sont des messagers secondaires qui activent Akt [116-118]. La voie
Akt intervient dans la tumorigenése en raison de son activité anti-apoptotique. En effet, Akt
phosphoryle et inactive plusieurs protéines pro-apoptotiques comme Bad et la procaspase-9
[105]. Dans les cellules normales, PTEN bloque la voie de signalisation de Akt pour permettre
aux cellules d’aller en apoptose. En revanche, dans les cellules tumorales, la fonction PTEN est
perdue, ce qui induit une augmentation de 1’activité de Akt qui bloque le signal d’apoptose. De
plus, Akt est capable de contrdler I’apoptose et la prolifération des cellules cancéreuses de la
prostate en induisant, entre autres, une diminution de I’expression de p27 [115], un inhibiteur

important du cycle cellulaire [119].
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1.1.3.43 Bcl-2

Un autre mécanisme d’évolution vers un état androgéne-indépendant qui ne fait pas
intervenir le AR est le facteur anti-apoptotique Bcl-2. En effet, lorsque les cellules sont privées
d’androgenes, les voies apoptotiques sont activées. Bcl-2 permet de déjouer la mort cellulaire
programmeée causée par I’absence d’androgénes. C’est une protéine qui n’est pas exprimée dans
les cellules normales et est surexprimée dans le cas d’un cancer. Elle joue un role important dans

le mécanisme de survie des cellules cancéreuses de la prostate [120].

1.1.3.4.4 Les régulations épigénétiques

Les régulations épigénétiques sont importantes dans le développement cellulaire normal.
Cependant, dans certains cas, elles interviennent dans I’apparition d’un cancer. En effet, elles
altérent ’expression des génes suppresseurs de tumeur sans modifier la séquence d’ADN. Les
altérations les plus communes retrouvées dans les cas d’un cancer de la prostate androgéne-
indépendant, sont la méthylation et les modifications des histones. La méthylation est la
modification épigénétique la plus commune affectant la fonction cellulaire. Elle consiste a
ajouter un groupement méthyle sur le carbone 5 d’une cytosine d’un dinucléotide CpG par une
méthyl transférase. L’inhibition de I’expression du géne codant pour le AR par une méthylation
de 'ADN est un mécanisme permettant aux cellules cancéreuses d’évoluer vers un état
androgeéne-indépendant. En effet, certaines études ont montré qu’une surexpression du AR est un
mécanisme mis en jeu par les cellules androgéne-indépendantes pour compenser la diminution de
la concentration d’androgénes. Cependant, 20 % a 30 % des cancers androgene-indépendants
dont les deux lignées cellulaires les plus étudiées DU145 et PC-3 n’expriment pas le AR [121].
Cela s’explique par la perte du AR causée par une hyperméthylation du promoteur qui survient le
plus souvent dans les tumeurs androgénes-indépendantes [122]. De plus, des études ont montré
que plusieurs autres génes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire, de I’invasion cellulaire,
de Parchitecture cellulaire, de la réparation de I’ADN endommagé ainsi que certains geénes
suppresseurs de tumeurs et des oncogénes ont été modifiés épigénétiquement dans plusieurs

tissus et lignées cellulaires cancéreuses [123, 124].
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1.1.3.4.5 Les microRNA

Le mécanisme de régulation des miRNA (microRNA) peut aussi avoir un impact sur la
progression du cancer vers un état androgéne-indépendant. En effet, les miRNAs sont des petits
ARN non codants capables de réguler I’expression de certains génes de fagon post-
transcriptionelle. Les miRNAs appartiennent & deux catégories: les oncogénes et les
suppresseurs de tumeurs. Certains miRNAs sont surexprimés dans les cellules cancéreuses dans
le but d’inhiber les génes suppresseurs de tumeurs et sont appelés miRNAs oncogéniques ou
oncomirs. En revanche, d’autres miRNAs sont inhibés pour bloquer la progression du cancer et

sont appelés les miRNAs suppresseurs de tumeurs [125, 126].

1.1.3.5 La voie des cellules cachées

11 existe plusieurs mécanismes permettant a la cellule de devenir androgéne-indépendante
et d’induire un échec de ’hormonothérapie. Cependant, d’aprés une hypothése proposée par
John Isaacs (1999), cet échec est causé par une sous-population de cellules tumorales androgéne-
indépendantes présentes dans la prostate avant méme le début de la thérapie [127]. Ces cellules
souches épithéliales présumées sont androgéne-indépendantes et leur ratio prolifération/mort

cellulaire n’est pas affecté par la privation en androgenes (Figure 10).

1.1.3.6 Les mécanismes de résistance du cancer androgeéne-indépendant

La mortalité causée par le cancer de la prostate s’explique par son évolution d’un état
androgéne dépendant 4 un état androgéne indépendant difficile & traiter. Cette évolution fait

intervenir différents mécanismes (Tableau 1) (Figure 10).
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Tableau 1

Mécanismes d’évolution vers un cancer de la prostate androgéne-indépendant |80].

Voie de signalisation

Sensibilité accrue du AR

Modifications génétiques
du AR

Activation du AR par un
mécanisme ligand
indépendant

Voies de signalisation
AR indépendantes

La voie des cellules
cachées

Dépendance au ligand

Androgéne dépendante

Pseudo-androgénes

Antagonistes des
androgénes

Corticostéroides

Mutations des
corégulateurs

Androgéne indépendante

Ligand indépendante

Androgéne indépendante

Androgéne indépendante

Dépendance au
AR

AR dépendante

Dépendante d’un
AR muté dans les
cellules LNCaP et
dans les cellules
ARCCI’

AR dépendante

AR indépendante

AR indépendante

Mécanisme d’action

AR amplifié
AR plus sensible
DHT augmentée

AR moins spécifique

Stimulation par des
molécules autres que les
androgénes

PTEN muté

HER-2/neu amplifié
PI3K activée

MAPK activée
Corégulateurs mutés
Voies de survie cellulaire:
surexpression de BeL2

Activation d’autres
oncogénes

Inactivation des génes
suppresseurs de tumeurs

Cellules souches
épithéliales malignes
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Figure 10 Cinq voies possibles expliquant I'évolution vers un état androgéne-indépendant (Adaptée de
Feldman B.J, Feldman D., Nature Reviews Cancer, 2001).

A. Cette voie fait intervenir : unc augmentation de la quantité de AR par amplification du géne ou une
sensibilité accrue du AR ou une augmentation de la quantité de DHT. B. Cette voie fait intervenir : une
activation non spécifique du AR. C. Cette voic fait intervenir : unc activation du AR par les RTKSs, par Akt
ou par les MAPK, D. Cette voie fait intervenir des voies de survies cellulaires comme Bcl-2. E. Cette voie fait

intervenir des cellules souches épithéliales.

43



1.1.4 Généralités sur les métastases

La castration androgénique induit, la plupart du temps, la sélection d’une population de
cellules capables de survivre en I’absence d’androgénes. Il en résulte la formation d’un cancer
androgéne-indépendant. Ces cellules induisent une augmentation de 1’angiogenése, forment des

métastases et migrent en premier lieu vers les os et les nodules lymphoides.

1.1.4.1 La dissémination

Tout d’abord, la formation de métastases nécessite 1’extravasation des cellules
cancéreuses de la tumeur et leur survie pendant la migration dans la circulation sanguine. En
effet, les cellules doivent se détacher de leur tissu d’origine et cela nécessite sa dégradation. Les
mécanismes mis en jeu durant cette phase sont déterminants pour la suite des événements
particuliérement pour les cellules qui vont former le noyau meétastasique dans les os. Il existe
deux facteurs qui contribuent a cette migration : les changements qui apparaissent dans le tissu

stromal de la tumeur et ceux qui apparaissent dans la cellule elle méme.

Les fibroblastes associé€s aux tumeurs solides acquié€rent un phénotype myofibroblastique
suite a un contact physiologique avec les cellules tumorales, & une sécrétion élevée de facteurs de
croissance (EGF, FGF et IGF) ou encore & une hypoxie provenant du métabolisme anormal des
cellules tumorales. Les fibroblastes activés produisent un taux élevé de métallo-protéinases
matricielles et restructurent ainsi la matrice extracellulaire tumorale. Les cellules cancéreuses
ainsi que les fibroblastes, secrétent aussi beaucoup de chimiokines ce qui induit la création d’un
gradient qui recrute des leucocytes et des cellules endothéliales dans le microenvironnement de
la tumeur [128]. Ces leucocytes s’infiltrent et se différencient en macrophages associés aux
tumeurs. Ils produisent des facteurs de croissance angiogéniques, des chimiokines de
recrutement, des producteurs de vascularisation et des meétalloprotéinases contribuant au
remodelage de la matrice extracellulaire [129]. Ce remodelage favorise le développement de la
vascularisation de la tumeur et la dissociation des cellules tumorales de leur tissu d’origine [128].

Pendant ce temps, des cellules vasculaires sont recrutées et créent des vaisseaux & haute
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perméabilité qui expriment des molécules d’adhésion cellulaire permettant ainsi & la tumeur

d’avoir sa propre vascularisation interne [130, 131].

D’autres changements apparaissent dans le microenvironnement de la tumeur comme les
mutations génétiques [132] et épigénétiques [133]. Ces mutations vont permettre aux
transcriptomes des cellules métastasiques de développer un phénotype favorisant le détachement

tissulaire et la motilité du cytosquelette.

1.1.4.2 La survie pendant la migration

La survie pendant la migration est un facteur déterminant pour la formation des
métastases. En effet, les cellules qui arrivent a se détacher de leur tissu d’origine, mais qui ne
survivent pas pendant la migration, ne seront pas en mesure de créer un noyau métastasique.
L’environnement biochimique et mécanique de la voie de migration des cellules métastasiques
est trés différent de celui du tissu épithélial d’origine. Cette migration représente donc un défi
pour les cellules cancéreuses. De plus, le tissu épithélial d’origine a une propriété unique : la
mort cellulaire programmeée appelée anoikose qui se déclenche lorsqu’une cellule se détache de
son tissu natif. L’activation de mécanismes de survie est donc une étape nécessaire pour qu’il y

ait formation de métastases osseuses.

D’aprés Igney et Krammer (2002), les cellules cancéreuses surexpriment les protéines
mitochondriales antiapoptotiques (Bcl2, Bcl-XL et mcll). En revanche, elles diminuent
I’expression des protéines proapoptotiques (Bax, Apafl et les caspases) ou développent des
mutations qui les inactivent [134]. Il en résulte un état moléculaire qui favorise la survie
cellulaire au détriment de I’apoptose. De plus les cellules cancéreuses inhibent la dégradation de
Mcl-1 ce qui induit son accumulation et par conséquent une inhibition de la mort cellulaire par
anoikose [135]. Les cellules malignes inactivent aussi la voie apoptotique induite par FADD et
les récepteurs de mort cellulaire. En effet, elles surexpriment la protéine FLIP [136] qui

séquestre FADD et bloque la voie des caspases.
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En plus de la résistance a I’apoptose et 4 ’anoikose, les cellules cancéreuses peuvent
utiliser I’autophagie comme mécanisme de survie. En effet, I’autophagie est activée suite 3 une

diminution de I’activité de mTOR ainsi que d’autres voies de signalisation.

1.1.4.3 L’installation dans la moelle osseuse

Les cellules qui se libérent de leur tissu d’origine et qui survivent a la migration ne sont
pas toutes capables de créer des métastases. En effet, le nombre de cellules tumorales circulantes
par millilitre de sang dans le cas d’un cancer des ovaires est 10 fois supérieur a celui d’un cancer
de la prostate [137]. Cependant, les métastases sont rares dans le cas d’un cancer des ovaires
mais fréquentes dans le cas du cancer de la prostate. Cela suggére qu’il existe des cellules
capables de se détacher de leur tissu d’origine et de survivre dans la circulation sanguine mais

qui ne sont pas capable d’induire des métastases dans la moelle osseuse.

Au tournant du 20°™ siécle, Paget et Ewing ont émis des hypothéses contradictoires
concernant le mécanisme de développement des métastases. En effet, Ewing considére que c’est
un processus physique qui favorise le développement des métastases dans les tissus présentant
une vascularisation dense [138]. En revanche, Paget considére que les cellules cancéreuses ainsi
que le site secondaire dans lequel elles vont se loger contribuent tous les deux au développement
des métastases [139]. L’hypothése de Paget correspond d’avantage a la réalité. En effet, la
moelle osseuse est le site de production des cellules sanguines, elle posséde une vascularisation
particuliérement dense et représente de ce fait un endroit favorable au développement des
métastases. Les cellules cancéreuses induisent la formation de métastases dans la moelle osseuse
en raison d’une affinité biologique unique contrdlée par une variété de facteurs régulant la

communication entre ces cellules et la moelle osseuse.

L’extraction des cellules cancéreuses des vaisseaux sanguins, une fois arrivées dans la
cavité de la moelle osseuse, représente une des étapes les plus importantes dans 1’établissement
d’une communication entre les cellules métastasiques et la moelle osseuse. Ce processus fait
intervenir des chimiokines et leurs récepteurs en imitant le mode d’action des progéniteurs

hématopoiétiques [140].
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1.1.4.4 Formation de métastases par les cellules tumorales disséminées

Les cellules tumorales qui se retrouvent dans la moelle osseuse sont celles qui ont réussi a
migrer, & survivre dans la circulation sanguine, a s’installer, a envahir la moelle osseuse et a
survivre dans leur nouveau site de croissance. Malgré leur apparente agressivité, les métastases
mettent plusieurs années pour se développer [141, 142]. Ce phénomeéne s’explique par un
processus biphasique dans la formation tumorale. En effet, les cellules tumorales disséminées
présentent un état initialement latent suivi d’une phase agressive active. Cette cinétique

s’explique par deux états: la dormance cellulaire et la dormance de la masse [143].

La dormance cellulaire décrit le fait que les cellules tumorales disséminées sont
métaboliquement actives mais que leur cycle cellulaire est en arrét [143]. Dans ce cas, les
cellules survivent mais ne proliférent pas parce qu’elles n’ont pas les conditions nécessaires,
dans I’immédiat, pour se multiplier. En revanche, la dormance de la masse est une phase latente
durant laquelle les micro-métastases multicellulaires persistent mais ne proliférent pas [144]. Elle
apparait lorsque la tumeur n’a plus d’espace pour prendre du volume ou lorsqu’elle n’a pas acces

aux vaisseaux sanguins ou encore lorsqu’elle est attaquée par le systéme immunitaire.

1.1.4.5 Clones et cellules souches dans la formation des métastases

En plus de la capacité d’entrer dans une phase de dormance, les cellules tumorales sont
capables d’accumuler des lésions génétiques pour pouvoir croitre dans un site secondaire [145].
De plus, les travaux de Visvader et al. (2008) ont mis en évidence I’existence d’une catégorie de
cellules monoclonales & 1’origine de toutes les tumeurs. 11 existe donc un sous-ensemble clonal
unique de cellules primaires cancéreuses capables de former des Iésions métastasiques suite a
leur dissémination. Cette théorie ne peut s’expliquer que par la présence de cellules souches
cancéreuses. En effet, les cellules souches présentent 3 caractéristiques : la capacité de se
renouveler, de se différencier et d’induire la croissance des organes. Il semblerait en effet qu’une
sous-population de cellules présentant ces caractéristiques soient présentes dans les cancers

somatiques [146]. Cependant, d’autres travaux sont nécessaires pour confirmer cette théorie.
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1.1.4.6 Les différents types de tumeurs métastasiques osseuses

La moelle osseuse normale a une architecture définie avec un compartiment produisant le
sang et un autre produisant les os. En revanche les tumeurs qui se développent par dissémination
de métastases vers la moelle osseuse présentent différents phénotypes générés par un ensemble
de facteurs uniques. En effet, ces différents phénotypes ont été classés en deux grandes
catégories : les tumeurs ostéolytiques (résorbent les os) et les tumeurs ostéoblastiques

(synthétisent les os) [147].
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1.2 APOPTOSE ET CANCER DE LA PROSTATE

1.2.1 Généralités sur les voies apoptotiques

Plusieurs études montrent 1’importance de I’induction de I’apoptose dans la prévention du
cancer par les composés naturels consommables. L’apoptose comprend deux voies majeures : la
voie extrinséque activée par des signaux proapoptotiques provenant de la surface de la
membrane cellulaire et la voie intrinséque qui met en jeux une perturbation de I’intégrité

membranaire mitochondriale.

1.2.1.1 La voie intrinséque

Elle est activée par la perte de signal des facteurs de croissance, en réponse a une
dégradation de I’ADN, 4 un stress oxydant, 4 une hypoxie, ou a4 une exposition a certains
composés chimiques. Elle est régulée par les protéines de la famille Bcl-2 qui contrblent la

libération des facteurs pro-apoptotique dans I’espace inter-membranaire mitochondrial.

Lorsque le cytochrome c est libéré dans le cytoplasme, il se lie 4 la région C- terminale
d’Apaf-1, une protéine cytosolique capable de recruter les caspases. L’association du
cytochrome c et d’Apaf-1 permet de recruter la caspase-9. Le complexe apoptosome formé par le
cytochrome c/Apaf-1/caspase-9 permet |’activation des caspases exécutrices comme la caspase-
3. Cette derniére scinde a son tour des protéines cellulaires comme les protéines de structure,

nucléaires et du cytosquelette.

D’autres protéines libérées par la mitochondrie comme Smac/DIABLO et Omi/HtrA2
facilitent I’activation des caspases en bloquant ses inhibiteurs endogénes (IAPs) [148]. Un
équilibre dynamique entre les effecteurs pro- et antiapoptotique permet a la cellule de survivre
aux dommages causés 4 la mitochondrie. Cependant, lorsque ces dommages affectent plusieurs
mitochondries, I’action antiapoptotique des IAPs est annulée par une concentration cytosolique

importante de ses antagonistes Smac/DIABLO et Omi/HtrA2.
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Il existe une voie d’activation de ’apoptose mitochondriale indépendante des caspases
qui fait intervenir 1’activité protéase de Omi/HtrA2 [149-151]. En effet, des études in vitro ont
montré une dégradation de XIAP, clAP], cIAP2 et Apollon, des protéines anti-apoptotique, par
I"activité protéase de Omi/HtrA2 [152]. Une autre voie indépendante des caspases fait intervenir
I’AIF et I’endonucléase G. En effet, elles sont libérées de la mitochondrie et transloquent dans le
noyau pour induire la condensation de la chromatine et la dégradation de I’ADN [148, 153]. Le
moment précis de la libération de ces deux protéines par rapport au cytochrome ¢ n’est pas
encore connu de méme que le moyen de dégrader I’ ADN [154]. Cependant, des études réalisées
sur des cellules de mammiféres montrent une coopération entre 1’AIF et la cyclophiline A pour
dégrader I’ADN [153].

Les protéines de la famille Bcl-2 jouent un réle central dans le contrdle de la voie
mitochondriale. En effet, plus de 20 membres de cette famille ont &té identifiés chez I’homme
comprenant les suppresseurs (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bfl-1/A1, Bcl-W et Bcl-G) et les promoteurs
(Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bim, Bcl-Xs, Krk, Mtd, Nip3, Nix, Nora et Bcl-B) de ’apoptose
[155].

En plus du cytochrome c, la mitochondrie libére un grand nombre de polypeptides
comme AIF, EndoG, Smac/Diablo (activateur secondaire des caspases) et Omi/HtrA2 dans
I’espace inter-membranaire. Smac/Diablo et Omi/HtrA2 induisent 1’activation des caspases en

neutralisant I’effet inhibiteur des IAPs.

1.2.1.2 La voie extrinséque

Elle est initiée par la liaison d’un ligand spécifique aux récepteurs transmembranaires de
mort cellulaire comme le récepteur CD95 (APO-1/Fas), le récepteur TNF1 (TNFR1), les
récepteurs TRAIL-R1 (DR4) ou encore TRAIL-R2 (DR5). Ces récepteurs sont activés par
liaison avec leurs ligands respectifs (CD95L, TNFa ou lymphotoxine-o et TRAIL) ce qui induit
leur trimérisation. Une protéine adaptatrice FADD est alors recrutée et se lie 4 la procaspase-8

et/ou caspase-10 pour former un complexe de mort cellulaire appelé DISC [156]. La procaspase-
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8 est activée et joue le role d’initiateur de caspase. Elle active les caspases effectrices caspase-3

et -7 pour initier la dégradation cellulaire causant une apoptose inévitable [157].

1.2.2 Mécanismes de résistance a I’apoptose dans le cancer de la prostate

L’apoptose ou la mort programmée des cellules est un mécanisme important pour le
développement cellulaire normal, pour le systéme de défense cellulaire et pour la suppression de
’oncogenése [158, 159]). En effet, une mauvaise régulation de I’apoptose provoque le

développement des cancers et des maladies dégénératives et vasculaires [160, 161].

Le phénotype cancéreux agressif est le résultat d’altérations génétiques et épigénétiques
induisant une dérégulation de la voie de signalisation intracellulaire comme I’apoptose [162].
Cette dérégulation joue un réle important dans la résistance des cellules cancéreuses aux
traitements médicamenteux [159, 163). En effet, la résistance des cellules hormono-
indépendantes du cancer de la prostate, a été associée a une résistance a 1’apoptose qui fait

intervenir différents facteurs [161, 164, 165].

Bcl-2 est la premiére protéine identifiée, produite par un oncogéne [166, 167]. Les protéines
appartenant 4 la famille Bcl-2 possédent quatre régions de séquences homologues doublées
appelées les domaines homologues Bcl-2 (BH1-4). Des études structurelles des protéines de
survie (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w et Mcl-1) ont mis en évidence la formation d’une poche
hydrophobe de liaison, par trois de ces domaines (BH1-3). Seules les protéines ayant un domaine
BH3 (Bim, Bad, Puma, Noxa, etc) et les protéines pro-apoptotique Bax/Bak peuvent se lier &
cette poche. De ce fait, plusieurs études ont développé des analogues possédant le domaine BH3
afin d’inhiber les protéines de survie cellulaire. Comprendre le déséquilibre qui survient dans les
membres de la famille des protéines Bcl-2 est devenu essentiel dans le développement de

traitements efficaces contre le cancer.

Les protéines Bcl-2 et Bel-xL sont trés liées et surexprimées dans plusieurs types de cancers
[97, 168]. En effet, Bcl-2 est surexprimée dans 30-60 % des cancers de la prostate, au diagnostic
et dans 100 % des cancers hormono-indépendant [169, 170]. Sa surexpression est & 1’origine
d’une diminution de la réponse pro-apoptotique qui devrait survenir a la suite d’irradiations,
d’une chimiothérapie ou encore d’une castration androgénique. De ce fait, elle induit une

résistance aux traitements [171-175].
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Bcl-xL est surexprimée dans 100 % des cancers de la prostate hormono-résistants. Elle est
aussi associée 4 un stade avancé de la maladie, 4 un faible pronostic de survie, a un risque de

récidive et & I’apparition de métastases [176-178].

Il est certain que la transition du cancer de la prostate vers un état androgéne-indépendant est
accompagnée de plusieurs changements génétiques. Par conséquent, la surexpression des
protéines clés de survie cellulaire comme Bcl-2 et Bel-xL représente un obstacle important a

Iinduction de I’apoptose par chimiothérapie [97, 179-181].

Mcl-1 (myeloid cell leukemia) est aussi une protéine anti-apoptotique appartenant a la
famille des Bcl-2. C’est une molécule hautement régulée qui favorise la viabilité cellulaire et qui
contribue & la malignité lorsqu’elle est dérégulée [182, 183). L’expression de Bcl-2, Bel-xL et de

Mcl-1 augmente pendant la progression du cancer de la prostate [179].

Puisque Bcl-2 et Bcl-xL inhibent 1’apoptose lorsqu’elle est induite par différents stimulus,
leur surexpression est associée 4 une progression du cancer vers un état androgéne-indépendant

[168, 184-186].

Le NF-kB contrble I’apoptose en régulant la transcription des génes antiapoptotiques qui
agissent & différents niveaux. Ces génes comprennent Bcl-2, Bel-xL et Bfl-1/A1 qui agissent au
niveau mitochondrial [164, 165], la survivine et le XIAP qui agissent au niveau cytoplasmique,
le c-IAP1 et le c-IAP2 qui inhibent I’activité de différentes caspases [166, 187] et enfin TRAF1
et TRAF2 qui agissent en amont de la voie apoptotique et qui sont a I’origine de la résistance a
I’apoptose induite par le TNF-o, [187, 188]. Le NF-kB contréle aussi le ratio récepteurs leurre
TRAIL et récepteurs de mort cellulaire TRAIL et régule ainsi la sensibilité des cellules au
TRAIL. En effet, une surexpression des protéines antiapoptotiques contrélée par la famille des
NF-kB explique la résistance aux traitements, des cellules cancéreuses de la prostate [189-191].
De plus Pactivation continue de NF-kB dans les cellules cancéreuses de la prostate, androgéne-

indépendantes, explique leur résistance aux agents thérapeutiques proapoptotiques [192].

TRAIL est un ligand cytotoxique qui induit ’apoptose dans différentes cellules
cancéreuses par liaison avec son récepteur exprimé a la surface des cellules tumorales. DRS est
un récepteur TRAIL localisé dans une région souvent perdue dans les cellules cancéreuses de la
prostate ce qui leur procure une résistance 4 ce ligand [179]. De plus, I’expression des récepteurs

de leurre TRAIL comme le DcR2 est plus importante dans les cellules tumorales que dans les

52



cellules normales ce qui pourrait représenter un mécanisme supplémentaire de résistance face au

systéme immunitaire [172].

L’expression des caspase-1 et 3 est plus faible dans les cellules cancéreuses de la prostate
que dans les cellules normales. En revanche, les protéines Bcl-2 sont surexprimées dans les

cellules cancéreuses de la prostate [173].

Un déséquilibre entre les facteurs de croissance et les facteurs d’apoptose induisent la
tumorigenése. Il est donc intéressant de développer des traitements permettant de favoriser
’apoptose des cellules cancéreuses. Depuis quelques années, plusieurs études ont montré les
bienfaits de certains aliments dans la prévention du cancer via I’induction de 1’apoptose dans les
cellules cancéreuses. De plus, le cancer de la prostate présente toutes les caractéristiques
favorisant une approche chimiopréventive par des interventions nutritionnelles qui ont pour but
de retarder ou d’inhiber la progression du cancer. En effet, plusieurs composés naturels testés sur
des cellules cancéreuses de la prostate ainsi que sur des modéles animaux présentent un effet
préventif. Certains des composés les plus reconnus sont présents dans la grenade, les tomates, les

légumes verts, les fruits rouges, les cruciféres, le thé et le soja.
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1.3 LA PREVENTION PAR L’ALIMENTATION

La chimioprévention est une alternative intéressante dans le traitement du cancer de la
prostate en raison de sa latence, de son incidence, de la présence de biomarqueurs quantifiables,

de I’identification des lésions prénéoplastiques et enfin de son hétérogénéité [193].

Les études épidémiologiques confirment de plus en plus le rdle évident de I’alimentation
et du mode de vie dans la prévalence de risque dans le développement du cancer de la prostate et
de sa progression. La plupart du temps, les facteurs alimentaires initiateurs du cancer ne sont pas
identifiés. En revanche, plusieurs nutriments ainsi que des extraits naturels de plantes sont

reconnus pour leurs effets thérapeutiques.

D’aprés certaines études épidémiologiques, les Afro-américains présentent le risque le
plus élevé au monde de développer un cancer de la prostate. Les caucasiens et les Afro-
américains ont 5 a 50 fois plus de risques de développer un cancer de la prostate que les japonais
résidants au Japon [194, 195). Le régime alimentaire joue donc un rdle important dans le

développement du cancer de la prostate.

Certains facteurs comme le taux calorique, le ratio omega-6/omega-3, les produits laitiers
et la consommation de viande, présentent une forte corrélation avec le risque de développer un
cancer de la prostate. Ces facteurs peuvent agir comme des promoteurs ou des initiateurs

transformant une néoplasie bénigne en une forme agressive.

La consommation de graisses d’origine animale a été associée & un risque élevé de
développer un cancer de la prostate [196-198]. Le mécanisme par lequel ses graisses induisent
une carcinogenése prostatique n’a pas encore été identifié. Cependant, elles ont un effet sur le
taux de testostérone dans le sérum, sur le stress oxydant ou encore sur ’augmentation du taux
d’hormones IGF-1. De plus, I’obésité augmente les risques de développer un cancer de la
prostate et les risques de récidive, en raison des changements survenants dans 1’équilibre

hormonal. En effet, ’excés de poids dégrade 1’activité des cestrogénes et de la testostérone.

Avant I’avénement des aliments traités, le ratio omega-6/omega-3 dans I’alimentation de
base était de 2:1. Aujourd’hui, les standards alimentaires ont changé et ce ratio atteint 40:1. En

effet, I’alimentation américaine est riche en omega-6 polyinsaturé (PUFAs) et en gras frans. Une
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consommation élevée en acides gras saturés provenant de la viande rouge, des jaunes d’ceufs, des
produits laitiers et des acides gras frans contenus dans les huiles végétales hydrogénées, a été
associée a une augmentation de I’incidence du cancer de la prostate et du taux de mortalité. En
revanche une consommation élevée d’acides gras omega-3 (comme I’acide docosahexanoique,
eicosapentanoique et alpha-linolénique) a été associée & une réduction du risque de développer
un cancer de la prostate. En effet, une consommation journaliére de 0,5 g d’acide gras provenant
de la consommation de poissons, réduit de 24 % les risques de cancers métastasiques [199]. De
plus, les huiles végétales non raffinées, riches en phytostérols (comme le beta-sitostérol et le
campestérol), présentent dans le régime alimentaire méditerranéen et asiatique, réduisent le
risque de développer un cancer de la prostate, contrairement aux cholestérols, aux gras saturés et

aux huiles raffinées présentes dans I’alimentation américaine.

Ceraines études cliniques réalisées pour déterminer ’effet des produits laitiers sur le
cancer de la prostate présentent certaines contradictions. En effet, une large analyse de 45 études
d’observations montre que les produit laitiers n’ont pas d’effets significatifs sur le risque de
développer un cancer de la prostate [200]. En revanche, d’autres études montrent une
augmentation du risque de 11 a 39 % [201, 202]. L’augmentation du taux de calcium dans le
plasma a pour conséquence la suppression de la 1,25 dihydroxyvitamine D3, ce qui expliquerait
cette augmentation de risque [203]. D’autres chercheurs expliquent cela par la présence de gras
saturés dans les produits laitiers et par I’augmentation du taux d’IGF-1 circulante (associée a une
augmentation du risque de développer un cancer de la prostate) [204-206]. De plus certains
travaux ont montré qu’une faible consommation de produits laitiers diminuait le taux de PSA
[207].

La viande rouge est riche en acide arachidonique [208], en amine hétérocycliques
(HCAs) (provenant d’une cuisson prolongée) et en nitrosamines (agents de conservation). Colli
et Colli (2005) ont montré une forte corrélation entre la consommation de viande rouge et la
mortalité associée a un cancer de la prostate dans deux études rétrospectives sur des populations

provenant de 71 pays [209, 210].

L’alimentation méditerranéenne et asiatique sont les plus recommandées pour prévenir
’apparition d’un cancer de la prostate. En effet, le poisson et le soja remplacent la viande rouge.

De plus, les produits laitiers sont consommés avec modération.
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Le régime alimentaire « idéal » pour prévenir le cancer de la prostate est une alimentation
faible en gras, en viande rouge et en produits laitiers et riche en fruits, en légumes, en grains
entiers, en extraits naturels de plantes (curcumin, gingembre) et en thé vert. Les composés

présentant un effet préventif reconnu, sur le cancer de la prostate, ont été développés ci-dessous.

1.3.1 La genistéine

Les phytooestrogénes sont des composés provenant de plantes biologiquement actives et
qui ont une structure chimique semblable aux cestradiols. Les phytoostrogénes les plus
importants sont les isoflavones. La génistéine (4°, 5, 7-trihydroxyisoflavone) est une isoflavone
présente dans le soja, les lentilles, les pois et les haricots [211]. Elle est capable d’inhiber, in
vitro, la progression des cellules cancéreuses de la prostate androgéne-dépendantes et —
indépendantes [212-214]. La génistéine a plusieurs modes d’actions anti cancérigénes. En effet,
elle est capable d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses (en inhibant la tyrosine kinase, la
voie de signalisation du PTK, la topoisomérase I et Il et I’histidine kinase), d’induire leur
apoptose, d’avoir des effets antioxydants (en inhibant les voies de signalisation du NF-kB et de

Akt) et enfin d’inhiber I’angiogenése (en inhibant TGF-B et EGF) [215, 216].

Des études in vitro ont montré que la génistéine induisait une diminution de I’expression
du AR dans les cellules cancéreuses de la prostate via le récepteur a cestrogénes f3, ce qui induit
une modification de la réponse cellulaire suite a une stimulation hormonale. Elle induit aussi une
inhibition de la syntheése des enzymes stéroidiennes comme la SRDSA et la CYP19 ce qui
diminue la production hormonale. Enfin, elle bloque le cycle cellulaire en phase G1 et inhibe

I’expression du PSA [211].
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1.3.2 Lelycopéne

Le lycopene est un caroténoide présent dans la tomate, la pastéque, les raisins rouges et la
papaye. Une consommation réguliere de tomates crues ou cuites aide & prévenir le cancer de la
prostate [217] et réduit sa progression [218]. La cuisson des tomates favorise la libération du
lycopéne qui a la capacité d’arréter le cycle cellulaire et d’induire 1’apoptose dans plusieurs types
de cellules cancéreuses [219]. Il réduit aussi le taux d’IGF-1 dans le sérum qui est associé a un
risque €élevé de cancer de la prostate [220]. Cependant, une étude menée sur le cancer de la
prostate, des poumons, du colon et des ovaires n’a pas réussi a identifier ’effet protecteur global

du lycopéne sur I’incidence du cancer [221].

1.3.3 Le delphinidine

Le delphinidine est un polyphénol provenant des baies, il est également présent dans la
grenade, les raisins, les betteraves ainsi que les aubergines [222]. Il posséde des propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, et anti-angiogéniques [222]. 11 induit également I’apoptose dans
les cellules cancéreuses de la prostate et inhibe la croissance tumorale in vivo [223]. En effet, les
travaux de Yun et al. (2008) montrent que le delphinidine inhibe la croissance des cellules
hautement agressives PC-3 et induit leur apoptose [224, 225]. De plus, il inhibe la voie de
signalisation Wnt/B-caténine. Cette voie est dérégulée dans le cas d’un cancer de la prostate et
contribue a sa progression. En effet, le delphinidine induit, dans les cellules PC-3, la
phosphorylation de GSK3p, 1’expression des protéines APC et Axine et la phosphorylation de la
B-caténine sur les résidus sérine et thréonine. Il en résulte la dégradation de la P-caténine,
I’inhibition de sa translocation dans le noyau et par conséquent I’inhibition de 1’expression des

genes intervenant dans la croissance cellulaire [224].
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1.3.4 La quercétine

La quercetine est un antioxydant polyphénolique, présent dans plusieurs fruits et légumes
et particulicrement dans les oignons, les brocolis, les pommes, le vin rouge et le soja. Ce
flavonoide, en plus de ces propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, a des effets
antiprolifératifs contre les cellules cancéreuses de la prostate. Cependant, son mécanisme
chimiopréventif n’est pas encore bien défini [226]. La quercétine est associée & des propriétés
pro-apoptotiques. En effet, elle induit I’arrét du cycle cellulaire 4 la phase G1 et module certaines
protéines de régulation du cycle cellulaire comme la cycline D1 et la CDK4. Elle induit la
libération du cytochrome c et active la caspase-9 et -3. Dans les cellules LNCaP, elle inhibe la
voie PI3K/Akt, supprime la phosphorylation de Bad (une protéine pro-apoptotique de la famille
des Bcl-2), ce qui bloque I’intéraction entre Bcl-xL et Bax provoquant la libération du
cytochrome c et ’activation des caspases [227]. Elle inhibe aussi la prolifération des cellules PC-
3 [228] et réduit le risque de métastases. En effet, elle inhibe I’expression de MMP2 et 9 dans les
cellules PC-3 via I’inhibition des protéines kinases [229]. Elle empéche ainsi la dégradation de la

matrice extracellulaire, étape nécessaire a I’initiation de I’invasion tumorale.

1.3.5 Les cruciféres

La consommation de cruciféres comme le brocoli, le chou-fleur et le chou, réduit le
risque de développer un cancer de la prostate. En effet I’indole-3-carbinol (I3C) présent dans les
cruciféres réduit la prolifération et induit ’apoptose des cellules cancéreuses de la prostate
hormono-résistante [230]. L’I3C produit, durant la digestion, plusieurs métabolites dont le
diindolylméthane (DIM). Des travaux réalisés, in vivo et in vitro, ont montré que I’I3C et le DIM
inhibaient la croissance des cellules cancéreuses androgéne-dépendantes et -indépendantes. En
effet, DIM et I3C agissent comme des antagonistes du AR dans les cellules LNCaP. De plus,
DIM induit I’apoptose dans les cellules cancéreuses de la prostate androgéne-indépendantes

(DU145 et PC-3).
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1.3.6 Le thé

Le thé vert, ’Oolong et le thé noir proviennent des feuilles de la méme plante : Camellia
Sinensis. Cependant, leurs contenus chimiques ainsi que leurs goiits sont trés différents en raison
de la méthode de fermentation. Les feuilles de thé sont trés riches en polyphénols appelés
catéchines. Des études épidémiologiques récentes ont montré que 1’epigallocatechine-3-gallate,
I'epigallocatechine et I’epicatechine-3-gallate diminuaient le risque de développer un cancer de la
prostate [231-235]. En effet, I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) représente 10 4 50 % des
catéchines totales. Il inhibe la croissance des cellules tumorales en agissant comme un
antioxydant. Elle induit I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses via
I’altération de la voie PI3K/Akt, la protéine kinase C, I’inhibition de la voie inflammatoire (NF-

kB et COX-2), la modulation du facteur IGF et de 1’axe du récepteur a androgénes [236, 237].

1.3.7 La grenade

La grenade est un fruit provenant de I’arbre Punica granatum. Cet arbre est cultivé dans
le bassin méditerranéen, 1’ Afghanistan, ’Inde, la Chine, le Japon, la Russie et dans certaines
régions des Etats-Unis [238]. Le fruit est constitué de trois parties : les graines, le jus et la peau
incluant les cloisons internes. D’autres parties de la plante tels que les racines, 1’écorce, les

feuilles et les fleurs peuvent étre utilisées [7].

Les graines représentent 3 % du poids total du fruit et contiennent 20 % d’huile. L’huile
est composée de 80 % d’acide gras conjugués octadécatriénoiques, avec un taux élevé d’acide
gras 9 cis, 11 trans et 13 cis et de 7 % d’acide linoléique [239, 240]. La majorité de 1’huile (95
%) est composée d’acide gras, les 5 % restant sont des stérols, des stéroides, des composés de la
gaine de myéline et des cérébrosides [241]. La matrice des graines contient de la lignine [242],
de I’acide hydroxycinnamique et des dérivés antioxydants de la lignine [243]. Le jus représente
30 % du poids total du fruit. Il contient six anthocyanines (la pelargonidine 3-glucoside, la

cyanidine 3-glucoside, la delphinidine 3-glucoside, la pelargonidine 3,5-diglucoside, la cyanidine
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3,5-diglucoside et la delphinidine 3,5-diglucoside) des ellagitannins et des tannins hydrolysables.
Au total, 124 composés naturels ont été identifiés dans la grenade [244]. Le jus contient
également des minéraux dont le fer est le plus important [245]. Le péricarpe contient des
flavonoides, des tannins, des polysaccharides complexes et probablement des alcaloides [7, 246].
Les feuilles contiennent des tannins, de 1’apigénine, des flavones et des minéraux. Les fleurs
contiennent des composés présents aussi dans les feuilles (acide gallique) et les grains (acide

ursolique) [7]. L’ écorce et les racines contiennent des alcaloides (Tableau 2).

La grenade est riche en composés polyphénoliques comme les anthocyanines et les
tannins. Elle a un effet antioxydant plus important que le thé vert et le vin, ainsi qu’un effet anti-

inflammatoire [247, 248].

Plusieurs études in vivo et in vitro ont mis en évidence les propriétés anticancéreuses de
la grenade [249-254]. De plus, des études récentes ont montré que la consommation de jus de
grenade par des patients souffrant du cancer de la prostate avec un taux de PSA élevé, a la suite
d’un traitement primaire, diminue significativement le taux de PSA en doublant le temps de

survie de 15 & 54 mois (p < 0.001) [255].

Le traitement des cellules cancéreuses DU-145, PC-3 et LNCaP avec des extraits de la
grenade induit une activation de I’apoptose et une inhibition de la viabilité cellulaire [256]. De
plus, les travaux de Seeram et al. (2005) sur des souris nudes athymiques, transplantées avec des
cellules cancéreuses CWR22Rvl, androgéne-dépendantes, et nourries avec des extraits de
grenade, ont mis en évidence une diminution de la taille des tumeurs ainsi que du taux de PSA

sérique [257].

Les ellagitannins sont les polyphénols les plus abondants du jus de grenade [255]. Ces
composés, ainsi que leurs produits d’hydrolyse comme I’acide ellagique, inhibent la progression
du cancer de la prostate en bloquant la division cellulaire et en stimulant I’apoptose [258]. De
plus, les ellagitannins sont métabolisés par la flore intestinale et produisent 1’urolithine A et B
conjuguées dans le foie pour étre excrétés dans les urines, 12 & 56 heures apres 1’administration
de 8 oz (250 mL) de jus de grenade a des patients. Ces urolithines circulent dans le sang et

peuvent atteindre plusieurs organes cibles ou les effets des ellagitannins ont été observés [259].

L’acide punicique, un acides gras conjugué présent dans I’huile des graines de grenade

[260], inhibe la formation des prostaglandines [251]. Des études in vitro ont également montré
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une inhibition de I’invasion des cellules cancéreuses PC-3 suite a leur exposition 4 un mélange
d’extraits d’huiles de grenade [257, 261, 262]. L’acide punicique induit également un effet

cytotoxique sur les cellules leucémiques via une péroxydation lipidique [263].

L’acide gallique, un acide hydroxybenzoique contenu dans le jus, les fleurs et la peau
[264, 265] induit I’expression de p53/p21, I’arrét de la phase G1 et I’apoptose des cellules
cancereuses de la vessie [266]. Il inhibe également la croissance des cellules cancéreuses de la

prostate DU-145 et induit leur apoptose [267].

Les anthocyanidines contenues dans la peau comme le delphinidine, le cyanidine et le
pelargonidine [268] ont des activitées antiangiogéniques, antioxydantes et anticarcinogénes
[269]. Ils inhibent également I’activité de la cyclooxygénase, la production de 1’oxyde nitrique et
le récepteur du facteur de croissance épidermal [270]. Ils possédent également une activité

antimutagénique [271].

Le kaempferol est un flavonol contenu dans la peau [272]. Il agit en synergie avec la
quercetine pour inhiber la prolifération des cellules cancéreuses du sein [273]. Il inhibe

également I’activité de I’acide gras synthase, dans les cellules tumorales humaines [274].

Les flavan-3-ols comme les catéchines et I’épicatéchine, présents dans le jus et la peau,

inhibent la métalloprotéinase-9 et 1’invasion des cellules tumorales. [275].
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Tableau 2 Sélection de quelques composés de la grenade et leurs actions connues contre le cancer [276]-J :

jus, L : feuille, F ; fleurs, S : graines, B : écorce de I’arbre, R : écorce des racines de I’arbre

Classe chimique

Acide hydroxybenzoique

Anthocyanidines

Acides gras conjugués

Acides gras

non conjugués

Flavan-3-ols

Flavonols
Flavones

Flavonol glycoside

Nom du composé

Acide gallique

Acide ellagique

Delphinidine
Cyanidine
Pelargonidine

Acide punicique

Acide linoléique
Acide oléique
Acide palmitique
Acide stéarique

Acide cis-
vaccénique

Acide trans-
vaccénique

Epigallocatéchine
3-gallate (ECGC)

Epicatéchine

Epicatéchine gallate
Quercétine
Lutéoline

Kaempferol

Partie de
la plante

J,L.F

JLL,S

J,L

J,L

Prévention du cancer et traitements

Induit expression de p53/p21, stoppe la phase
G1 et I’apoptose dans les cellules cancéreuses
de la vessie

Inhibe la croissance et entraine la mort des
cellules DU-145

Activités antiangiogéniques, antioxydantes et
anticancérigénes

Améliore la fonction des cellules B in vivo

Cause un effet cytotoxique sur les cellules
leucémiques par péroxydation lipidique

Inhibent la CYP19 dans des expériences non
cellulaires

Inhibiteur puissant de la métalloprotéinase-9 et
de I’invasion des cellules cancéreuses

Antagoniste des facteurs de croissance
responsables des maladies prolifératives

Le kaempférol agit en synergie avec la
quercétine pour inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses du sein

Diminue la synthése des acides gras dans les
cellules cancéreuses

Induit I’apoptose des cellules en activant les
récepteurs de mort cellulaire et les caspases
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1.3.8 Les eicosanoides

L’inflammation fait intervenir des molécules présentant une structure similaire a celle des
hormones, appelées eicosanoides. Certains eicosanoides favorisent I’inflammation chronique
d’autres I’empéchent. De plus, ils jouent un réle important dans la régulation du systéme
immunitaire. Ils sont synthétisés a partir d’acides gras polyinsaturés provenant de 1’alimentation.
Certaines enzymes synthétisent de «bons» eicosanoides anti-inflammatoires d’autres synthétisent
de «mauvais» eicosanoides pro-inflammatoires. Les «bons» eicosanoides sont synthétisés a partir
des acides gras oméga-3 présents dans le poisson, les graines de lin, les noisettes et les légumes
verts. Les «mauvais» eicosanoides sont synthétisés a partir d’acides gras omega-6 présents dans
les huiles végétales, utilisées pour la fabrication des aliments industriels, comme I’huile de soja,
de tournesol, de mais, de carthame et de coton. La production d’eicosanoides dans le corps

dépend essentiellement de la composition en acides gras du régime alimentaire.

Les enzymes COX-2, 5-LOX et 12-LOX synthétisent des eicosanoides qui jouent un role
important dans la progression du cancer de la prostate. Ces enzymes produisent des eicosanoides
pro-inflammatoires comme la prostaglandine E2 et le leucotriéne B4. De plus, la surexpression
de COX-2 est un prédicateur de mauvais pronostic du cancer de la prostate [277]. Il est donc
important de limiter la production d’eicosanoides pro-inflammatoire en favorisant la
consommation d’omega-3. Il est aussi possible de limiter I’action des enzymes COX et LO qui

favorisent la carcinogenése en consommant des acides gras qui limitent leur activation.

1.3.9 Les extraits naturels de plantes

Les extraits naturels de plantes contiennent des agents anti-inflammatoires qui agissent de
fagon moins spécifique et leur valeur thérapeutique est de plus en plus reconnue. Plusieurs
chercheurs ont étudié une variété d’extraits naturels de plantes pour identifier leurs effets
spécifiques et non spécifiques sur les COX et les LO. Le curcumin, le gingembre, le basilic, le

resveratrol et la berbérine sont les agents anti-inflammatoires les plus prometteurs. Le curcumin
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est un diféruloylméthane. 11 est capable de prévenir le cancer de la prostate en modulant les
suppresseurs de I’apoptose et les facteurs de croissance qui favorisent sa progression [278, 279].
Le gingembre comporte plus de 20 composés chimiques capables d’inhiber COX-2 et 5-LO. Il a
des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires et prévient I’apparition de plusieurs cancers
[280]. Le resvératrol est une phytoalexine polyphénolique présente dans le raisin rouge et dans
les cacahuétes [281]. Le resvératrol inhibe la croissance des cellules LNCaP, DU-145
(androgéne-indépendante) et PC-3 de fagon dose-dépendante. De plus, il réduit le stress oxydant
en diminuant la production de NO dans les cellules PC-3 et DU-145 [282]. 1l induit I’apoptose
dans les cellules LNCaP et DU145 via les voies MAPK [283] ou via le récepteur Fas [284] et
module ’expression du AR [282].

1.3.10 Les acides gras polyinsaturés (PUFAs)

Des études ont montré qu’une consommation méme modérée de poissons gras a des
propriétés protectrices contre le cancer de la prostate. A 'origine de ce phénoméne, les acides
gras a longue chaine aux propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales [285]. Des études in
vitro ont montré que les acides gras Oméga-3 présents dans I’huile de maquereau, de saumon, de
sardines, d’anchois et de thon ou encore extraits des plantes comme le canola, le soja et les
graines de lin [286], diminuent le taux de testostérone dans le sang, reconnue pour accélérer la
progression du cancer de la prostate. De plus, ils inhibent I’expression du PSA [287]. L’acide
eicosapentanoique (EPA, 20:5n-3) et I’acide docosahexanoique (DHA, 22:6n-3) présents dans
les poissons gras, inhibent I’activité des eicosanoides et des androgénes, reconnus pour leurs

effets stimulants sur la croissance des cellules cancéreuses de la prostate [288].
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Il existe plusieurs mécanismes d’action des PUFAs contre la carcinogenése :

1.3.10.1 L'’inhibition de l'acide arachidonique (AA, 20:4n-6) a I’origine de la synthése des

eicosanoides

Une des fonctions les plus importantes des PUFAs (acides gras n-3 et n-6) est reliée a
leur conversion en eicosanoides, caractérisés par une durée de vie courte, une structure proche
des hormones et comportent 20 atomes de carbones. Les eicosanoides sont biologiquement
importants puisqu’ils modulent I’inflammation et la réponse immunitaire. Ils jouent un rdle
important dans la coagulation, la croissance et la différenciation cellulaire. Comme le PUFA le
plus abondant de la membrane cellulaire est le AA, la plupart des eicosanoides produits ont des
propriétés pro-inflammatoires [289-291] et procarcinogénes [292]. Donc, le meilleur moyen de

diminuer le risque de cancer, est de supprimer la synthése des eicosanoides provenant du AA.

1.3.10.2 La modulation de I'activité des facteurs de transcription, de 'expression des

genes et des voies de signalisation.

Les PUFAs, et leurs métabolites, peuvent exercer un effet anti-tumoral en affectant
’expression de certains génes ou encore en modulant certaines voies de signalisation impliquées
dans le controle de la croissance cellulaire, de la différenciation cellulaire, de I’apoptose, de

I’angiogenése et de I’apparition de métastases.

1.3.10.2.1 Le récepteur activeé par les proliférateurs de péroxysomes (PPAR)

Le premier facteur de transcription identifié, régulé par les acides gras, est le PPARa
[293]. C’est un membre de la famille des PPAR qui comprend aussi le PPARP et le PPARy (1,
y2 et y3). Ce facteur de transcription activé par un ligand a d’abord été identifié dans la
régulation du métabolisme lipidique et dans ’homéostasie. Des études récentes ont mis en
évidence son implication dans la prolifération cellulaire, la différentiation et les réponses
inflammatoires [294]. PPARY est exprimé dans les cellules épithéliales du cancer de la prostate
[295]. De plus, des études ont montré que 1’agoniste du PPARY, le troglitazone, est capable de

bloquer ou d’inverser la progression d’un cancer de la prostate [296-298]. Puisque ses ligands
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privilégiés sont les PUFAs (LA, a-LNA, AA et EPA) [299, 300], il représente une cible

intéressante pour le traitement du cancer de la prostate.

1.3.10.2.2 Le facteur de transcription nucléaire kB (NF-kB)

La famille des facteurs de transcription nucléaire kB ou NF-kB est impliquée dans
I’expression des génes codant pour les cytokines, ’adhésion cellulaire, 1’activation du cycle
cellulaire, I’apoptose et la carcinogenése [301]. En effet, I’activation constitutive de NF-kB dans
le cancer joue un réle dans la croissance tumorale [301]. Une étude expérimentale a montré une
diminution significative de I’activation du NF-kB par des acides gras n-3 dans les macrophages

de murins [302].

1.3.10.2.3 Les radicaux libres et les especes réactives d’oxygenes (ROS)

Elles sont produites dans les cellules et peuvent attaquer les PUFAs pour former des
hydroxypéroxydes qui 2 leur tour produisent des radicaux libres et des aldéhydes réactifs. Ces
métabolites générent des adduits d’ADN exocyclique pro-mutagénique dans les cellules
humaines ce qui favorise I’apparition d’un cancer [303, 304]. L auto-oxydation des acides gras
exposés 3 I’air atmosphérique, est proportionnelle au nombre de doubles liaisons présentes dans
la molécule. Puisque les PUFAs n-3 possédent plusieurs insaturations, il est évident qu’ils
favorisent la péroxydation lipidique et donc la carcinogenese. Ces conclusions proviennent de
travaux réalisés in vifro dans des systémes homogénes [305). Cependant, plusieurs études
démontrent que la consommation d’acides gras n-3 supprime les maladies causées par les
radicaux libres comme le cancer et ’athérosclérose, ce qui suggére que la péroxydation lipidique

in vivo est différente de celle in vitro [306].

Takahashi et al. (2002) ont montré que certains génes codant pour des enzymes
antioxydantes, comme la glutathion transférase et la supéroxide dismutase, sont surexprimées
chez des souris nourries avec de I’huile de poisson [307]. 1l existe donc un effet protecteur contre
la production d’espéces réactives d’oxygéne et contre D’initiation du cancer. De plus, la
génération de radicaux oxygénés est impliquée dans ’initiation de I’apoptose et dans I’activation

des défenses naturelles contre les cellules transformées ou étrangéres [308]. Donc, I’effet
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inhibiteur des acides gras n-3 sur la prolifération cellulaire, est, en partie, expliqué par la

formation de produits oxydés qui induisent ’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire.

1.3.11 Les micronutriments

A ce jour, aucun nutriment n’a été identifi€¢ comme un chimioprotecteur capable d’agir
seul, mais plutdt en synergie avec un large spectre de micro-nutriments. La vitamine E, le
sélénium, le calcium, la vitamine D et le zinc jouent un réle dans la prévention du cancer de la

prostate [309].

Les vitamines sont un groupe de composés organiques essentiels pour le fonctionnement
normal du corps. Elles sont présentes dans différentes sources alimentaires. D’aprés une étude
effectuée par Iinstitut américain de la recherche sur le cancer (AICR), plus de la moitié des
adultes 4gés de plus de 45 ans consomment des multivitamines pour diminuer le risque de
développer un cancer. Plusieurs études in vitro sur des cellules cancéreuses de la prostate ont
montré que la vitamine E (plus particuli¢rement I’alpha- et le gamma-tocophérol) réduisent le
risque de développer un cancer de la prostate de 32 % [310, 311]. En effet, la vitamine E a une
activité antioxydante et détoxifiante des radicaux libres formés dans la membrane des cellules
cancéreuses [312]. De plus, elle induit I’arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses et

induit la surexpression de p27, un régulateur du cycle cellulaire [313].

Le sélénium est un minéral essentiel qui permet & la vitamine E d’avoir un potentiel
redox. Il est présent dans les noix du Brésil, dans le thon, I’espadon et les huitres. Le taux de
sélénium présent dans I’alimentation différe en raison de la diversité des sols dans lesquels les
aliments sont cultivés. Des études sur les populations ont montré que les hommes atteints du
cancer de la prostate ont un taux en sélénium plus faible que celui des hommes sains. Le
sélénium inhibe I’angiogenése et la prolifération cellulaire [314] et induit I’apoptose in vitro

[315].

La vitamine E combinée au sélénium induit un arrét de la prolifération des cellules

anormales. Cependant, une étude contradictoire réalisée sur 35 000 hommes a montré que ni le
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sélénium ni la vitamine E n’avaient d’effets sur la réduction du risque lié au développement du
cancer de la prostate [316]. D’autres investigations concernant la chimioprévention du sélénium

sont en cours [193, 299, 300].

Pour prévenir I’ostéoporose chez les hommes dgés de plus de 50 ans, il est recommandé
de consommer 1,200 mg de calcium par jour. Cependant, des études épidémiologiques ont
montré qu’une consommation importante de calcium augmentait les risques de développer un
cancer de la prostate. Il est donc important de déterminer la limite maximale de consommation
de calcium pour limiter les risques. En effet, une consommation importante réduit la production
de 1,25(0OH)2 vitamine D qui a des propriétés antiprolifératives et anti-métastasiques sur le
cancer de la prostate [317, 318]. Des études ont montré que les régions du monde ou I’exposition
au soleil était plus faible, et par conséquent la production de vitamine D aussi, la prévalence du

cancer de la prostate était plus élevé [319, 320].

La quantité de zinc dans les cellules cancéreuses de la prostate est inférieure a celle des
cellules normales [321]. En effet, dans les cellules normales, le zinc agit comme inhibiteur d’une
enzyme, la m-aconitase, qui fait partie du cycle de Krebs. La faible teneur en zinc dans les
cellules cancéreuses leur permet de compléter le cycle de Krebs, de produire de I’énergie et de se

multiplier de fagon incontrdlée [322].
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2 HYPOTHESE ET OBJECTIFS






Le cancer de la prostate est un cancer trés fréquent qui présente un taux de mortalité
important. Durant les deux derniéres décennies, le nombre de cas a fortement augmenté grace a
un test de dépistage sanguin de la PSA. C’est un cancer dont la croissance et la progression
dépendent essentiellement des androgénes et plus particuliérement de la DHT. En effet, la
testostérone est convertie en DHT par une enzyme stéroidienne la SRD5A, la DHT se lie alors au
AR et induit son activation. Ce dernier une fois activé induit I’expression des génes intervenant

dans la prolifération cellulaire, incontrélée dans le cas d’un cancer.

Il existe actuellement plusieurs traitements contre le cancer de la prostate comme
I’hormonothérapie qui a pour but de bloquer I’action de ces androgénes. Cependant, en plus des
effets secondaires indésirables, ces traitements induisent une résistance aux traitements [2]. En
effet, les cellules cancéreuses évoluent invariablement vers un état androgeéne-indépendant

difficile a traiter [3].

C’est un cancer qui survient vers I’dge de 50 ans et évolue la plupart du temps lentement.
Pour toutes ces raisons, les traitements préventifs semblent étre les plus appropriés. En effet, des
études épidémiologiques ont mis en évidence I’importance des facteurs environnementaux dans
le développement du cancer de la prostate et plus particuliérement l’influence du régime
alimentaire dans la prévalence des risques de développer ce cancer [5, 6]. Des études récentes
ont mis en évidence les propriétés thérapeutiques (chimiopréventives et chimiothérapeutiques)
des composés naturels et plus particulierement de certains dérivés de la grenade sur le cancer de
la prostate [7, 323]. Les recherches actuelles tentent de mettre en évidence le composé bioactif

présent dans la grenade et responsable partiellement ou totalement d’un effet thérapeutique.

Nous émettons I’hypothése que cet effet chimiopréventif se traduit, dans les cellules
hormono-dépendantes, par un effet antiandrogénique capable d’inhiber la croissance
cellulaire. Cet effet antiandrogénique se traduirait par la modulation de I’expression du AR ou
encore par la modulation de ’expression des génes codant pour une enzyme clé de la synthése de
novo des stéroides, la SRD5A. En revanche, nous pensons qu’une diminution de la viabilité
des cellules cancéreuses hormono-dépendantes et hormono-indépendantes ferait intervenir

d’autres voies cellulaires indépendantes de Ia voie androgénique.

Notre objectif est de déterminer 1’effet antiprolifératif des composés naturels extraits de

la grenade sur les cellules cancéreuses de la prostate.
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Objectif 1 : Effets antiprolifératifs et antiandrogéniques

Treize composés de la grenade appartenant a différentes classes chimiques et présentant
des effets préventifs sur différents cancers ont été sélectionnés. Les effets antiprolifératifs et
antiandrogéniques de ces composés ont été déterminés sur les lignées cellulaires LNCaP grace a
une méthode colorimétrique qui permet d’estimer le nombre de cellules viables cultivées dans
une plaque de microtitration & I’aide d’un spectrophotométre. La lignée cellulaire LNCaP
(Lymph Node Carcinoma of the Prostate) est disponible comme modéle in vitro pour étudier
effet de différents composés a différents niveaux d’évolution du cancer de la prostate [324].
Les composés présentant des effets antiprolifératifs sur les LNCaP ont été sélectionnés pour

identifier leurs effets antiandrogéniques.

L’effet antiandrogénique a été défini comme étant I’inhibition de la capacité
transcriptionelle du AR. Pour cela nous avons déterminé la modulation de I’expression protéique
du AR par immunobuvardage de type western sur des extraits protéiques nucléaires et
cytoplasmiques provenant des cellules LNCaP, exposées aux composés extraits de la grenade.
Nous avons également déterminé la modulation de I’expression des génes codant pour la

SRD5AT1 et pour le PSA par une RT-PCR semi-quantitative.

Objectif 2 : Effets cytotoxiques et apoptotiques

Les composés induisant une diminution de la viabilité cellulaire des cellules cancéreuses
LNCaP et PC-3 ont été sélectionnés pour identifier leurs effets apoptotiques. De plus, nous avons

testé leurs effets sur la viabilité des cellules épithéliales normales RWPE-1.

Les voies apoptotiques mises en jeux ont été déterminées grice a différentes techniques :
Les cellules ont été colorées avec de I’iodure de propidium (PI) pour identifier les cellules
nécrotiques et avec du Hoechst 33342 pour identifier les cellules apoptotiques, puis observées au
miscroscope a fluorescence. Un dosage de I’ADN fragmenté a aussi été réalisé. Enfin, les voies

apoptotiques mises en jeux ont été identifiées par immunobuvardage de type western.
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Objectif 3 : Analyse structure/activité des composés naturels actifs

Nous avons testé sept acides gras polyinsaturés, dont quatre isomeéres de I’acide
punicique, que nous avons sélectionné comme composés de référence. Nous avons identifié les
composés les plus cytotoxiques sur les cellules LNCaP, PC-3 et avons déterminé le lien entre
leurs activités biologiques et leurs structures chimiques spécifiques. Pour cela nous avons réalisé
une analyse 3-D grice au logiciel PubChem Compound qui permet de différencier des composés
ayant la méme formule brute, mais dont la formule développée est différente. De plus, il permet
d’identifier la structure du composé le plus actif et de le comparer a d’autres composés ayant les
mémes propriétés physico-chimiques. C’est un moyen de comprendre la différence structurelle

qui peut exister entre les composés et qui n’est pas visible en 2-D.
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3 DEUXIEME PARTIE : ARTICLES






3.1 CHAPITRE 1: Les effets antiprolifératifs, antiandrogéniques et
proapoptotiques de ’acide punicique dans les cellules cancéreuses de la
prostate LNCaP

3.1.1 Traduction du résumé de ’article

Le cancer de la prostate est une maladie de plus en plus répandue chez les hommes. De
plus, la chimioprévention par des composé€s extraits de la grenade (punica granatum) présente
plusieurs effets bénéfiques. Nous avons déterminé les effets antiprolifératifs, antiandrogéniques
et pro-apoptotiques de 13 composés purs, extraits de la grenade, sur des cellules cancéreuses de
la prostate androgéne-dépendantes LNCaP. Les cellules ont été cultivées dans un milieu de
culture dépourvu de stéroides et ont été exposées a des concentrations croissantes de composés
de la grenade (1-100 uM) en présence de dihydrotestostérone (DHT) & 0.1 nM. L’inhibition de la
croissance cellulaire a été mesurée aprés 4 jours d’exposition griace a un test colorimétrique le
WST-1. Quatre composés, & une concentration de 10 uM et plus, ont été capables d’inhiber la
croissance des cellules stimulées par la DHT. Ces composés ont inhibé 1’accumulation du
récepteur a androgéne, stimulé par la DHT, dans le noyau. De plus, ils ont inhibé I’expression
des génes dont I’expression dépend du récepteur & androgéne, du PSA et de la Sa-réductase de
type 1 a des concentrations > 10 pM. La contribution de I’apoptose a la diminution de la
croissance cellulaire observée a été déterminée. En effet, trois composés I’EGCG, le kaempférol,
et plus particuliérement, 1’acide punicique, ont provoqué une fragmentation de I’ADN aprés 24 h
d’exposition a des concentrations allant de 10 a 100 pM. De plus, I’acide punicique, un acide
gras abondant dans les graines de la grenade, a induit une apoptose via la voie intrinséque. En
conclusion, I’acide punicique, le constituant principal des graines de la grenade (70-80 %),
possede des propriétés antiprolifératives sur les cellules cancéreuses de la prostate androgene-
dépendantes LNCaP. Ces propriétés font intervenir des mécanismes antiandrogéniques et pro-

apoptotiques.
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3.1.2 Contribution de I’étudiante

Toutes les expériences, la rédaction du manuscrit ainsi que la soumission a des revues

scientifiques ont été réalisées par le premier auteur de I’article.
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Abstract

Prostate cancer is a commonly diagnosed cancer in men and dietary chemoprevention by
pomegranate (Punica granatum) extracts has shown noticeable benefits. In this study we
investigated the growth inhibitory, antiandrogenic and pro-apoptotic effect of 13 pure compounds
found in the pomegranate in androgen-dependent LNCaP human prostate cancer cells. Cells
deprived of steroid hormones were exposed to increasing concentrations (1-100 uM) of
pomegranate compounds in the presence of 0.1 nM dihydrotestosterone (DHT) and inhibition of
cell growth was measured by WST-1 colorimetric assay after a 4 day exposure. Four compounds
epigallocatechin gallate (EGCG), delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid were found
to inhibit DHT-stimulated cell growth at concentrations of 10 pM and above. These four
pomegranate compounds inhibited DHT-stimulated androgen receptor nuclear accumulation and
the expression of the androgen receptor-(AR)-dependent genes prostate specific antigen (PSA)
and steroid 5o-reductase type 1 (SRD5AI1) at concentrations >10 pM. We determined the
possible contribution of apoptosis to the observed decrease in cell growth and found that three
compounds, EGCG, kaempferol and, in particular punicic acid, induced DNA fragmentation after
a 24h treatment, at concentrations in the 10-100 pM range. Punicic acid, an important fatty acid
in pomegranate seeds, was further found to induce intrinsic apoptosis via a caspase-dependent
pathway. In conclusion, punicic acid, the main constituent of pomegranate seed (70-80%)
exhibited potent growth inhibitory activities in androgen-dependent LNCaP cells, which appear
to be mediated by both antiandrogenic and pro-apoptotic mechanisms.

Keywords: Pomegranate, punicic acid, SRD5A1, PSA, LNCaP, apoptosis.

Abbreviations: AR: androgen receptor; CS-FBS: Charcoal stripped fetal bovine serum; DMSO:
dimethylsulfoxide; DHT: dihydrotestosterone; PSA: prostate specific antigen; SRD5A1: steroid
5a-reductase type 1.
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1. Introduction

Prostate cancer is the most common cancer diagnosed in North American men, and is the
third leading cause of cancer death in western countries (/). The number of cases diagnosed has
increased over the last decades in part due to the development of sensitive tests for the detection
of prostate cancer markers, such as prostate-specific antigen (PSA) which are expressed
androgen-dependently and are secreted into the blood circulation (2).

Most prostate cancers are initially androgen-dependent and the main treatment option at
this early-stage is androgen ablation (3, 4). However, after initial successful response to androgen
ablation therapy, most prostate cancers progress to an androgen-resistant state that is highly
aggressive, metastatic, and often leads to death (5).

Compelling risk factors involved in the development and progression of prostate cancer
include older age, a family history of prostate cancer, and race. Increasing interest has centered on
nutritional or other environmental factors that either offer protection against prostate cancer or
increase its incidence. Asian men have much lower incidences of prostate cancer and benign
prostatic hyperplasia (BPH) than their Western counterparts (6). Moreover, vegetarian men have
a lower incidence of prostate cancer than omnivorous males. Taken together, both populations of
men consume low-fat, high-fibre diets containing fruits and vegetables, which provide a rich
supply of antioxidants, weak dietary estrogens and possible anti-androgens. This implies that
environmental factors, rather than genetics alone, contribute substantially to the risk of
developing prostate cancer (7).

Dietary chemoprevention of prostate cancer is increasingly considered to be an important
way to reduce this health problem (8, 9). Recently, pomegranate (Punica granatum) a source of
many polyphenols including ellagitannins, punicaligins, gallotannins, anthocyanins and
flavonoids has shown promise in the prevention of prostate cancer as has been demonstrated in
studies with extracts and/or isolated bioactive compounds (/0-72). More recently, ellagitannin
metabolites formed in the gut, such as urolithin A and B are being considered as biologically
active agents against prostate cancer (/3); they appear to have protective (anti-inflammatory)
actions in colon (/4), although little is yet known about their concentrations in prostate,
therapeutically relevant levels or mechanism of action.

We hypothesize that certain compounds found in the pomegranate have growth inhibitory

and antiandrogenic properties which contribute to their protection against the development and
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growth of prostate cancer. The objective of the present study was to examine the potential
protective effects of a number of pure compounds known to be found in various parts of the
pomegranate, including punicic acid, which is the predominant trienoic acid in this fruit (/5). The
effects of pomegranate compounds on cell growth, and apoptosis were examined in an androgen-
dependent and androgen receptor (AR)-positive human prostate cancer cell line (LNCaP). Since
androgens and the androgen receptor (AR) play central roles throughout prostate cancer
development, the effects of pomegranate polyphenols and fatty acids were evaluated on the
transcription of genes for the AR-dependent dihydrotestosterone (DHT)-synthesizing enzyme

SRDS5A1 (steroid 5 reductase type 1), PSA and nuclear androgen receptor levels.
2. Materials and methods

2.1. Pomegranate compounds

Punicic acid, gallic-, cis-vaccenic-, frans-vaccenic- and quinic acid were purchased from
Larodan Fine Chemicals AB (Malmé, Sweden), kaempferol, delphinidin chloride, pelargonidin
chloride, cyanidin chloride, malvidin chloride, epicatechin (EC), epicatechin gallate (ECG) and
epigallocatechin gallate (EGCG) were purchased from Extrasynthése (Genay, France) (Table 1).
All compounds were dissolved in DMSO as 1000-fold concentrated stock solutions. Although
some compounds are water soluble we chose DMSO for all solutions to remain consistent. The
quantitative pomegranate contents of these compounds in the actual fruit, as far as known, are

summarized in Table 1.

2.2. Cell culture

Androgen-dependent LNCaP cells (American Type Culture Collection, Manassas, USA)
were maintained and cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % FBS and 1 %
penicillin/streptomycin in a humidified atmosphere of 5 % CO, at 37°C. Cells in 75cm® flasks
were grown to 80 % confluence and then seeded in multi-well cell culture plates for the
experimental procedures. Fresh batches of LNCaP cells were cryogenically frozen (in steps of
1°C until -80°C; then frozen in liquid nitrogen) at passage number 4-5 for future use. Passage

numbers between 2 and 25 were used; after 25 passages androgen responsiveness declined.
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2.3. Cell growth inhibition assay

LNCaP cells were seeded in 96-well plates (Fisher, Ottawa, ON) at a concentration of
5x10* cells/well in 100 ul phenol red-free culture medium with 10 % CS-FBS (charcoal-stripped
fetal bovine serum) for 24h, to arrest cell growth by removing steroids. Cells were then exposed
to solvent (negative) control (0.1 % DMSO), DHT (0.1 nM; positive control for stimulation of
cell growth), or the pomegranate compounds (3, 10, 30 and 100 pM) in the presence of 0.1 nM
DHT (an approximate ECsg for increased cell growth) for 48h. The medium was then refreshed
and the cells were exposed for a further 48h to the same experimental treatments. A WST-1 cell
viability assay (Roche Applied Science, Germany) was performed according to the
manufacturer’s instruction. Absorbance was measured at 440 nm using a Spectramax MS5

multifunctional spectrometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

2.4. Assay of apoptosis

Cells were seeded at a concentration of 0.5 X 10* cells/well in 100 pl of complete culture
medium in 96-well plates for 24h. The pomegranate compounds (0, 1, 3, 10, 30, 100 pM) were
added and the cells were incubated for an additional 24h. A Cell Death Detection ELISA™YS kit
(Roche Applied Science) was used to determine the formation of cytoplasmic histone-associated

DNA-fragments following the manufacturer’s instructions.

2.5. Protein isolation and immunoblotting

A Ne-Per Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent kit (Pierce Biotechnologies,
Rockford, IL) was used for the extraction of nuclear and cytoplasmic protein fractions. Cell
pellets were lysed in RIPA buffer containing 1X protease inhibitor cocktail, and protein
concentrations were determined using the Bradford assay. Proteins (15 pg) were resolved by
SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane (Bio-Rad, Mississauga, ON). Membranes were
blocked with 5% reconstituted milk powder (Sobeys, Mississauga, ON) and then probed with the
appropriate primary and secondary antibodies at 4°C overnight. Antibody-antigen complexes
were visualized by Immobilon Western Chemiluminescence reagents (Millipore, Billerica, MA)
using a Versadoc imaging system (Biorad, Mississauga, ON). B-actin and GAPDH were used as
protein loading (reference) controls. The mouse antibodies raised against human pB-actin,
androgen receptor and caspase-8 were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,

CA). The rabbit antibodies raised against human caspase-9, cleaved PARP, Bcl2, Bax, GSK-3p
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and phospho-GSK-3B were purchased from Cell Signalling Technology (Danvers, MA).
GAPDH, phospho-Aktl and Aktl were purchased from Millipore. Electrophoresis and
immunoblotting equipment was purchased from Bio-Rad. LY294002 (Sigma-Adrich, St Louis,
Mo), a phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) inhibitor was used as positive control for inhibition
of Akt phosphorylation at the Ser473 position.

2.6. mRNA extraction and reverse transcription polymerase chain reaction

LNCaP cells were seeded at a concentration of 3 X 10° cells/well in 2 ml phenol red-free
with CS-FBS in 6 wells plates for 24h to arrest cell growth. Cells were then exposed for 24 h to
solvent (negative) control (0.1 % DMSO), DHT (0.1 nM; an approximate ECso value for PSA
induction and positive control for stimulation of AR-dependent gene expression), or the
pomegranate compounds (1, 3, 10, 30, 100 pM) in the presence of 0.1 nM DHT. Total RNA was
prepared using a High Pure RNA Isolation Kit (Roche Applied Science) and was reverse
transcribed and amplified using a one-step Access RT-PCR kit (Promega, Madison, WI). RT-
PCR reactions were performed in 25 pl containing 100 ng RNA and 23 pl MasterMix.
Oligonucleotide primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) were included in the reactions with
sequences as follows: PSA (accession number M26663, NCBI GenBank): 5° GCC TCT CGT
GGC AGG GCA GT 3’ (forward), 5° CTG AGG GTG AAC TTG CGC AC 3’ (reverse);
SRDS5AT1 (accession number M32313): 5°GCG AGG AGG AAA GCC TAT GC 3’ (forward), 5°
CAG GGC ATA GCC ACA CCA CT 3’ (reverse) ; B-actin (accession number M10277): 5° GTA
CCC TGG CAT TGC CGA C 3’ (forward), 5> TAA CGC AAC TAA GTC ATA GTC C 3’
(reverse). Cycling conditions for PSA were as follows; denaturing at 95°C for 1 min, annealing at
58°C for 1 min, extension at 72°C for 2 min for 35 cycles. Cycling conditions for SRD5A1 and
B-actin were as follows; denaturing at 95°C for 1 min, annealing at 59°C for 1 min, extension at
72°C for 2 min for 35 cycles. These conditions were chosen to produce amplified products in the

exponential phase, assuring semi-quantitative results were obtained.

2.7. Statistical analyses

All treatments were performed in quadruplicate (growth inhibition experiments) or in
triplicate (immunoblotting and apoptosis experiments) per experiment and each experiment was
performed three times independently. All densitometric analyses of immunoblots were expressed

as normalized means + SDs. Statistically significant differences (*p<0.05) were determined using
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one-way ANOVA with Tukey posterior test. ICso values were calculated using non-linear curve-
fit analysis and are presented as means + 95% confidence intervals, based on the average of 3
independent experiments. All analyses were performed using GraphPad Prism v5.03 (GraphPad
Software, San Diego CA).
3. Results
3.1 Growth inhibitory and antiandrogenic effects of pomegranate compounds

LNCaP cells, after initial deprivation of steroids (24h), were exposed to the thirteen
pomegranate compounds for 48 h, in the presence of a growth inducing (0.1 nM) concentration of
DHT. DHT (0.1 nM) alone stimulated cell growth by 3-4 fold and control cells increased in
number by about 2% (not shown). Only four pomegranate compounds displayed a consistent
concentration-dependent (3-100 uM) growth inhibition of DHT-stimulated LNCaP cells. These
were EGCG, delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid (Fig. 1), with ICsp values of 34 +
8,38 + 7,29 + 6, and 18 +4, respectively. LNCaP cells, conditioned in the same way as in the
growth inhibition experiments, were incubated with increasing concentrations (3-100 pM) of
EGCG, delphinidin chloride, kaempferol or punicic acid in the presence of 10 nM of DHT (the
DHT concentration required to produce a clear increase in AR protein in nucleus) for 24h. DHT-
induced AR nuclear accumulation (determined by immunoblotting) was inhibited by EGCG at
concentrations >10 uM (Fig. 2A) and by delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid at a
concentration of 100 pM (Fig. 2B-D). None of the pomegranate compounds were cytotoxic when
tested in the absence of DHT (not shown). In a parallel experiment using the same conditions,
total RNA was extracted and levels of PSA, SRD5A1 and B-actin mRNA were determined by
semi-quantitative RT-PCR. DHT-stimulated expression of PSA and SRD5A1 was inhibited at
concentrations >3 pM for punicic acid (Fig. 3D and H), and >30 uM for EGCG (Fig. 3A and E)
and kaempferol (Fig 3C and G) and at 100 pM for delphinidin chloride (Fig. 3B) but without
statistically significant effect on the expression of SRD5A1 (Fig 3F).
3.2. Do growth inhibitory pomegranate compounds induce apoptosis in LNCaP cells?

To test whether the decrease in cell growth by these compounds was due to induction of
apoptosis, we determined LNCaP nuclear DNA fragmentation after a 24h exposure to the four
pomegranate compounds (10, 30 and 100 pM) in complete culture medium. EGCG and

kaempferol induced apoptosis above 30 pM in LNCaP cells. However punicic acid was the most
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potent compound since it induced apoptosis at >10 uM (Fig. 4) and was selected for further
experiments.

Cells were treated with increasing concentrations of punicic acid (0, 3, 10, 30, 100 pM) in
complete culture medium for 24h. A reduction in Bcl2 expression by punicic acid was seen at 30
and 100 puM indicating that disintegration of mitochondrial structures had occurred resulting in
initiation of the apoptotic pathway, likely via activation of the caspase 9 cascade as we detected
caspase 9 cleavage (Fig. 5). Further evidences in favour of apoptosis were chromatin cleavage
resulting in oligonucleosomal DNA fragmentation and cleavage of PARP. PARP is one of the
targets of active caspase-3 and punicic acid induced its cleavage into an 89-kDa fragment after
24h of exposure, which was statistically significant at a concentration >30 pM. Punicic acid
further caused inactivation of Akt via reduction of the active phospho-Akt-Ser 473 and reduced
inactivation of GSK-3p by decreasing the inactive phopho-GSK-3pB-Ser 9 at >30 uM, after 1h of
exposure (Fig. 6).

4. Discussion

Prostate cancer is an important malignant disease in men, particularly in western
countries. The number of new cases in United States in 2009 was estimated to be almost two
hundred thousand with an estimated death toll of almost thirty thousand (/6). To prevent and
control this disease more effectively, there is a need to identify chemopreventive approaches (/7,
18) (11, 19). Pomegranate fruits, juices and extracts have been used extensively in ancient
cultures for various medicinal purposes (20). Pomegranate polyphenols are potent antioxidants
that have been shown both in vitro and in vivo to inhibit the growth of prostate and certain other
forms of cancer (2/-23).

In this study, we have demonstrated that 4 out of the 13 pomegranate compounds we
tested (Table 1), EGCG, delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid had growth inhibitory
effects (Fig. 1) and pro-apoptotic activities (delphinidin chloride excepted) (Fig. 4) in LNCaP
androgen-dependent human prostate cancer cells. All four compounds significantly inhibited the
expression levels of AR proteins in a concentration-dependent manner (Fig. 2), as well as
reducing the DHT-mediated up-regulation of PSA and steroid 5a-reductase SRD5A1 gene
expression in LNCaP cells (Fig. 3). Inhibition of gene expression involved in androgen
synthesizing enzymes and reduction of nuclear AR levels may contribute to the growth-inhibitory

effects of these compounds.
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The LNCaP cells express androgen receptors and their growth is androgen-dependent.
Cell growth requires androgen receptor activation and local steroid Sa-reduction of circulating
testosterone to produce the potent androgen DHT (24) which is an effective inducer of
transcription of PSA resulting in increased synthesis and secretion of PSA protein. Our study
shows that four pomegranate compounds are able to down-regulate the expression of these AR-
dependent marker genes in LNCaP cells (Fig. 3), as well as reducing nuclear AR levels (Fig. 2),
indicating that these compounds not only interfere with AR-dependent cell growth but also affect
the conversion of testosterone into the more potent dihydrotestosterone. In the case of EGCG, our
findings confirm studies that have shown that catechins (EGCG) present in green tea,
polyunsatured fatty acids such as y-linolenic acid, ellagitannins, the flavonoids and lignans are
also inhibitors of Sa-reductase (25-27). Although the structures of EGCG and EG are very
similar only EGCG had significant antiandrogenic effects. This is likely due to the additional
electron donating hydroxy-group on the phenyl B-ring of EGCG, which increases the
electronegative properties of this phenolic moiety. It is known that the interaction of DHT with
the ligand-binding pocket of the AR is driven predominantly by electrostatic bonds (28, 29).
Thus, the highly hydroxylated EGCG has the greatest potential to interfere with the binding of
DHT to the AR. In support of this, electron-spin resonance studies have shown that EGCG is
considerably more electrostatically charged than its epicatechin analogues that lack three
hydroxygroups on the B-ring (30). This study also showed that the gallate group (the
hydroxylated D ring — Table 1) had no influence.

The present study has demonstrated that out of the 4 most growth inhibitory and anti-
androgenic pomegranate compounds selected, punicic acid was the most potent inducer of
apoptosis in LNCaP cells (Fig. 4). It has previously been shown to inhibit breast cancer
proliferation and induce apoptosis in MDA-MB-231 and MDA-ERalpha7 cells (31). Several
apoptosis-associated genes or proteins have been shown to play critical roles in regulating
apoptosis. These include caspases, Bcl2 family members and PARP (32, 33). To determine
whether these proteins are involved in the mediation of punicic acid-induced inhibition of LNCaP
cell growth, we examined caspase activation and cleavage of PARP by Western blotting (Fig. 5).
Bcl2 is an upstream effector molecule in the intrinsic apoptotic pathway and has been identified
as a potent suppressor of apoptosis [12]. Most cancers, including prostate cancer, generally

overexpress Bcl2 (34, 35) thereby escaping apoptosis and undermining effective therapy. Bcl2
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forms a heterodimer with the apoptotic protein Bax and neutralizes its apoptotic effects. We
showed that punicic acid, the most abundant trienoic acid found in the pomegranate, significantly
decreased Bcl2 protein levels after a 24h treatment without affecting the level of Bax protein
(Fig. 5). These results suggest that punicic acid-induced apoptosis is mediated via down-
regulation of Bcl2 antiapoptotic proteins together with an decreased Bcl2/Bax ratio in LNCaP
cells. Alteration of this ratio is a decisive factor in whether cells will undergo apoptosis. We
found that punicic acid downregulates Bcl2, which results in cytochrome c release from the
mitochondria. This initiates an apoptotic process by activation of caspase 9 which once initiated
goes on to cleave procaspase-3. Activated caspase-3 cleaves poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP) and allows the degradation of DNA to continue. Taken together, these data clearly
indicate that punicic acid is an efficient inducer of apoptosis via this pathway in LNCaP cells.

Apoptosis is a normal cellular function that controls excessive proliferation by eliminating
unnecessary or damaged cells. Cancer cells have devised several mechanisms to inhibit apoptosis
and prolong their survival. Akt serves as one of the major anti-apoptotic factors in apoptotic
pathway. Akt is constitutively activated in LNCaP cells (36), therefore, it is possible that Akt
provides survival support to prostate cancer cells in the absence of androgens. Since we have
shown that punicic acid inhibits the phosphorylation of Akt, survival support of these cells is
eliminated and they are driven towards apoptosis (Fig. 6). The principal characterized
physiological substrate of Akt is glycogen synthase kinase-3p (GSK-3p) (37), which was initially
identified as an enzyme that regulates glycogen synthesis in response to insulin (38). GSK-3pB is a
ubiquitously expressed protein-serine/threonine kinase whose activity is inhibited by Akt
phosphorylation in response to growth factor stimulation. Here we show that GSK-3p is involved
in the regulation of apoptosis, identifying it as a critical downstream element of the PI 3-
kinase/Akt cell survival pathway (Fig. 6). Although, identification of the GSK-3p targets that
regulate apoptosis is a critical next step. Also, our observation that both Akt and caspase 9 are
associated with apoptosis induced by punicic acid brings up the question whether both pathways
are activated independently or that they interact.

Our findings confirm studies that have shown that EGCG, delphinidin chloride, and
kaempferol have anti-tumor effects on prostate cancer cell line LNCaP (/8, 39-46). However, we
are the first to show that punicic acid, which is the main trienoic acid in pomegranate seed oil,

has greater pro-apoptotic effects than EGCG, kaempferol or delphinidin chloride. We postulate
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that mixtures of the numerous biologically active compounds in the pomegranate may have
additive or synergistic effects resulting in more effective inhibition of cell growth than any one
single compound. As these compounds appear to have different/complementary mechanisms of
growth inhibitory action they could also be effective agents for the treatment of both androgen-
dependent and androgen-independent prostate cancer cells (47, 48). We will address the above
hypotheses in future studies. Future studies should furthermore focus on the bioavailable
metabolites that are formed and their biologically relevant concentrations in plasma and ideally in
target organs of interest such as the prostate.

In conclusion, our results show that among several other compounds found in the
pomegranate, punicic acid has a relatively potent growth inhibitory and antiandrogenic effect on
androgen-dependent LNCaP cells. This is also the first study to implicate Akt as a key mediator
of apoptotis induced by punicic acid. Impairment of the PI3K/Akt pathway by punicic acid
appears to be an important and relevant chemotherapeutic mechanism against prostate cancer

growth.
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Figures legends

Figure 1. The effect of EGCG, delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid on growth and
survival of LNCaP cells. Cells were cultured with increasing concentrations of pomegranate
compounds for 4 days (with a re-dosing after 48h, see section 2.3) in phenol red- and steroid-free
medium in the presence of 0.1 nM of DHT and cell viability was determined by WST-1 assay.
Negative control cells received 1 pL of DMSO (and demonstrated negligible cell growth; about
2% of that of 0.1 nM DHT) and positive control cells were exposed to | pL of DHT (0.1 nM) to
stimulate cell growth. The average + SD of three independent experiments is shown. ICs values

were calculated as described in section 2.7 and are listed in section 3.1.

Figure 2. Nuclear levels of AR protein. LNCaP cells were incubated with increasing
concentrations of (A) EGCG, (B) delphinidin chloride (C) kaempferol or (D) punicic acid in
phenol-red and steroid-free medium for 24h in the presence of 10 nM of DHT. Protein levels of
AR in the nucleus were determined by immunoblot analysis. Equal loading of proteins was
verified by stripping and reprobing the blots with B-actin antibodies. Negative control cells
received 0.1 % DMSO and positive control cells were exposed to 10 nM of DHT in 0.1% DMSO
to induce nuclear accumulation of AR. All treatments were normalized to the DHT control. The
densitometric analyses to the right represent the mean + SD of three independent experiments,
where an (*) indicates a statistically significant decrease in nuclear AR levels (one-way ANOVA,
p<0.05). An (*) above a bracket indicates all four treatments were significantly different from the

DHT control.

Figure 3. RT-PCR analysis of the expression of androgen-dependent prostate marker genes (PSA
and SRD5A] respectively) in LNCaP cells treated with increasing concentration of EGCG (A, E)
delphinidin chloride (B, F), kaempferol (C, G) or punicic acid (D, H) in phenol red- and steroid-
free medium in the presence of DHT (0.1 nM) for 24h. Total RNA was extracted and levels of
PSA and B-actin mRNA were determined by RT-PCR. Negative control cells received 0.1 %
DMSO and positive control cells were exposed to 10 nM of DHT in 0.1% DMSO to induce
nuclear accumulation of AR. All treatments were normalized to the DHT control. The

densitometric analyses to the right each represent the mean + SD of three independent
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experiments, where an (*) indicates a statistically significant decrease in either PSA or SRD5A1
expression levels (one-way ANOVA, p<0.05). An (*) above a bracket indicates all four

treatments were significantly different from the DHT control.

Figure 4. Apoptotic effects of EGCG, delphinidin chloride, kaempferol and punicic acid in
LNCaP cells. Cells in complete culture medium were exposed to the four compounds for 24h.
Apoptosis was determined by Cell Death Detection ELISA™YS kit. The combination of three
independent experiences is shown. (*) Indicates statistically significant difference from vehicle

control (one-way ANOVA, p<0.05).

Figure S. Punicic acid activates caspase-9 and mitochondrial apoptosis in prostate cancer cells.
Concentration-dependent caspase-9 processing and cleavage of the caspase-3 substrate PARP
after 24h treatment in LNCaP cells. One of three experiments is shown. The densitometric
analyses to the right reflect the normalized average band intensities of all three experiments. (*)

Significantly different from DMSO control, one-way ANOVA, p<0.05.

Figure 6. Punicic acid decreased phosphorylation of Akt at Serd73 (active form) above 10 pM
and that of GSK-3p at Ser9 (inactive form) at 100 pM in LNCaP cells after a 1h exposure. The
PI-3-kinase inhibitor LY294002 (30 pM) was used as positive control. One of three experiments
is shown. The densitometric analyses reflect the normalized average band intensities of all three

experiments. (*) Significantly different from DMSO control, one-way ANOVA, p<0.05.
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Table 1. The thirteen pomegranate compounds used in this study, their predominant localisation

in the fruit and approximate concentrations.

Pomegranate compound Approximate Source (12) | Reference
concentrations
Epicatechin 0.8 mg/L Juice with (49)
°“ peel
HO O . oH
“OH
OH
Epicatechin gallate 1.6 mg/L Juice with (49)
™ peel
OH
Roes o
OH o OH
ore
OH
Epigallocatechin gallate Quantitative Juice with
OH data not peel, leaf
OH available
~
OH o @ OH
OH
OH
Delphinidin 237.8 mg/L Juice with (47)
OH (as glucosides) | peel
OH
HO 0. O
L™
Z > oH
OH
Pelargonidin 5.9 mg/L Juice with (47)
OH (as glucosides) | peel
OH
HO Oy ‘ oH
Z > 0H
OH
Cyanidin 181.3 mg/L Juice with (47)
(as glucosides) | peel

OH
HO o, O
e
OH
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Table 1 continued

Malvinidin

Quantitative
data not
available

Juice with peel

Punicic acid 67-80% of all | Seed oil (50)
2 fatty acids
HO
x>
N
cis-Vaccenic acid Quantitative Seed oil
data not
available
trans-Vaccenic acid Quantitative Seed oil
0 data not
HOJ\/\/\/\M/\/\/\ available
Quinic acid 0.02-6.72 g/L | Juice with peel | (57)
0
HO,, OH
HO™ " oH
OH
Gallic acid Quantitative Juice, peel
o) OH data not flower
available
HO OH
OH
Kaempferol Quantitative Juice, leaf
OH data not
available
0

HO !
OH

OH O
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3.2 CHAPITRE II: L’acide jacarique et ses géoisoméres octadécatriénoiques
induisent I’apoptose dans les cellules cancéreuses de la prostate humaine, une étude

méchanistique de la relation structure/activité en 3-D

3.2.1 Traduction du résumé de ’article

Les acides gras non-essentiels provenant des plantes sont des nutriments alimentaires
importants. Certains ont été identifiés comme ayant des propriétés chémopréventives contre différents
cancers comprenant le cancer de la prostate. Dans cette étude, nous avons déterminé I’effet cytotoxique
et apoptotique de sept acides gras C-18 sur différents types de cellules cancéreuses humaines. Ces
acides gras comprennent I’acide jacarique et punicique présents dans le jacaranda et I’huile des graines
de la grenade, respectivement, trois géoisomeéres octadécatriénoiques (1’acide alpha- et béta-calendique
et ’acide catalpique) et deux acides gras C-18 mono-insaturés (I’acide trans- et cis-vaccenique).
L’acide jacarique et quatre de ces géoisomeéres octadécatrienoiques induisent sélectivement 1’apoptose
dans les cellules cancéreuses de la prostate hormono-dépendantes (LNCaP) et hormono-indépendantes
(PC-3). En revanche, ils n’affectent pas la viabilité des cellules €pithéliales normales de la prostate
(RWPE-1). L’acide jacarique induit la mort des cellules LNCaP de fagon concentration- et temps-
dépendants, en activant la voie apoptotique intrins€éque et extrinséque. Il en résulte le clivage de PARP-
1, la modulation de la famille de protéines pro- et anti-apoptotique Bcl-2 et une augmentation du
clivage de la caspase-3, -8 et -9. De plus une activation de la voie de signalisation de la mort cellulaire
impliquant le récepteur de mort cellulaire 5 a été observée. En revanche, I’acide jacarique induit
I’apoptose dans les cellules PC-3 via I’activation de la voie intrinséque seulement. La conformation
spatiale cis, trans, cis de ’acide jacarique et de I’acide punicique joue un rdle clé dans 1’augmentation
de D’efficacité de ces deux acides gras en comparaison aux cinq autres acides gras C-18 testés. Des
analyses conformationelles et tridimensionelles utilisant la base de données PubChem

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) montrent que la capacité cytotoxique des acides gras C-18 est reliée

a leur degré de similarité conformationelle vis-a-vis du composé cytotoxique de référence, 1’acide

punicique. Ces similarités sont basées sur une forme optimisée (ST) et des scores de similarité (CT).
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L’acide jacarique étant le plus proche biologiquement de I’acide punicique (STST-opt = 0.81; CTCT-
opt = 0.45). Cette analyse 3-D de la similarité entre les structures nous a permit de classer les acides
gras géoisomériques en fonction de leur potentiel cytotoxique. Contrairement 4 une évaluation 2-D de
la position de la structure cis/frans qui ne le permet pas. Nos résultats méchanistiques montrent que les
acides gras non-essentiels provenant de [I’alimentation, ont des propriétés biologiques et
chémopréventives. De plus, ils présentent une relation structure-activité en 3-D qui peut étre exploitée
afin de développer de nouvelles stratégies pour la prévention et le traitement du cancer de la prostate et

cela indépendamment de la sensibilité aux hormones.

3.2.2 Contribution de I’étudiante

Toutes les expériences ainsi que la rédaction du manuscrit ont été réalisées par le premier auteur

de Particle. L’analyse 3-D a été réalisée par le Dr Thomas Sanderson.
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Abstract

Plant-derived non-essential fatty acids are important dietary nutrients, and some are purported to have
chemopreventive properties against various cancers, including that of the prostate. In this study, we
determined the ability of seven dietary C-18 fatty acids to cause cytotoxicity and induce apoptosis in
various types of human prostate cancer cells. These fatty acids included jacaric and punicic acid found
in jacaranda and pomegranate seed oil, respectively, three octadecatrienoic geometric isomers (alpha-
and beta-calendic and catalpic acid) and two mono-unsaturated C-18 fatty acids (trams- and cis-
vaccenic acid). Jacaric acid and four of its octadecatrienoic geoisomers selectively induced apoptosis in
hormone-dependent (LNCaP) and -independent (PC-3) human prostate cancer cells, whilst not
affecting the viability of normal human prostate epithelial cells (RWPE-1). Jacaric acid induced
concentration- and time-dependent LNCaP cell death through activation of intrinsic and extrinsic
apoptotic pathways resulting in cleavage of PARP-1, modulation of pro- and antiapoptotic Bcl-2 family
of proteins and increased cleavage of caspase-3, -8 and -9. Moreover, activation of a cell death-
inducing signalling cascade involving death receptor 5 was observed. Jacaric acid induced apoptosis in
PC-3 cells by activation of the intrinsic pathway only. The spatial conformation cis, trans, cis of jacaric
and punicic acid was shown to play a key role in the increased potency and efficacy of these two fatty
acids in comparison to the five other C-18 fatty acids tested. Three-dimensional conformational

analysis using the PubChem Database (http:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) showed that the cytotoxic

potency of the C-18 fatty acids was related to their degree of conformational similarity to our cytotoxic
reference compound, punicic acid, based on optimized shape (ST) and feature (CT) similarity scores,
with jacaric acid being most ‘biosimilar’ (STST°"' = 0.81; CT™°"' = 0.45). This 3-D analysis of
structural similarity enabled us to rank geoisomeric fatty acids according to cytotoxic potency, whereas
a 2-D positional assessment of cis/trans structure did not. Our findings provide mechanistic evidence
that nutrition-derived non-essential fatty acids have chemopreventive biological activities and exhibit
3-D structure-activity relationships that could be exploited to develop new strategies for the prevention

or treatment of prostate cancer regardless of hormone dependency.
Keywords

Prostate cancer; jacaric acid; punicic acid; geoisomers; 3-D conformation; structure-activity; apoptosis;

intrinsic; extrinsic; death receptor; PubChem Compound Database.
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Background

Prostate cancer has become the most frequently diagnosed and the second leading cause of
cancer-related deaths among men in western countries. It is estimated that in the year 2012, over 241
thousand new cases will be diagnosed and more than 28 thousand men will die from prostate cancer in
the United States alone (Siegel et al., 2012). Early stage prostate cancer is often androgen-dependent
but if not successfully treated may progress to a hormone-independent form that is difficult to treat and
results in increased mortality. Thus developing novel treatment options for prostate cancer at various
stages has become an important medical need. Particularly the use of safe and effective
chemopreventive agents could significantly reduce disease-related mortality. The focus of much
research has been on discovery of natural compounds that may be used in the prevention of prostate
cancer.

It has been shown that apoptosis may be induced or inhibited by a variety of nutritional
compounds known to have health benefits including fatty acids (Yasui et al., 2006a; Yasui et al.,
2006b; Yasui et al., 2005). Many plant seed oils contain conjugated trienoic fatty acids in the form of
conjugated linolenic acids (Liu et al., 1997). Most conjugated fatty acids are 18-carbon compounds
originating from oleic, linoleic, linolenic and stearidonic acids. They occur in terrestrial plant lipids,
especially seed oils, and include dienes, trienes and tetraenes.

The fact that high amounts of naturally occurring conjugated fatty acids such as conjugated
linolenic acids, which are geometric and positional isomers of linolenic acid, are present in certain
plant seed oils (Chisholm and Hopkins, 1967) indicates these fatty acids are far more available for
dietary purposes than previously thought. For example, alpha-calendic and jacaric acid are contained in
relatively high amounts in pot marigold seed oil (62.2%) and blue jacaranda seed oil (36%),
respectively (Takagi and Itabashi, 1981).

In this study we examined the ability of seven dietary C-18 fatty acids to induce apoptosis in
human hormone-dependent LNCaP and hormone-independent PC-3 prostate cancer cells, as well as
immortalized normal prostate epithelial cells (RWPE-1). We choose two isomers of oleic acid (trans-
vaccenic and cis-vaccenic acid) and five isomers of linolenic acid (jacaric, punicic, alpha-calendic,
beta-calendic and catalpic acid), to determine possible (geo)isomeric differences in induction of

cytotoxicity of prostate cancer cells.
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Materials and methods

Reagents

Jacaric, punicic, alpha-calendic, beta-calendic, catalpic, and trans- and cis-vaccenic acid were
purchased from Larodan Fine Chemicals AB (Malmé, Sweden) (Table 1). All compounds were
dissolved in DMSO as 1000-fold concentrated stock solutions. Punicic acid was used as positive
control since we previously showed it to induce apoptosis in LNCaP cells (Gasmi and Sanderson,
2010).

Antibodies against Bcl-2, Bax, cleaved caspase 8 (Asp 391), caspase 9, caspase 3, cleaved
PARP (Asp 214), Bad, phospho Bad (Ser136), Bid, FasL, Fas and FADD were purchased from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA). Antibodies against death receptors DR4 and DRS5 were
purchased from Millipore (Billerica, MA). Anti-B-actin was purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA).

Cell culture

LNCaP, PC3 and RWPE-1 (immortalized normal adult prostate epithelial cells) cells were
obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, United States). LNCaP and RWPE-1
cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 1%
HEPES, 1% sodium pyruvate and penicillin/streptomycin in a humidified atmosphere of 95% air and
5% CO; at 37°C. PC-3 cells were grown in 1:1 (v/v) Dulbecco’s modified Eagle medium/Ham's F-12
nutrient mix (DMEM/F12) supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin.

Cell viability

LNCaP, PC-3 and RWPE-1 cells were seeded in 96-well plates (Fisher Scientific, Ottawa, ON)
at a concentration of 1x10* cells/well in 100 pl of their respective complete culture medium for 24h.
Cells were then exposed to the fatty acids (1, 3, 10, 30 and 100 pM) for 24h; DMSO solvent (0.1%)
was used as negative control (0 pM). A WST-1 cell viability assay (Roche Diagnostics, Laval, QC)
was performed according to the manufacturer’s instruction. Absorbance was measured at 440 nm using
a Spectramax M5 multifunctional spectrometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). LDH leakage as
a measure of cell membrane integrity and possible indicator of necrosis, was also assessed using a

Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diagnostics).
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Measurement of apoptosis

LNCaP and PC-3 cells were seeded at a concentration of 0.5 x 10* cells/well in 100 pl of
complete culture medium in 96-well plates for 24h. The fatty acids (0, 3, 10, 30 and 100 pM) were
added and the cells were incubated for an additional 24h. A Cell Death Detection ELISA™YS kit
(Roche Diagnostics) was used following the manufacturer’s instructions. The assay is a quantitative

immunoassay that detects the histone-associated DNA fragments produced during apoptosis.

Western blot analysis

Western blot analysis was carried out according to a previous study (Gasmi and Sanderson).
Cells were seeded in 6-well CellBind plates (Fisher Scientific) in complete culture medium for 24h.
Cells were then exposed to fatty acids (0, 1, 3 and 10 pM) for 24h. Adherent cells were collected using
a cell scraper, then rinsed in cold phosphate-buffered saline (PBS) three times followed by
centrifugation at 700 g for 5 min. After removing the PBS, the cell pellets were lysed in RIPA buffer
containing 1x protease and phosphatase inhibitor cocktail. Then, cell lysates were centrifuged at 4°C,
15000 rpm for 15 min and protein concentrations (from the supernatant) were determined using a BCA
protein assay kit (Pierce Biotechnologies, Rockford, IL). Proteins (50 pg) were separated on 10% SDS-
polyacrylamide gel and then transferred onto PVDF membranes (Bio-Rad, Mississauga, ON). After
blocking with 5% non-fat dry milk reconstituted in Tris-buffered saline (TBS), the membranes were
incubated with appropriate primary antibodies at 1:250 to 1:1000 dilutions in TBS overnight at 4°C.
Secondary antibodies conjugated with horseradish peroxidase at 1:5000 dilution in TBS were added for
lh at room temperature. Antibody-antigen complexes were visualized by Immobilon Western
Chemiluminescent horseradish peroxidase substrate (Millipore) using a Versadoc imaging system

(BioRad). Beta-actin was used as protein loading control.

Fluorescence microscopy

LNCaP and PC-3 cells were seeded in 24-well CellBind plates (Fisher Scientific) in complete
culture medium for 24h. Cells were then exposed to jacaric acid (0, 3, 10, 30 and 100 pM) for 0, 4, 6, 8
and 24h. Propidium iodide and Hoechst 33342 were added to each well (1 ng/well) and cells were
incubated at 37°C for 10 min and then inspected by fluorescence microscopy. Images were collected
with a Nikon Eclipse TE2000 inverted fluorescence microscope under 20x magnification. A filter cube

with an excitation wavelength range of 330-380 nm was used to visualize Hoechst-stained cells. Cells
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stained with propidium iodide were visualized using a filter cube with an excitation wavelength of 532-

587 nm.

Statistical analyses

All treatments were performed in triplicate per experiment and each experiment was performed
three times independently. Statistically significant differences (* p < 0.05) were determined using one-
way analysis of variance (ANOVA) with Tukey posterior test. Correlation coefficients were calculated
by the method of Pearson (Zar, 1999). The concentrations at which 50% inhibition of cell viability
occurred (ICso values) were calculated using non-linear curve-fit analysis and presented as means +
95% confidence intervals of three independent experiments. The relationship between optimized
similarity values and ICso values were evaluated by one-phase exponential decay curve fitting
(commonly used to describe the process of dissociation of a compound from a biological target). All

statistical analyses were performed using GraphPad Prism v5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Structure conformational analyses

Structure conformational analyses were performed using the three-dimensional (3-D) analysis
capabilities of the PubChem Compound Database developed by the U.S. National Institutes of Health
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (Bolton et al., 2011a). The first ten most diverse conformations (of

which the first is the theoretically most energy-minimized conformation in a vacuum) (Bolton et al.,
2011b; Hawkins et al., 2010) of each fatty acid were compared to those ten of punicic acid, which was
chosen as reference molecule (Gasmi and Sanderson, 2010). The two types of resultant similarity
scores (we use the terminology of (Bolton et al.) throughout), ST (shape-Tanimoto) and CT (color-
Tanimoto), representing ‘shape-similarity’ based on overlap of molecular volume and ‘feature-
similarity’ based on alignment of ‘compatible’ functional groups, respectively, were used to evaluate
the degree of similarity of the fatty acids to punicic acid. The ST and CT values obtained for all
conformational pairs of each pair-wise fatty acid comparison were evaluated for highest ST score (ST-
optimized or STS™™), highest CT score (CT-optimized or CT™) or highest combined score
(ComboTS™CTPy which is simply the highest ranking sum of ST and CT values. Two other possible
comboT scores are the sum of STST" and CTS™"' (ComboT5™") or the sum of CT " and ST
(ComboT ™). In our analyses, the ComboT®T* TP value obtained for each pair-wise fatty acid

comparison was the same as the ComboT® " value and this latter term is used throughout.
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Conformation-specific intra- and intermolecular distances (A) between atoms were determined using
PubChem 3D Viewer (Bolton et al., 201 1a).
Results
Octadecatrienoic acids decrease viability of prostate cancer cells but not of normal cells

Five conjugated octadecatrienoic acids caused a concentration-dependent decrease in the
viability of LNCaP and PC-3 cells, but not of RWPE-1 immortalized normal epithelial cells. These
were, in order of decreasing potency, punicic, jacaric, beta-calendic, catalpic and alpha-calendic acid
(Fig. 1), with ICso values (mean + SEM) of 9.0+ 1.2, 11.8 £ 1.0, 14.8 + 1.1, 25.7+ 1.9 and 36.3 £ 3.9
UM, respectively in LNCaP cells. In PC-3 cells, punicic, jacaric, beta-calendic, catalpic and alpha-
calendic acid had ICsq values of 1.6 +0.3,2.2 £ 0.4,3.5+ 0.6, 5.2+ 0.9 and 8.8 + 1.2 uM, respectively.
These ICso values were strongly linearly correlated between LNCaP and PC-3 cells (r = 0.990, n = 5; p
< 0.01) with a slope of 0.25 + 0.021 indicating a 4-fold difference in sensitivity between the cell types
to octadecatrienoic fatty acid-induced cell death. Jacaric acid, together with punicic acid as we had
previously shown (Gasmi and Sanderson, 2010), were the most cytotoxic octadecatrienoic acids in
LNCaP and PC-3 cells, whereas the mono-unsaturated cis- and frans-vaccenic acid did not affect cell
viability in any of the cell lines.
Jacaric acid induces time- and concentration-dependent apoptosis and necrosis of LNCaP and PC-3
cells

To assess whether the octadecatrienoic acid-mediated decrease in cell viability was due to
induction of apoptosis as we had shown previously for punicic acid (Gasmi and Sanderson, 2010),
DNA fragmentation in LNCaP and PC-3 cells was measured after a 24h exposure to jacaric, punicic,
alpha-calendic, beta-calendic and catalpic acid in complete culture medium. A significant increase of
DNA fragmentation was caused by jacaric acid (and our positive control, punicic acid) in LNCaP and
PC-3 cells at concentrations above 10 pM (Fig. 2). Although an observed increase in DNA
fragmentation is an indication of apoptotic cell death it does not preclude necrosis as a contributing
mechanism. We found that punicic acid at 10 and 30 pM caused a significant increase of LDH leakage
from LNCaP and PC-3 cells into culture medium (not shown), a measure of cell membrane integrity
and indicator of necrosis, whereas jacaric acid did not. To avoid the influence of necrotic cell death,
Jacaric acid was selected for further analysis of octadecatrieonic acid-mediated apoptotic cell death.
Jacaric acid caused a concentration- and time- dependent increase of condensed nuclei observed by
Hoechst3342 staining in LNCaP and PC-3 cells, resulting in about 50% apoptotic cell death after a 24h

exposure to 10 uM in each cell line (Fig. 3). Detailed morphological analysis by fluoroscopy showed
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that at concentrations of jacaric acid of 30 pM or above, more necrosis than apoptosis was observed
with each cell line, as determined by propidium iodide staining (Fig. 4). Based on these observations,
we decided to continue our investigations of the activation of the apoptotic machinery by jacaric acid
using concentrations of 10 pM and below and an exposure time of 24h, to avoid influence of necrotic
effects.
Jacaric acid induces intrinsic apoptosis of PC-3 cells and intrinsic and extrinsic apoptosis of LNCaP
cells

A reduction of Bcl-2 expression by jacaric acid was seen at 10 pM indicating that disintegration
of mitochondrial structures had occurred resulting in initiation of the apoptotic pathway in LNCaP
cells. Jacaric acid (1-10 pM) increased poly ADP ribose polymerase-(PARP)-1 cleavage concentration-
dependently in both LNCaP and PC-3 prostate cancer cells after a 24h exposure. Jacaric acid also
caused a strong concentration-dependent increase in cleaved caspase-9 in both LNCaP and PC-3 cells.
Jacaric acid concentration-dependently increased levels of cleaved caspase-8 in LNCaP cells indicating
involvement of the extrinsic apoptotic pathway in this prostate cancer cell line (Fig. 5). Activation of
FADD and pl5 Bid at 3 and 10 pM (Fig. 6) and involvement of caspase-8 prompted us to examine
whether death receptors played a role in jacaric acid-induced LNCaP cell death. Indeed, jacaric acid
increased protein expression of DRS at 1, 3 and 10 pM but did not influence steady-state levels of other
TNF receptors such as DR4 and Fas (Fig. 6).
Structure-activity analysis

In structure-activity analysis the aim is to relate the biological activity of compounds to their
molecular structural properties. The five geoisomeric octadecatrienoic fatty acids in our study differed
3- to 5-fold in cytotoxic potency yet have identical physico-chemical properties such as hydrophobicity
(XlogP3 = 6.6 + 0.22), acid dissociation constant (pKa = 4.78 + 0.1) and polar surface area (37.3 A), as
well as identical measures of flexibility such as thirteen rotatable bonds. However, a key difference
among geoisomers is their three-dimensional orientation and the differential influence this would have
on a putative 3-D interaction with a cellular target macromolecule, thus potentially explaining
differences in cytotoxic potencies. We used this pharmacophore hypothesis to suggest that it is the
orientations of carboxylic acid group and hydrophobic carbon chain that are key to the biological
activities of the C-18 fatty acids. We performed a 3-D conformational analysis using the 3-D tools
provided by the PubChem Compound Database to obtain quantitative measures of overlap of structural
shape and features among our seven C-18 fatty acids (Table 2). Punicic acid, being the most cytotoxic

compound, was used as reference to which the degree of 3-D similarity of the other 6 fatty acids was
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determined. This analysis showed that jacaric and punicic acid were able to attain 3-D conformations
with the closest structural and functional resemblance to each other (Fig. 7A), whereas the structure of
cis-vaccenic acid was most divergent from that of punicic acid (Fig. 7B). A correlation existed between
the 1Cso values of the octadecatrienoic acids and the optimal combined structural similarity values
(ComboTS™°™) for shape (ST) and feature (CT) overlap with punicic acid (Table 2) in LNCaP cells (r =
-0.870; n = 4; p = 0.08) and PC-3 cells (r = -0.854; n = 4; p = 0.12). As there is no reason to suppose
that cytotoxic potency is linearly dependent on optimized similarity scores, we performed a statistically
more informative non-linear correlation analysis and determined that cytotoxic potency was lost

TCET°P! value in either cell line and that lower

exponentially with decreasing ComboT>™*", STS™" or C
plateau values for ComboTS™°", STST°P' and CT™°M were approximated to be 0.97, 0.74 and 0.28,

respectively (r* > 0.998; n = 5; each cell line).

Discussion

It has become increasingly clear that altered apoptotic signalling plays an important role during
tumour development and resistance to prostate cancer therapies. Thus, the search for possible
therapeutic strategies involving the modulation of various apoptotic pathways has attracted
considerable interest in recent years. Natural compounds have received increasing attention as possible
leads for the development of chemopreventive agents for treatment of prostate cancer. Indeed, some
naturally occurring conjugated fatty acids act as growth inhibitors and inducers of apoptosis of breast
and colon cancer cells (Suzuki et al., 2006; Yasui et al., 2006a; Yasui et al., 2006b; Yasui et al., 2005).
Octadecatrienoic acid-induced apoptosis in prostate cancer cells

We are the first to show that five octadecatrienoic fatty acids, jacaric, punicic, alpha-calendic,
beta-calendic and catalpic, but not two octadecaenoic (trans and cis-vaccenic) fatty acids (Table 1),
have growth inhibitory effects (Fig.1) in androgen-dependent LNCaP and androgen-independent PC-3
human prostate cancer cells. Furthermore, these fatty acids were selective for tumorigenic cells, as they
did not affect the viability of immortalized, proliferating normal prostate epithelial RWPE-1 cells.

Jacaric acid, a natural fatty acid derived from jacaranda seed oil, is a potent and selective
inducer of apoptosis in hormone sensitive and hormone refractory prostate cancer cells. Decreased cell
viability by jacaric acid (Fig. 1 and 3) was associated with significantly increased DNA fragmentation
(Fig. 2), chromatin condensation (Fig. 4) and cleavage of PARP-1 (Fig. 5), indicating that apoptosis is
an important part of the mechanism by which jacaric acid inhibits the growth of both types of prostate

cancer cells, in the absence of necrotic cell death, particularly at concentrations of 10 pM and below.

118



Furthermore, by performing detailed concentration- and time-response experiments (Fig. 3 and 4), we
could differentiate between apoptotic and necrotic cell death induced by jacaric acid. This allowed us to
evaluate, specifically, the early-stage apoptotic mechanisms of jacaric acid-induced prostate cancer cell
death within a concentration and time range that avoided non-selective necrosis of cells caused by
concentrations that would be both mechanistically and dietarily irrelevant. Although little is known
about dietary blood concentrations and fate of jacaric acid and its geometric isomers, a few
investigations of the absorption and metabolism of alpha-eleostearic (9Z,11E,13E-octadecatrienoic)
and punicic acid have been done in rats (Tsuzuki et al., 2006; Tsuzuki et al., 2004; Yuan et al., 2009).
Those studies found that the majority of these two fatty acids was slowly absorbed in an unchanged
state in rat intestine and that part of each absorbed fatty acid was converted into 9Z, 11E-
octadecadienoic acid, although this conversion was slower for punicic acid (Tsuzuki et al., 2006). In
the case of alpha-eleostearic acid, which was administered as the major constituent (68.9%) of 1 g of
tung oil, both intact and converted product were found in blood plasma and liver 6 h after
administration, with alpha-eleostearic acid levels reaching about 500 and 900 uM, respectively
(Tsuzuki et al., 2004).

The present study reports for the first time, sensitivity of LNCaP cells to TRAIL receptor DR5-
mediated extrinsic apoptosis by jacaric acid (Fig. 6). LNCaP cells are considered to be relatively
resistant to TRAIL-induced extrinsic apoptosis (Chen et al., 2001) but may be sensitized by combined
exposure to TRAIL and certain chemotherapeutic agents (Voelkel-Johnson et al., 2002) or natural
compounds (Shankar et al., 2007). The mechanisms by which TRAIL-resistance may be overcome
include inhibition of mRNA synthesis (Chen et al., 2001), Akt signalling (Chen et al., 2001) and
proteosome function (Christian et al., 2009). Possible mechanisms by which jacaric acid increases
DR5-mediated apoptosis are currently under investigation.

Interestingly, we show that PC-3 cells, which are considered to be more sensitive to TRAIL-
induced extrinsic apoptosis than LNCaP cells (Chen et al., 2001), are also more sensitive to jacaric
acid-induced apoptotic cell death, although not via the extrinsic pathway. One possibility is that jacaric
acid acts on a target to overcome resistance to DRS5-mediated apoptosis in LNCaP cells that does not
(or to a lesser extent) play a role in PC-3 cells. This target could be the unique mechanism of cross-talk
between the Akt and androgen receptor (AR) signalling pathways, which conveys a certain degree of
resistance to LNCaP cell apoptosis by maintaining levels of survival-related signaling molecules,
importantly those of p21 (Gartel, 2009; Gorospe et al., 1997), which is AR-regulated (Kadowaki et al.,
2011). This cross-talk mechanism does not exist in AR negative PC-3 cells. Akt is known to be
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constitutively active in LNCaP cells and we found it to be inhibited by punicic acid (Gasmi and
Sanderson, 2010), although whether this led to caspase 8 activation was not determined. Another
important protein lacking in PC-3 cells is p53, which is expressed functionally in LNCaP cells.
However, we did not find jacaric or punicic acid to increase p53 activity or its phosphorylation at
serine-15 in LNCaP cells (not shown); nor did they increase Bax or Fas in LNCaP cells (Fig. 5) as
would be expected (Li et al., 2003). It is possible that the increased sensitivity of PC-3 cells to our fatty
acids is in part due to absence of p53 expression, whereas in LNCaP cells functional p53 protein may
give those cells more opportunity for repair, thus rendering them more resistant to apoptosis, (Scott et
al., 2003). RWPE-1 cells also contain wild type p53 yet were not susceptible to Jjacaric acid-induced
apoptotic cell death, suggesting in line with other studies (Skjoth and Issinger, 2006) that p53 status is
not the major determinant of sensitivity to chemical-induced cell death. The exact criteria that influence
p53 to stimulate cell cycle arrest and DNA repair or apoptosis (extrinsic or intrinsic) are still not well
understood and whether p53 plays a permissive or restrictive role (or any role) in jacaric acid-induced
apoptosis in our prostate cancer cell lines warrants further studies.

In any case, the greater sensitivity of PC-3 cells to jacaric acid-induced apoptosis, where
extrinsic apoptosis does not play a role, is clearly related to the ability of this fatty acid to disrupt
mitochondrial function. How the relative balance of prosurvival and proapoptotic signals ultimately
contributes to the sensitivity or resistance of LNCaP and PC-3 cells to undergo apoptosis by either
extrinsic or intrinsic apoptosis is a complex and not fully understood process.

The ability of jacaric acid to activate intrinsic apoptosis in both LNCaP and PC-3 prostate
cancer cells may be related to increased lipid peroxidation as observed by Shinohara and coworkers in
DLD-1 human colorectal adenocarcinoma cells (Shinohara et al., 2012), alteration of cellular fatty acid
composition or altered regulation of expression of certain genes (Hockenbery et al., 1990). It has been
reported that overexpression of Bcl-2 in transgenic models leads to protection of many cell types
against apoptosis induced by a variety of oxidative stresses, including lipid peroxidation (Hague et al.,
1997; Pourzand et al., 1997; Reed, 1994). Studies have also shown an elevated expression of Bcl-2 in
neoplastic human prostate tissues (Colombel et al., 1993) and since jacaric acid, as well as punicic acid
(Gasmi and Sanderson, 2010), inhibit Bcl-2 expression in LNCaP cells (Fig. 6), they act as
antineoplastic agents in these prostate cancer cells.

Structure-activity relationships of octadecatrienoic acids
Jacaric and punicic acid stand out from the other linolenic acid isomers as the most potent

cytotoxic agents and their effectiveness is evidently related to certain similarities in 3-D molecular
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structure. Although all five studied octadecatrienoic acids have three conjugated double-bonds, only
jacaric and punicic acid each have these double bonds in a cis-trans-cis conformation. Our 3-D
conformational analyses using the PubChem Compound Database confirm that jacaric acid resembled
the most cytotoxic reference compound punicic acid more than the other octadecatrienoic fatty acids
based on various similarity scores (Fig 7 and Table 2). This observation is consistent and not consistent
with an earlier study of conjugated octadecatrienoic acids that concluded that 9, 11, 13 fatty acids were
systematically more cytotoxic than 8, 10, 12 geoisomers in human monocytic leukemia cells (Suzuki et
al., 2001). They did not include the 8, 10, 12 geoisomer jacaric acid in their study and we found jacaric
acid to be more cytotoxic than the 9, 11, 13 geosiomer catalpic acid, and that this could be predicted
from the ranking of their optimized 3-D similarity scores relative to punicic acid. Another study
reported that, among seven geoisomeric octadecatrienoic fatty acid, jacaric acid was the most cytotoxic
compound (ICso = 3.4 uM) and punicic acid the weakest (ICso = 7.9 pM) (Shinohara et al., 2012). As
the ICsg values of all other geoisomers fell between these two values and no variability in these values
were reported it is unclear if any statistically significant differences in potency were observed in DLD-
1 cells. The investigators concluded that they could not find a clear relationship between structural
differences of the conjugated triene system and cytotoxic effects. In our present study, we have
addressed this question and our findings provide strong evidence that 3-D molecular structure is a far
more useful predictor of biological activity than a 2-D assessment of structure based on cis/trans
comparisons.

We should keep in mind that similarity scores are meaningful only with intimate knowledge of
the nature of the molecules under study and caution should be taken in interpreting their values. Trans-
vaccenic acid exhibited no cytotoxicity in our human prostate cancer cells yet had reasonably high
shape (ST>T°"' = 0.72) and feature (CT"°" = 0.36) overlap with punicic acid (Table 2) and had a
comboT> ™" score of 1.01, which was greater than that of, for example, alpha-calendic acid
(comboTS™°" = 0.97). Other physico-chemical differences between frans-vaccenic acid and the
octadecatrienoic acids such as hydrophobicity (XlogP3 = 6.4 + 0.1) and acid dissociation constant (pKa
=477 + 0.1) are not significantly different. However, a visual examination using PubChem Compound
of the 3-D conformations of trans-vaccenic acid that resulted in optimal similarity values when
superposed on punicic acid clearly showed that either the superposed carboxylic acid groups had
opposite orientations (when shape-optimized; Fig 8B) or the C-18 carbon chains were divergent (when
feature-optimized; Fig 8C), thus forming wedge shaped superpositions. Such deviations from the

structural orientation of punicic acid were not observed with the octadecatrienoic acids, which had
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superpositions with aligned carboxylic acid groups and tightly convergent C-18 chains (e.g. alpha-
calendic acid in Fig 8A). In fact, the CT-optimized intermolecular distance between the C-18 atoms of
punicic acid and trans- or cis-vaccenic acid were 6.19 A (Fig 7C) and 6.89 A (not shown), respectively,
whereas it was on average 1.09 + 0.20 A (n=4) for the octadecatrienoic acids (distance indicated for
alpha-calendic acid in Fig 8A).

It is also apparent that even among structurally highly similar compounds the relationship
between optimized similarity scores and biological activity is not linear and that activity decreases
rapidly with decreased ST or CT score. The calculated plateau values of STST°P" (0.74), CT®"°" (0.28)
and comboTST"' (0.97) suggest that scores at or below these values have little relevance in assessing
biological activity, at least of this series of octadecatrienoic acids. In this context it is interesting to note
that a conformational analysis of the overlap of punicic acid with itself produced an STS™*"' value of
0.73 and CT®™"" value of 0.23 for the closest two different diverse conformations within the same
molecule. These values are below the empirically determined plateau values and below those obtained
when punicic acid is superimposed on the other octadecatrienoic fatty acids. Taken together, when
similarity scores are interpreted sensibly, it is clear that the PubChem Compound Database provides
numerous 3-D tools and a wealth of information useful for the detailed assessment of 3-D molecular
structure and its relation to experimentally determined biological activities. We demonstrate in the
present study that these tools are extremely useful in evaluating relationships between 3-D molecular
structure and cytotoxic potency of a series of naturally occurring, plant-derived C-18 fatty acids, by
being able to discriminate among molecules with otherwise (almost) identical physico-chemical

properties.
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Table 1. Seven naturally occurring C-18 fatty acids used in this study with their sources of high

accumulation.

Fatty acid

IUPAC name

Molecular structure

High accumulator

Jacaric

(8Z,10E,12Z)-octadeca-

8,10,12-trienoic acid

OH

Jacaranda mimosifolia
seed oil (62%) (Takagi
and Itabashi, 1981)

Punicic

(92,11E,13Z)-octadeca-

9,11,13-trienoic acid

Punica granatum seed
0il (67-80 %) (El-
Shaarawy and
Nahapetian, 1983)

alpha-Calendic

(8E,10E,12Z)-octadeca-

8,10,12-trienoic acid

Calendula officinalis
seed oil (60 %)
(Chisholm and
Hopkins, 1967)

beta-Calendic

(8E,10E,12E)-octadeca-

8,10,12-trienoic acid

{a)

HO

Calendula officinalis
seed oil (minor)
(Chisholm and
Hopkins, 1967)

Catalpic

(9E,11E,13Z)-octadeca-

9,11,13-trienoic acid

Catalpa bignonioldes
seed oil (25.5 %)
(Ozgul-Yucel, 2005)

trans-Vaccenic

(E)-octadec-11-enoic

acid

Milk fat (data
unavailable)

(Destaillats et al., 2005)

cis-Vaccenic

(Z)-octadec-11-enoic

acid

Sea buckthorn berries
(data unavailable)
(Yang and Kallio,
2006)
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Table 2. Optimized similarity scores obtained using the PubChem Compound Database for the 3-D

structural comparison of six C-18 fatty acids with punicic acid (see Materials and Methods).

PubChem CID Fatty acid ST "t q) CTCortg) ComboT*"*" b) Combo T
5281126 Punicic 1 | 2 2

5282817 Jacaric 0.81 0.45 1.18 1.07
5282818 alpha-Calendic 0.74 0.23 0.97 0.97

5282819 beta-Calendic 0.76 0.31 1.06 1.01

5385589 Catalpic 0.74 0.34 0.99 0.92

5281127 trans-Vaccenic 0.72 0.36 1.01 1.01

5282761 cis-Vaccenic 0.67 0.16 0.73 0.52

a) The underlying calculations, assumptions and meaningfulness of optimized similarity scores shape-
tanimoto (ST®'°™) and color-tanimoto (CT®"™") are reviewed(Bolton et al., 2011a; Bolton et al.,
2011b, c, d)

(ST +CT)opt

b) The obtained ComboT® " scores had the same values as ComboT scores.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Figure 8.
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Figures legends

Figure 1. Effect of seven C-18 fatty acids on the viability of (from left to right) LNCaP and PC-3
human prostate cancer cells and RWPE-1 immortalized human prostate epithelial cells, after a 24h
exposure. Negative control cells received 0.1% DMSO. The average + SD of three independent
experiments is shown; each experiment was performed in triplicate. 1Csy values were calculated by

GraphPad Prism and are listed in section 3.1.

Figure 2. DNA fragmentation induced by five octadecatrienoic acids in LNCaP (left) and PC-3 (right)
human prostate cancer cells (24h exposure). Negative control cells received 0.1% DMSO. The average
+ SD of three independent experiments is shown; each experiment was performed in triplicate.

Responses marked with an asterisk were significantly different from control (* p<0.05; ** p < 0.01).

Figure 3. Jacaric acid-mediated concentration- and time-dependent loss of intact LNCaP (left) and PC-
3 (right) cells. Intact cell morphology was assessed quantitatively by fluorescence microscopy as
described in Materials and Methods. Negative control cells received 0.1% DMSO. The average + SD of

three independent experiments is shown; each experiment was performed in triplicate.

Figure 4. Jacaric acid-mediated concentration- and time-dependent increase in apoptotic and necrotic
LNCaP (left) and PC-3 (right) cells. Apoptotic nuclear morphology (chromatin condensed nuclei, CC)
was observed after Hoechst 33258 staining using fluorescence microscopy. Cells were also stained with
propidium iodide (PI) to distinguish apoptotic from necrotic cells and determine the percentage of each

cell population.

Figure 5. Jacaric acid induces caspase-8, -9 and PARP cleavage in LNCaP (top) and PC-3 (bottom)
cells. Cells were exposed, in complete culture medium, to 1, 3 and 10 pM jacaric acid for 24h. Cleaved
PARP, caspase-8 and -9 were detected by western blotting. One representative experiment of three is

shown.

Figure 6. Jacaric acid activates extrinsic apoptosis via death receptor 5 in LNCaP cells. One

representative experiment of three is shown.
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Figure 7. Conformational superposition of punicic acid on (A) jacaric acid (STS™" = 0.81) or (B) cis-
vaccenic acid (ST®"™™ = 0.67) demonstrating the importance of 3-D structural orientation in the
cytotoxic activity of C-18 fatty acids. Jacaric acid was able to align its carboxylic acid group and C-18

carbon chain closely to those of punicic acid (A), whereas cis-vaccenic acid (B) was not.

Figure 8. Optimized conformational superpositions of punicic acid on (A) alpha-calendic acid (STST"
= STET%' = 0.74; CT"*" = CTS™*' = 0.23), (B) trans-vaccenic acid (STS"*" = 0.72; CTS"*"' = 0.29)
or (C) trans-vaccenic acid (CT"" = 0.36; STT" = 0.65), demonstrating the necessity of visual
evaluation of 3-D structural superpositions, despite relatively high similarity scores. Although
conformational superposition of punicic acid on non-cytotoxic trans-vaccenic acid (B & C) resulted in
combined similarity scores that were greater than those resulting from superpostiton of punicic acid on
the cytotoxic alpha-calendic acid (A), the orientation of the paired carboxylic acid groups were either
opposite to each other (when ST-optimized; see B) or the paired C-18 atoms were significantly further

apart from each other (when CT-optimized; see C).
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4 DISCUSSION GENERALE






Les facteurs environnementaux, et plus particuliérement, le régime alimentaire, jouent un
role important dans le développement du cancer de la prostate. Les traitements actuellement
proposés présentent des effets secondaires indésirables en plus d’induire une résistance des
cellules cancéreuses au bout de quelques années de traitement. La prévention alimentaire est
donc une alternative intéressante. En effet, I’identification de molécules potenticllement
bioactives aux propriétés préventives et anti-cancéreuses devient fondamentale.

Nous avons étudié I’effet antiprolifératif de composés naturels extraits de la grenade sur
les cellules cancéreuses de la prostate. Afin de réaliser nos travaux, nous avons choisi de
privilégier différents modeles cellulaires et des expériences in vitro. En effet, le modéle animal
ne répond pas a toutes les conditions nécessaires & cette étude. Il devrait présenter les mémes
situations cliniques que celles rencontrées chez I’homme c'est-a-dire que la tumeur devrait étre
d'origine humaine, avoir un temps de doublement relativement lent mais suffisamment rapide
pour permettre des études dans des délais raisonnables, étre androgéne-dépendante, produire le
PSA, créer des métastases ganglionnaires et osseuses, et progresser vers un état androgéno-
indépendant apres castration [325]. De plus, il faut savoir que le cancer de la prostate varie chez
I'homme d'une tumeur & une autre et cela en terme d'agressivité, de sensibilité aux androgénes et
d'aspect histologique. Il n'est donc pas réaliste de créer un modéle d'étude chez l'animal qui
puisse répondre a toutes ces conditions. De plus, le cancer de la prostate est trés fréquent chez
I'homme. Cependant, il apparait rarement de maniére spontanée chez I'animal. Il existe
néanmoins plusieurs modeles de cancer de la prostate chez le rongeur qui ont permi d’identifier
I'hétérogénéité cellulaire tumorale, les mécanismes d'hormono-résistance et le pouvoir
métastatique. Néanmoins, tout principe oncologique découvert sur une tumeur chez I'animal doit
étre étendu et validé sur des tumeurs humaines. C’est pourquoi nous avons réalisé la majorité de
nos expériences sur la lignée tumorale prostatique humaine LNCaP. Cette lignée fait partie des
rares lignées cellulaires du cancer de la prostate androgéno-sensibles disponibles a 1’heure
actuelle. Il existe d’autres lignées cellulaires androgéne-dépendantes comme la ALVA-31 [326]

et la ALVA-41 [327] qui sont moins répandues.

Les LNCaP ont été isolées d'un ganglion sous-claviculaire métastatique d'un homme de
50 ans ayant un adénocarcinome prostatique [328]. Les cellules LNCaP expriment le récepteur
aux androgénes et aux oestrogénes. Le AR présente une mutation (Thr*®® est remplacée par une

Ala®®) dans le domaine de liaison au ligand, ce qui lui confére une plus grande affinité pour les
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androgenes, les anti-androgenes et les oestrogénes [329]. La prolifération des cellules LNCaP est
importante en présence d’androgénes de méme que 1’expression du PSA [330]. De plus, toutes
les enzymes clés impliquées dans le métabolisme des androgénes sont présentes a I’exception de
la 5 a-réductase de type II. Enfin, ces cellules peuvent croitre facilement en culture [331, 332].
Toutes ces caractéristiques font des LNCaP la lignée cellulaire la plus étudiée et la mieux

caractérisée en termes de cellules cancéreuses de la prostate AR positive [333].

Nous avons également travaillé sur la lignée cellulaire PC-3 afin d’identifier les effets des
composés naturels & un stade plus évolué du cancer de la prostate. En effet, ces cellules ont été
établies a partir d'une métastase osseuse d'un homme de 62 ans ayant un adénocarcinome
prostatique de grade IV et ayant suivi une hormonothérapie [334]. Ces cellules ne répondent pas
aux androgénes, aux glucocorticoides, ou aux facteurs de croissances. Elles n’expriment pas le
AR et le PSA et ont une faible activité de la SRDSA [334]. Pour cette raison elles ont été
utilisées pour déterminer les changements biochimiques advenant dans les cellules cancéreuses

de la prostate a un stade avanceé et étudier leur réponse suite & un traitement chimiothérapeutique.

La lignée PC-3 est ’'une des lignées les plus utilisée en recherche en plus de la lignée
DU145. Cependant, il existe d’autres lignées cancéreuses androgéne-indépendantes, moins bien
caractérisées, telles que les EB-33 [335], PC-93 [336], TSU-PR1 [337], JCA-1 [338], ND-1
[339], PPC1 [340], et DuPro-1 [341].

Les lignées PC-3 et DU-145 peuvent étre cultivées facilement in vitro et peuvent produire
des carcinomes peu différenciés aprés inoculation sous cutanée chez la souris immunodéficiente.
Cependant, aucune de ces lignées cellulaires ne répond aux déprivations androgéniques et
aucune n’exprime le AR, ne présente d'activité 5 a-réductase ni ne produit de PSA. Ces lignées
ont permis de créer des sous-lignées cellulaires a pouvoir métastatique vers des organes sélectifs
chez la souris immunodéficiente [342-344]. Elles sont donc plus adaptées a une étude qui
privilégie les mécanismes moléculaires liés au pouvoir métastatique des cellules du cancer de la

prostate [344].

Les cellules RWPE-1 ont été utilisées afin de déterminer I’effet cytotoxique des
composés naturels testés sur les cellules épithéliales normales de la prostate. En effet, ces
cellules proviennent de la zone périphérique d’une prostate adulte histologiquement normale

transfectée avec un papilloma virus humain 18 (HPV-18) et exprimant le PSA et le AR. Nous
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avons choisi ces cellules parce qu’elles ont les caractéristiques des cellules normales et
représentent un bon modéle pour étudier la régulation de la croissance prostatique et la
carcinogenese. De plus, ce sont les cellules normales les mieux caractérisées disponibles

actuellement [345].

Est-ce que P’effet chimiopréventif des composés naturels extraits de la grenade, capables
d’inhiber la croissance des cellules androgénes-dépendantes, se traduit par un effet

antiandrogénique ?

Les androgenes, et plus particulierement la DHT, sont indispensables a la croissance et au
développement du cancer de la prostate. En effet, dans la prostate, la testostérone est convertie en
DHT par la SRD5AL et 2 et a une grande affinité pour le AR [16]. Lorsque la DHT se lie au AR,
le complexe pénetre dans le noyau de la cellule et se fixent sur ’ADN de certains génes cibles,
ce qui en modifie I’expression [20-22]. Les génes ainsi régulés codent pour des protéines
impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires, et en particulier la division cellulaire et

I’expression du gene codant pour le PSA [23-27].

Pour déterminer 1’effet chimiopréventif des composés naturels extraits de la grenade sur
les cellules cancéreuses de la prostate, nous avons tout d’abord déterminé leurs effets sur les
cellules cancéreuses androgenes-dépendantes LNCaP qui ont les caractéristiques du cancer de la
prostate a ses débuts. En effet, nous avons testé différents composés purs extraits de différentes
parties du fruit et appartenant & différentes classes chimiques (acides hydroxybenzoique,
anthocyanidines, acides gras conjugués et non conjugués, flavan-3-ols et flavonol glycoside) et
avons identifié 4 composés, I’épigallocatéchine gallate (EGCG), le delphinidine chloride, le
kaempférol et ’acide punicique, capables d’induire un effet antiprolifératif dans les cellules
androgénes-dépendantes LNCaP stimulées par la DHT. Ces composés inhibent I’expression du
AR nucléaire de fagon dose-dépendante et diminuent 1’expression des génes codant pour la

SRDS5SAL et le PSA.

Les cellules LNCaP ont besoin d’androgénes pour leur croissance ainsi que pour

’activation du AR. De plus, la testostérone doit étre convertie en DHT par la SRDSA1 [346]
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pour permettre la transcription du géne codant pour le PSA. Nous avons montré que quatre
composés de la grenade étaient capables d’inhiber I’expression des génes cibles du AR dans les
cellules LNCaP en induisant une diminution de la quantité de AR nucléaire. Ces composés
influencent non seulement la croissance cellulaire AR dépendante, mais aussi la conversion de la
testostérone en DHT. De plus, nos résultats confirment des travaux qui ont montré que les
catéchines (EGCG) présentes dans le thé vert, ainsi que certains acides gras polyinsaturés comme
I’acide linolénique, les ellagitannins, les flavonoides et les lignines sont aussi des inhibiteurs de
la So-réductase [347-349]. Les travaux de Iguchi et al. (2012) ont également mis en évidence les
effets antiandrogéniques d’analogues du resveratrol sur les cellules LNCaP [350]. Cet effet
antiandrogénique se traduit par une inhibition du Akt. Ils expliquent cette inhibition par une
surexpression de PTEN qui est un inhibiteur de Akt ou par une inhibition de la voie PI3K/Akt
via le facteur de croissance EGF. Cependant, ni le resveratrol ni ses analogues ne présentent des
effets sur I’expression protéique du AR. Les auteurs expliquent cela par la faible concentration
du composé utilisé (10 uM). Cependant, nous avons montré une diminution de I’expression du
AR 4 la méme concentration avec ’EGCG. D’autres travaux montrent une inhibition de la
phosphorylation du AR par Akt suite & ’exposition des cellules LNCaP a des extraits de
champignon comestible, le Coprinus comatus [351]. En effet, le AR subit des modifications
post-traductionelles. 11 est phosphorylé par Akt sur la Ser 210/213 et la Ser 790 ce qui le stabilise
et le protége de la dégradation protéolytique. Lorsque Akt est inhibé, la dégradation du AR par le
protéosome est favorisée. De plus, la voie PI3K/Akt permet la survie des cellules cancéreuses de
la prostate lorsqu’elles sont déprivées en androgénes [352]. Cela pourrait expliquer la diminution

de I’expression du AR et du Akt observée dans notre étude.

Les travaux de Chuu et al. (2009) montrent des effets antiprolifératifs de I’EGCG sur les
cellules LNCaP a partir de 80 pM [353]. Ils montrent également une inhibition de la croissance
tumorale et de I’expression du PSA suite & une injection intrapéritonéale de ’'EGCG dans des
souris TRAMP. Nous avons montré que quatres composés de la grenade, EGCG, delphinidine
chloride, acide punicique et kaempferol, présentaient des effets antiprolifératifs sur les cellules
LNCaP avec un ICs inférieur 2 40 pM. Cette concentration est plus faible et plus pertinente que

celle utilisée par I’équipe de Chuu dans le cas d’une étude in vivo.
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Est-ce que I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses hormono-dépendantes et -
indépendantes, par les acides gras conjugués, fait intervenir d’autres voies cellulaires

indépendantes de la voie androgénique ?

La voie PI3K/Akt joue un role important dans la croissance cellulaire, la survie,
I’adhésion et la migration dans différents types de cellules. Elle est constitutivement activée dans
les cellules cancéreuses de la prostate androgéne-dépendantes LNCaP [354]. Elle permet aux
cellules de survivre lorsqu’elles sont déprivées en androgénes. C’est également 1’une des voies
de signalisation qui permet aux cellules cancéreuses d’échapper a I’apoptose. La GSK-3f, une
proteine-sérine/thréonine kinase constitutivement active dans la cellule, est le subtrat préférentiel
de Akt. Elle est impliquée dans la régulation de la voie Wnt et dans la promotion de 1’apoptose
mitochondriale via la phosphorylation de Bax et sa translocation dans la membranne de la
mitochondrie [355]. Son activité est inhibée par la phosphorylation de Akt suite & une
stimulation par des facteurs de croissance. Nous avons montré que 1’acide punicique inhibait la
phosphorylation de Akt et bloquait son activation. De plus, nous avons montré que GSK-3p était
également impliquée dans la régulation de ’apoptose puisqu’elle constitue un facteur important
dans la voie de survie cellulaire gérée par la voie PI3K/Akt. Nous nous sommes alors intéressé

aux voies de signalisation apoptotiques induites par I’acide punicique.

Il existe plusieurs protéines impliquées dans la régulation de I’apoptose comme les
caspases, les protéines de la famille des Bcl-2 et les PARP [356, 357]. Bcl-2 est une protéine
effectrice dans la voie apoptotique extrinséque, elle a été identifiée comme étant un suppresseur
de ’apoptose. Elle est souvent surexprimée dans les cellules cancéreuses de la prostate [358,
359] ce qui leur permet d’échapper au mécanisme apoptotique. En effet, Bcl-2 bloque 1’action de
la protéine pro-apoptotique Bax en formant un hétérodimere avec cette derniere. Nous avons
montré que l’acide punicique, acide gras polyinsaturés présent en grande quantité dans 1’huile
des graines de grenade, induisait 1’effet antiprolifératif le plus important dans les cellules LNCaP
et que cet effet antiprolifératif se traduit également par un effet apoptotique dans les cellules
LNCaP. En effet, il induit une diminution de I’expression des protéines Bcl-2 dans les cellules

LNCaP sans influencer I’expression protéique de Bax. Il en résulte une diminution du ratio Bcl-
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2/Bax qui est un facteur décisif de I’évolution de la cellule vers I’apoptose et une cascade de

réactions qui permettent la libération du cytochrome c et ’activation des caspases effectrices.

Les travaux de Grossmann et al. (2010) ont mis en évidence les effets antiprolifératifs et
apoptotiques de 1’acide punicique sur le cancer du sein. Dans cette étude, les auteurs montrent
que cet acide gras en formant du diacylglycérol, induit une péroxydation lipidique a I’origine de
I’activation de la voie des PKC et de la cascade apoptotique [360]. Ils mettent en evidence
I'inhibition de la péroxydation lipidique, induite par I’acide punicique, par une exposition des
cellules cancéreuses du sein a I’a-tocotrienol. Cependant, une autre étude réalisée sur un groupe
de 80 hommes sains montre que la péroxydation lipidique induite suite & la consommation
d’acides gras oméga-3 n’est pas inhibée par une supplémentation en vitamine E [361]. La
péroxydation lipidique ayant lieu in vitro ne répond donc pas de la méme maniére que celle mise
en jeu in vivo [306]. Il est donc difficile de prédire I’effet apoptotique induit via la péroxydation
lipidique, c’est pourquoi nous nous sommes d’avantages intéressés aux voies de signalisation

apoptotiques.

Nos résultats confirment les effets protecteurs identifiés chez d’autres composés naturels
comme I’EGCG, le delphinidine chloride et le kaempférol sur les cellules cancéreuses de la
prostate [223, 233, 234, 362-367]. De plus, nous avons montré, pour la premiére fois, I’effet
apoptotique de I’acide punicique qui est bien plus élevé que celui de I’EGCG, du kaempférol ou
encore du delphinidine chloride. En effet, d’aprés les travaux de Hafeez et al. (2008) 1’activation
de la voie de signalisation du NF-kB induit I’inflammation et provoque la carcinogenése [368].
Une inhibition de I’activité du NF-kB dans les cellules PC-3 exposés au delphinidine chloride a
été¢ mise en évidence ainsi qu’une induction de ’apoptose intrinséque, il faut savoir, qu’une
inhibition prolongée du NF-kB n’est pas favorable a la prévention du cancer. Un effet préventif
consisterait d’avantage & inhiber la cause initiale de I’activation constitutive de la voie NF-kB
dans les cellules cancéreuses et non pas a une inhibition prolongée. C’est pourquoi 1’utilisation
d’inhibiteurs de NF-kB dans le traitement du cancer doit éviter I’immunosuppréssion associée a

une inhibition prolongée de ce dernier [369].

Les travaux de Hastak et al. (2003) ont mis en évidence I’effet apoptotique induit par
EGCG dans les cellules LNCaP. Cette apoptose fait intervenir deux facteurs de transcription

importants, le NF-kB et le p53. En effet, ’EGCG induit une augmentation de ’expression du
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p53 qui favorise I’apoptose en augmentant ’expression de Bax et de p21. Il inhibe également la
protéine MDM2 impliquée dans la dégradation du p53. EGCG inhibe le NF-kB ce qui induit une
diminution de I’expression de Bcl2 et de Bcl-xL et favorise ainsi I’apoptose [370]. Ces travaux
ont été réalisés sur les cellules LNCaP dont le p53 est sauvage, mais ces résultats ne peuvent pas
s’appliquer aux cellules PC-3 dont le p53 est muté [371]. Notre but est d’identifier un composé

capable d’induire I’apoptose dans les deux lignées cellulaires.

La dérégulation des voies apoptotiques joue un role important dans le développement des
tumeurs cancéreuses de la prostate et dans la résistance aux traitements. C’est pourquoi un intérét
croissant pour la modulation des voies apoptotiques est apparu derniérement dans les statégies
thérapeutiques contre le cancer de la prostate. Nous avons montré que I’acide punicique faisait
intervenir différents mécanismes d’action permettant d’inhiber la croissance des cellules
cancéreuses LNCaP. Nous avons donc testé ses effets sur les cellules cancéreuses androgéne-

indépendantes PC-3 et avons testé quatres de ses stéréoisomeéres.

Les composés naturels comme les acides gras polyinsaturés sont capables d’inhiber la
croissance cellulaire et d’induire I’apoptose dans les cellules cancéreuses du sein et du colon
[372-375]. Nous sommes les premiers a avoir identifié I’effet antiprolifératif de cinq acides gras
octadécatriénoiques (acide punicique, jacarique, alpha-calendique, béta-calendique et catalpique)
dans les cellules LNCaP et PC-3. Nous avons également montré que ces acides gras n’affectaient

pas la viabilité des cellules normales RWPE-1.

Parmi ces acides gras, I’acide jacarique provenant des graines de |’arbre jacaranda
mimosifolia, s’est distingué par son effet inducteur efficace et sélectif de ’apoptose dans les
cellules du cancer de la prostate hormono-sensibles et hormono-résistantes. En effet, la
diminution de la viabilit¢ des cellules exposées & l’acide jacarique a €été associée a une
augmentation de la fragmentation de ’ADN, de la condensation de la chromatine et du clivage
de PARP. Cela indique que I’apoptose induite par I’acide jacarique, joue un réle important dans
I’effet antiprolifératif observé dans les deux lignées cellulaires. De plus il induit une mort
cellulaire que nous avons réussi a différencier de la nécrose grace aux observations réalisées au

microscope a fluorescence.

Les cellules LNCaP surexpriment Akt en raison d’une faible expression de la phosphatase

a lipides PTEN qui est une inhibitrice de la PI3K. Les LNCaP sont normalement résistantes a
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I’apoptose extrinseque induite par les récepteurs TRAIL [376]. Elles peuvent cependant étre
sensibilisées a cette voie suite & une exposition combinée de TRAIL et d’agents
chimiothérapeutiques [377] ou de composés naturels [378]. Nous avons identifié, pour la
premiere fois, 1’induction de I’apoptose par I’acide jacarique via le récepteur de mort cellulaire
TRAIL-R2 ou DRS dans les cellules LNCaP. Cependant, le mécanisme par lequel il induit une
sensibilisation des cellules LNCaP au TRAIL reste & identifier. D’aprés la littérature, afin de
surmonter la résistance au TRAIL, plusieurs mécanismes sont possibles comme 1’inhibition de
Akt. En effet, Akt est constitutivement activée dans les cellules LNCaP, elle intervient dans la
régulation de la sensibilité au TRAIL et bloque la cascade apoptotique en inhibant activité de
Bid [376]. Un autre moyen permettant de contourner la résistance au TRAIL dans les cellules
LNCaP consiste a inhiber la fonction du protéosome 26S, ce qui retarde la dégradation de la

caspase 8 et favorise ’apoptose extrinséque induite par TRAIL [379].

Les cellules PC-3, sont normalement plus sensibles que les cellules LNCaP a I’apoptose
extrinséque induite par TRAIL [376]. Cependant, nous avons montré que les cellules PC-3
¢taient plus sensible a I’apoptose induite par I’acide jacarique, mais que cette apoptose ne faisait
pas intervenir la voie extrinséque. Une explication possible est que I’acide jacarique agit au
niveau d’une cible qui bloque la résistance a I’apoptose induite par DR5 dans les cellules LNCaP
et que cette cible n’est pas active dans les cellules PC-3. Cette cible ferait intervenir une
intéraction entre la voie Akt, faiblement active dans les cellules PC-3 et le AR. Les cellules
LNCaP sont alors plus résistantes face a 1’apoptose grace aux molécules de survie cellulaire et
plus particuliement les p21 [380, 381] qui sont régulées par le AR [382]. Ce mécanisme
d’intéraction n’est pas présent dans les cellules PC-3 puisqu’elles n’expriment pas le AR. Nous
savons également que Akt est constitutivement activée dans les cellules LNCaP et que cette voie
est inhibée par I’acide punicique [383]. L’implication d’une intéraction entre la voie Akt et AR
expliquerait I’activation de la voie apoptotique extrinséque induite par ’acide jacarique dans les

cellules LNCaP.

La capacité de I’acide jacarique a induire une apoptose intrinséque dans les deux lignées
cellulaires LNCaP et PC-3 peut étre diie & la péroxydation lipidique, & la dégradation en acides
gras de la composition cellulaire ou encore a un déséquilibre dans la régulation de certains genes
[384-387]. Des études ont mis en évidence une surexpression de Bcl-2 dans des tissus

néoplastiques de la prostate humaine [120]. Puisque I’acide jacarique et punicique [383] inhibent

146



I’expression de Bcl-2 dans les cellules LNCaP, ils pourraient agir comme des agents

antinéoplastiques dans les cellules cancéreuses de la prostate.

Est-ce qu’il existe un lien entre la structure et Pactivité des composés naturels actifs ?

Les isoméres possédent une formule brute identique, mais des formules développées ou
semi-développées différentes qui leur conférent des propriétés physiques et chimiques
différentes. L’acide punicique, jacarique, alpha- calendique, béta-calendique et catalpique sont
des isomeéres 4 18 atomes de carbones et trois doubles liaisons conjuguées dont la structure
spaciale est différente. L’acide punicique et jacarique se distinguent des trois autres isomeres
d’acides linoléniques étudiés. Ce sont les composés les plus actifs et les plus cytotoxiques et leur
efficacité est reliée 4 une similarité dans leur structure moléculaire 3-D. En effet, seul I’acide

punicique et jacarique ont une conformation cis-trans-cis.

Notre analyse conformationelle en 3-D réalisée grace a la base de données des composés
de Pubmed, confirme que I’acide jacarique est le composé le plus proche du composé
cytotoxique de référence, I’acide punicique. Cette analyse est basée sur différents scores de
similitudes. Cependant, une précédente étude réalisée sur des acides gras conjugués
octadécatriénoiques confirme que les acides gras 9, 11, 13 sont plus toxiques que les isomeres 8.
10, 12 dans les cellules de leucémie monocytaire humaine [263]. Cependant, cette étude n’a pas

inclu I’acide jacarique, un isomere 8, 10, 12 dans son analyse.

Nous avons également montré que ’acide jacarique était plus cytotoxique que I’acide
catalpique, un isomeére 9, 11, 13 et avons confirmé cela par une analyse 3-D en leur attribuant un
classement. Ce classement est déterminé par un score de similarité relatif & 1’acide punicique.
Nos résultats mettent en évidence I’importance de la structure moléculaire 3-D dans la prédiction
de I’activité biologique en comparaison & une évaluation basée sur la structure 2-D. Cependant, il
est important, de connaitre la nature de la molécule étudiée et d’étre vigilant quant a

I’interprétation de ces valeurs.

L’acide trans-vaccénique n’a pas d’effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses de la

prostate. En effet, il ne présente pas de similarité avec le composé de référence, I’acide punicique
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suite & une analyse 3-D. En revanche, lorsque d’autres facteurs physico-chimiques comme
I’hydrophobicité et la constante de dissociation sont pris en compte, aucune différence
significative n’apparait entre I’acide trans-vaccénique et I’acide punicique. Une analyse visuelle
en 3-D réalisée grice au logiciel PubChem Compound montre une valeur optimale de similarité
entre I’acide trans-vaccénique et I’acide punicique lorsqu’ils sont superposés. En revanche, la
superposition des groupements d’acide carboxylique des deux acides gras montre une orientation
opposée (lorsque la forme est optimisée) ou une divergence de la chaine de carbones C-18
(lorsque les caractéristiques de chevauchement sont optimisés) ce qui forme des superpositions
en forme de coin. Ce type de déviation structurelle de 1’acide punicique n’est pas observée avec
les acides octadécatriénoiques dont les groupements d’acide carboxylique se superposent et dont
la chaine C-18 converge, comme c’est le cas pour I’acides alpha-calendique. De plus, la distance
intermoléculaire CT optimisée entre les atomes C-18 de 1’acide punicique et I’acide trans- ou cis-

vaccénique est plus grande que celle des acides octadécatriénoiques.

Nous avons également montré qu’entre les composés similaires structurellement, la
relation entre les scores de similarité optimisés et 1’activité biologique n’est pas toujours linéaire.
Nous avons aussi déterminé la valeur limite permettant d’évaluer Dactivité biologique de cette

série d’acides octadécatriénoiques.

I est certain que la base de données PubChem Compound offre plusieurs outils d’analyse
3-D ainsi que plusieurs informations permettant une évaluation détaillée de la structure
moléculaire et de sa relation avec I’activité biologique déterminée expérimentalement. Nous
avons montré que ces outils étaient trés utiles dans 1’évaluation de la relation entre la structure
moléculaire 3-D et la puissance cytotoxique d’une série d’acides gras C-18 provenant de
certaines plantes. De plus, elle a permi de faire la différence entre des molécules ayant des

propriétés physico-chimiques presque identiques.

Et le stress oxydatif dans tout cela?

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre les

prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit & des dégits cellulaires
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irréversibles. 11 se traduit par la formation d’especes réactives de I’oxygéne (ERO) dont font
partie les radicaux libres, le péroxyde d’hydrogéne et I’oxygéne singulet. Toutes ces espéces sont
potentiellement toxiques pour I’organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des
cassures au sein de I’ADN avec pour conséquence une altération du message génétique, dégrader
les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de péroxydation lipidique au sein de
la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés.

En situation normale, les ERO sont produites en permanence par notre organisme mais un
systéme efficace de défenses antioxydantes (vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de
réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire excessif. Cependant, plusieurs
études épidémiologiques ont mis en évidence que de faibles taux sanguins en antioxydants ou en
oligoéléments (vitamines C et E, sélénium) sont étroitement associés avec une incidence plus

élevée de cancers.

L’équipe de Shinohara et al. (2012) a comparé les effets cytotoxiques, in vitro, de huit
isoméres de I’acide linolénique sur des cellules cancéreuses coloréctales humaines, DLD-1
[388]. IIs ont conclu que I’acide jacarique et I’acide catalpique étaient les plus cytotoxiques et
qu’ils induisaient I’apoptose dans les cellules DLD-1 via la péroxydation lipidique sans expliquer
le lien entre I’activation de I’apoptose et la péroxydation lipidique. Ils ont également montré une
diminution de la taille des tumeurs chez des souris transplantées avec des cellules DLD-1 et

nourries au préalabale avec de I’acide jacarique pendant une semaine.

Les chercheurs ont mesuré la péroxydation lipidique dans les cellules DLD-1 exposées
aux acides gras cytotoxiques les plus puissant. Ils ont utilisé tout d’abord le test TBARS afin de
mesurer la quantité de malondialdéhyde, produit final de la péroxydation lipidique. Ensuite, ils
ont mesuré la quantité de lipide hydropéroxyde, premier produit issu de la péroxydation
lipidique, avec le test LOOH. Enfin, ils ont réalis¢ un test antioxydant en présence d’a-

tocophérol ou de butylhydroxytoluéne (BHT) pour quantifier le malondialdéhyde a nouveau.

La péroxydation lipidique est un processus qui fait intervenir les acides gras
polyinsaturés, cibles privilégiées des radicaux libres. Dans une premicre étape, ils se
transforment en péroxydes lipidiques (ROOH). Sous I'action de métaux de transition (fer,

cuivre), ils se décomposent en une série de sous—produits dont font partie les aldéhydes.
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La malonedialdéhyde (MDA) se mesure de fagon fiable par une méthode de
chromatographie liquide & haute performance (HPLC). Toutefois, son estimation reste un indice
peu représentatif de la présence d’une péroxydation lipidique puisqu’elle ne représente qu’un
pourcent des produits de décomposition des péroxydes lipidiques. En revanche, plus sensible et
beaucoup plus spécifique est la mesure d’un autre aldéhyde, le 4-hydroxynonénal (HNE)
provenant de la dégradation des péroxydes d’acides gras de la famille ®—6.

De plus, pour déterminer I’effet réel d’une péroxydation lipidique sur [I’intégrité
cellulaire, il faudrait mesurer également la contre-balance des antioxydants. En effet, le plasma
humain est riche en antioxydants de petite taille de type hydrophile (acide urique, acide
ascorbique (Vit C), glutathion, bilirubine) et lipophile (o-tocophérol (Vit E), rétinol (Vit A), B-
carotene, ubiquinone). De plus, les globules rouges sont trés riches en enzymes antioxydantes
comme la supéroxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion péroxydase (GPx). Dans le
cas d’un stress oxydatif, chaque antioxydant est affecté a des degrés divers. Il est dés lors
nécessaire d’évaluer de maniére plus globale la capacité antioxydante globale d’un échantillon
biologique face a un stress oxydant pour conclure a un effet réel.

La péroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés a 1’origine de I’apoptose des
cellules cancéreuses DLD-1 mise en évidence dans cet article, doit étre confirmé par la mesure

du potentiel rédox du tissu qui est plus représentatif du stess oxydant total.
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES






Les solutions actuellement disponibles pour traiter le cancer de la prostate, présentent des
effets secondaires indésirables en plus d’augmenter les risques de développer une résistance aux
traitements. L’identification de I'impact majeur, que les conditions de vie peuvent avoir sur le
risque de développer un cancer de la prostate a eu pour conséquence le vif intérét, durant les
derniéres décennies, pour 1’alimentation. Plusieurs études ont mis en évidence I’effet préventif de
différents composés naturels extraits des plantes sur le cancer de la prostate. Plus
particuliérement, la grenade, fruit au riche passé éthnomédical, figure parmi les fruits les plus

intéressants.

La grenade comporte des composés appartenant a différentes classes chimiques dont les
effets préventifs, sur le cancer de la prostate, ont été testés, précédemment, sur un systéme de
culture cellulaire, sur un modele animal et sur une étude clinique humaine de phase Il
Différentes préparations de grenade ont été utilisées (huile, jus, péricarpe) [238, 255, 257, 262,
349, 389-391]. Ces travaux ont montré que les extraits de grenade inhibent la croissance des
cellules LNCaP, PC-3 et DU 145 sans affecter les cellules épithéliales normales [389]. Ces effets

font intervenir des changements dans le cycle cellulaire et induisent I’apoptose.

Nos résultats ont permi d’identifier parmi treize composés extraits de la grenade, un
composé particulierement puissant, 1’acide punicique. Il induit des effets antiprolifératifs et
antiandrogéniques dans les cellules LNCaP, en plus d’induire I’apoptose via la voie PI3K/Akt.
Cette voie est constitutivement active dans les cellules LNCaP et représente une cible
thérapeutique intéressante dans le traitement du cancer de la prostate car elle intervient, entre

autre, dans 1’évolution du cancer vers un état hormono-résistant.

L’acide jacarique, un isomére de 1’acide punicique provenant de l’arbre Jacaranda
mimosifolia est un acide gras polyinsaturé qui présente trois doubles liaisons conjuguées et une
structure cis, trans, cis comme celle de 1’acide punicique. Il induit ’apoptose dans les lignées
cellulaires cancéreuses de la prostate androgéne-dépendantes et —indépendantes. Il active la voie
apoptotique extrinséque et intrinséque dans les cellules LNCaP et induit ’apoptose intrinséque
dans les cellules PC-3. C’est le composé le plus cytotoxique pour les cellules cancéreuses de la
prostate aprés 1’acide punicique. Une analyse 3-D a permis de constater que la structure cis,
trans, cis des deux isoméres était associée a un effet cytotoxique plus puissant sur les cellules

cancéreuses.
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Une étude plus approfondies reste cependant nécessaire pour identifier la structure
spécifique susceptible d’induire I’apoptose dans les cellules cancéreuses de la prostate ainsi que
les facteurs induisant I’activation d’une voie apoptotique au détriment de I’autre ou des deux 4 la
fois. 1l s’agit également de comprendre le mécanisme de fonctionement activé en fonction de la

lignée cellulaire dans laquelle s’opére I’apoptose.

L’acide punicique et jacarique sont les composés les plus actifs identifiés. Ils induisent
I’apoptose des cellules cancéreuses de la prostate et peuvent étre utilisés pour prévenir le cancer
de la prostate. Cependant, leurs propriétés pharmacocinétiques doivent étre déteminées pour
permettre leur utilisation. En effet, il est important de connaitre leur absorption par les cellules

intestinales, leur distribution cellulaire chez I’homme ainsi que les quantités efficaces in vivo.

Les travaux de Di Silverio et al. (2003) réalisées sur des souris nudes athymiques
transplantées avec des cellules CWR22Rv1 androgénes-dépendantes montrent que la taille des
tumeurs chez les souris nourries avec des extraits de grenade a significativement diminuée d’une
fagon dose dépendante de méme que leur taux de PSA [256]. Les souris ont été nourries avec 0.1
% et 0.2 % (poids/vol) d’extraits de grenade. Les doses ont été calculées suivant I’hypothése
selon laquelle un individu en bonne santé pesant approximativement 70 kg peut boire 250 a 500
ml de jus de grenade provenant d’un ou de deux fruits, respectivement. De plus, une étude
clinique récente, réalisée par Paller et al. (2012), sur des hommes souffrant d’un cancer de la
prostate localisé montre une diminution du taux de PSA chez 13 % des patients ayant recu les
comprimés POMx contenant les extraits de grenade [392]. lls regoivent 1 2 3 g de polyphénols
extraits de la grenade, correspondant au contenu de 8 oz de jus de grenade pur. Ces comprimés
contiennent une quantité plus importante de punicalagin et de ses isoméres. Cette étude comporte
cependant plusieurs points faibles comme ’absence d’un groupe placebo, ’absence d’un lien
dose réponse évident et enfin 1’absence d’une étude in vivo sur des tissus de prostate pour

confirmer le changement dans le taux de PSA .

Les travaux de Tsuzuki et al. (2003) mettent en évidence I’absorption de I’acide
punicique administré aux rats, en majorité sous sa forme initiale le rendant ainsi plus actif au
niveau des cellules cancéreuses contrairement & 1’acide a-éléostéarique dont une partie est

convertie en acide linoléique moins actif [393]. Cependant, ’absorption de I’acide punicique par
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les intestins des rats est lente en raison de ses propriétés lipophiles. Les travaux de Cassidy et al.
(1996) ont montré que les isoflavones daidzeine et génistéine sont plus facilement absorbés par
les intestins et atteignent un pic dans le plasma plus rapidement lorsqu’ils sont liés & un
groupement B-glucoside [394]. L’acide punicique pourrait étre conjugué & une fibre alimentaire
hydrosoluble comme 1’inuline pour raccourcir son temps d’absorption. De plus, pour augmenter
sa biodisponibilité, des techniques tels que les self-microemulsifying drug delivery system (ou
SMEDDS) qui forment une microémulsion d’huile dans de I’eau aprés agitation dans la phase
aqueuse pourrait étre utilisées. Cette technique favorise la solubilisation d’une substance
hydrophobe en formant spontanément des microgouttes avec une surface interfaciale plus large
qui a pour conséquence d’augmenter 1’absorption du composé hydrophobe dans le tractus
digestif. La complexation avec une cyclodextrine peut également étre utilisée pour conserver les
propriétés structurelles et physico-chimiques d’un composé hydrophobe et faciliter son action

dans les tissus cibles comme la prostate [395, 396].

Aucune étude ne spécifie les propriétés pharmacocinétiques de I’acide jacarique. De plus
la différence structurelle entre I’acide jacarique et I’acide punicique pouvant favoriser

I’absorption de I’un ou de ’autre de ces acides gras doit étre déterminée.

Des études récentes ont mis en évidence I’existence d’un lien entre le stress oxydant dans
le réticulum endoplasmique et la surexpression de DR5 induisant I’apoptose dans les cellules
cancéreuses humaines du foie exposées au guggulstérone (stéroide naturel présent dans la plante
Guggul). L’acide jacarique induit une apoptose extrinséque dans les cellules LNCaP et
surexpime le récepteur de mort cellulaire DRS5. Il serait donc intéressant de déterminer le stress
oxydant du réticulum endoplasmique suite & 1’exposition des cellules LNCaP a I’acide jacarique
ainsi que de déterminer son effet sur le facteur de transcription CHOP qui joue un rdle important

dans la régulation du DRS.
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