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Résumé
En dépit des progres, le cancer de la prostate (CaP) demeure une préoccupation importante
dans notre société puisqu’il affecte prés de 1% des hommes au Canada. C'est aussi le
cancer le plus prévalent chez I'homme et la troisiéme cause de déceés dii au cancer. Les
difficultés rencontrées dans le traitement de cette pathologie sont en grande partie
attribuables a I'hétérogénéité de cellules tumorales, notamment liées a I|'évolution
continuelle et progressive de leurs propriétés. En effet, les cellules tumorales sont soumises
a_de nombreuses modifications concomitantes des voies de régulation paracrine et autocrine
impliquant les stéroides sexuels et divers facteurs non stéroidiens agissant sur des
nombreuses molécules de signalisation, dont les niveaux d'expression et d'activation
favorisent ultimement les phénotypes les plus agressifs. Pour mieux comprendre de telles
voies de signalisation, nous avons démontré que 1’endogline, un des récepteurs accessoires
du TGFB, ne peut expliquer par son expression les différences d'effets d’inhibition du
TGFB sur la prolifération de lignées de CaP issues de métastases humaines et reflétant
divers stades de la pathologie. Dans l'optique de l'identification de nouveaux marqueurs et
cibles thérapeutiques potentielles du CaP, nous avons ensuite caractéris€é une
sérine/thréonine kinase, c-takl, appartenant a la famille Mark associée aux microtubules et
dont un fragment a été obtenu par clonage dans les cellules prostatiques. Nous avons
démontré son activation constitutive dans le CaP, tissus et lignées, en corrélation avec le
phénotype tumoral. De plus chez le chien, nous avons montré son induction dans les
cellules basales/souches prostatiques normales, seulement dans des conditions de

croissance androgéno-indépendante. Ceci est médié par les cestrogénes apres déplétion des
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androgénes in vivo et sous l'effet de facteurs de croissance sériques non stéroidiens
stimulant leur prolifération in vitro. Ces données militent en faveur de I'implication de c-
takl dans la division androgéno-indépendante de ces cellules et pronent le concept de sa
contribution dans la progression du CaP.

En raison de l'appartenance de c-takl a la famille Mark, nous avons recherché ses
partenaires de signalisation. Dans les cellules PC-3, c-takl ne forme pas de complexes
spécifiques avec les protéines MAP4 et la tubuline mais elle s'associe a la phosphatase
Cdc25C, déja impliquée dans le cycle cellulaire et dont la phosphorylation par c-takl
(cellules COS transfectées) est associée a I’inhibition de l'activité de Cdc25C. Les facteurs
comme les neuropeptides et l'interleukine-6 connus pour leur action sur les cellules PC-3 ne
modulent pas l'activité c-takl dans les conditions utilisées, alors que le TGFB augmente
faiblement l'activité kinasique. Des drogues inhibitrices de la croissance cellulaire agissant
sur les microtubules, tels que la vinblastine, la vincristine, le taxol, ainsi que la colchicine,
ont ensuite €té testées sur les cellules LNCaP et PC-3. Les deux types de cellules montrent
des sensibilités différentes face a ces drogues et de la résistance a leurs effets inhibiteurs.
Seul le taxol a modulé I'activité de c-takl, augmentée de maniére dose-dépendante et
associée 4 une modification de la phosphorylation de Cdc25C. Ceci implique de la
spécificité d’action et un lien avec la dynamique des microtubules. L’absence d’effet du
taxol sur Pactivation de c-takl dans les cellules primaires normales suggére un role
différent de c-takl dans ces cellules et un effet du taxol sur c-takl relié au phénotype

tumoral. L’ensemble de ces résultats fait de c-takl une cible potentielle du taxol. Ceci
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ouvre une nouvelle fenétre pour mieux comprendre son mécanisme d’action de méme que

le role de c-tak1 dans les cellules prostatiques, notamment dans le CaP.

Mots-clés: cancer de la prostate, stéroides sexuels, TGFB, drogues chimiothérapeutiques,

endogline, kinases mark, c-tak1, microtubules, prolifération cellulaire, cycle cellulaire.
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Abstract

Despite progress, prostate cancer (PCa) remains an important problem in our society since
it affects nearly 1% of men in Canada. This disease is also the most prevalent cancer in man
and the third cause of death by cancer. Difficulties encountered in the treatment of this
pathology are mostly attributed to the heterogeneity of tumor cell populations, notably
linked to their continuously and progressively evolving properties. Indeed, tumor cells are
submitted to several concomitant modifications of paracrine and autocrine regulatory
pathways involving sex hormones and diverse non steroidal factors acting on numerous
signaling molecules, and whose altered expression and activation patterns ultimately favor
most aggressive cell phenotypes. To get insights into such regulatory pathways, we have
demonstrated that endoglin, one of the accessory receptor of TGFB, cannot by its
expression explain differences in inhibitory effects of TGFB on the growth properties of
human metastatic PCa cell lines reflecting different stages of the disease. In the context of
the identification of novel markers and potential therapeutic targets of PCa, we have next
characterized a serine/threonine kinase, c-takl, belonging to the Mark family and
associated to microtubules, for which part of the transcript was cloned in prostate cells. We
have demonstrated a constitutive activation of c-takl in PCa, tissues and cell lines, in
correlation with the tumor cell phenotype. Moreover using the dog model, we showed the
induction of its activation in normal prostatic basal/stem cells, only in conditions of
androgen-independent growth. This was mediated by estrogens after androgen depletion in

vivo and under the effect of potent non steroidal serum growth factors stimulating cell
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growth in vitro. These findings support the implication of c-takl in androgen-

independent growth of prostatic cells and substantiate the concept of its contribution to PCa

progression.

Based on the fact that c-takl is a Mark family member, we investigated on its signaling
partners. In PC-3 cells, c-takl bind the phosphatase Cdc25C, already implicated in the cell
cycle and whose phosphorylation by c-takl (transfected COS cells) is associated with the
inhibition of Cdc25C activity but it did not form specific complexes with proteins, such as
MAP4 and tubulin. Factors such as neuropeptides and interleukin-6, known as growth-
promoters for PC-3 cells, did not modulate c-takl activity in the experimental conditions
tested while TGFR slightly increased c-tak1 activity. Growth inhibitory drugs known to act
on microtubules, such as vinblastine, vincristine, taxol, as well as the cell cycle inhibitor,
colchicine, were next tested in LNCaP and PC-3 cells. The two cell types exhibited
different sensitivities towards these drugs and significant resistance to their inhibitory
effects. Only taxol modulated c-takl activity, which was increased in a dose-dependent
manner and also associated with alterations in Cdc25C phosphorylation state. This implies
some specificity of action and a link with microtubule dynamics. The lack of effect of taxol
on c-tak1 activation in normal dog primary prostatic cells suggest a different role of c-takl
in these cells and also that effects of taxol on c-takl is related to the cancer cell phenotype.
Taken together and based on these findings, c-takl may become a promising target of taxol.
This opens a new window of opportunity to better understand its mechanism of action as

well as the role of c-takl in prostate cells and notably in PCa.
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mark kinases, c-tak1, microtubules, cell proliferation, cell cycle.
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Avant-propos

Le travail présenté dans cette thése refléte le cheminement particulier parcouru lors de mes
études de doctorat. Les deux premiéres années du doctorat se sont déroulées sous la
supervision du Dr. Sylvie St-Jacques et le sujet portait sur le rdle de ’endogline au cours du
cycle oestral chez la souris. Suite au départ du Dr St-Jacques pour la ville de Québec, j’ai
voulu poursuivre mes études de doctorat. Le Dr.Simone Chevalier m’a accueillie dans son
équipe. Elle a accepté que je poursuive mes travaux sur ’endogline en utilisant le modéle
de la prostate qui est le centre d'intérét de son laboratoire. Mon projet a par la suite été
réorienté afin de poursuivre la caractérisation d'un nouveau marqueur potentiel du cancer

de la prostate, la protéine kinase c-tak1/kp78/mark3.



1. Introduction

Nos sociétés ont fait des progrés remarquables au cours des derniéres décennies dans
différents domaines de la recherche appliquée 4 la biologie et a la médecine. Les impacts de
nouveaux traitements et méthodes chirurgicales sont importants et de nombreuses
pathologies, telles que différents types d'infections, le diabéte, les maladies
cardiovasculaires etc., ont pu étre €liminées voire controlées. Ceci a eu pour conséquence
d'augmenter la longévité des populations mais en contrepartic nous sommes aussi
confrontés a l'apparition de maladies reliées au vieillissement. Chez I'homme, les
pathologies prolifératives de la prostate, soient I'hyperplasie bénigne (HBP) et le cancer
(CaP), sont devenues un probleme de santé publique puiqu'une grande proportion des
hommes en sont atteints aprés ’dge de 50 ans (Carter and Isaacs, 1988; Schulman and
Lunenfeld, 2002) avec prés de 1% chez les hommes de 50 a 75 ans au Canada
(http://www.hc-sc.gc.ca/). Ces pathologies se développent généralement lentement et
parfois subtilement comme c'est le cas pour le CaP puisque I'absence de symptdomes a
longtemps €été responsable d'un diagnostic tardif, i.e. 4 un stade avancé ou métastatique
généralement létal. Les campagnes de sensibilisation réalisées au cours des 15 derniéres
années de méme que l'utilisation courante d'un test sérique de I’antigéne prostatique
spécifique (APS) couplé a l'examen de la prostate par toucher rectal, ont permis le
dépistage du CaP a un stade plus précoce de la maladie. En ce sens, lorsque le cancer est
circonscrit au tissu prostatique, les interventions thérapeutiques sont plus efficaces. Ainsi,
nous assistons présentement a une baisse de la mortalité attribuée au CaP, qui vient de

passer du 2ieéme au 3iéme rang.
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Par ailleurs, la survie des patients est fortement diminuée lorsque les cellules tumorales

ont traversé la capsule prostatique et que des métastases ont fait leur apparition. A ce stade,
les traitements hormonaux systémiques visant a éliminer les androgénes et bloquer leur
action s’avérent le meilleur choix thérapeutique disponible, apportant une réponse rapide en
terme de régression des tumeurs et de diminution du niveau d’APS sanguin. Cependant, les
effets ne sont que transitoires et la plupart des patients récidivent. Ceci est associé a un
sombre pronostic puisque l'arsenal chimiothérapique ne peut contrer la progression du CaP
androgéno-indépendant. Les patients évoluent irrémédiablement vers le stade terminal de la

maladie.

De nombreuses études se sont donc attardées a déterminer les facteurs impliqués dans la
progression du CaP. On s'est rapidement rendu compte de sa grande complexité puisqu'il
implique non seulement des cellules tumorales strictement dépendantes des androgénes
mais plutét une multitude de sous-populations de méme que des facteurs non
androgéniques et de nombreuses molécules de signalisation. L’ensemble de ces facteurs
favorise I'émergence de cellules tumorales aux phénotypes plus agressifs. Malgré les
progres accomplis, il est impérieux de mieux comprendre les différentes phases du
développement et de la progression du CaP afin de faire de la prévention, découvrir de
nouveaux marqueurs, et développer des thérapies plus efficaces pour contrer la croissance

des cellules tumorales androgéno-indépendantes.



1.1. La prostate humaine

La prostate fait partie des glandes sexuelles accessoires du systéme uro-génital méle. Elle
se localise sous la vessie et est traversée entiérement par 1’urétre (figure 1) ainsi que par les
canaux é€jaculatoires des vésicules séminales (Tanagho EA McAninch JA, 1992). Chez
Iadulte, ses caractéristiques morphologiques rappellent la taille et la forme d’une chataigne
pesant entre 15 a 20 g (gramme). Une représentation anatomique apparait a la figure 2. La
prostate est entourée d’une mince capsule fibreuse (figure 2A) sous laquelle se projettent
des fibres musculaires lisses rejoignant le pourtour de I’urétre. Essentiellement, la prostate
est composée de tissu glandulaire épithélial et de tissu fibromusculaire. La portion
glandulaire de la prostate peut étre divisée en trois zones (figure 2B): 1-la zone
périphérique qui comprend 70% des glandes de méme que les canaux qui s’ouvrent dans
'urétre prostatique distal; 2-la zone centrale qui comprend 25% des glandes et dont les
canaux se projettent dans l'urétre moyenne; 3-la zone de transition autour de lurétre
composée de 5% des glandes. Cette derniére zone se subdivise en deux petits lobes
desquels la majorité des canaux aboutissent au niveau du sphincter de 1'urétre. Le stroma
fibromusculaire remplit les espaces entre les glandes de méme que la portion de la prostate
dépourvue d'éléments glandulaires. Il est composé de cellules musculaires lisses ainsi que
de cellules du tissu conjonctif (fibroblastes), de petits vaisseaux sanguins, et

occasionnellement de cellules inflammatoires.

La morphologie de la prostate humaine normale avec ses composantes cellulaires, est

illustrée par une coupe histologique représentée a la figure 3A. Le schéma présenté a
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Figure 1. Systéme uro-génital mile et localisation de la prostate humaine.

Copyright 2000 Medical Media Design



A

g
(e

Zone périphériqué—

Figure 2. Définitions anatomiques des zones de la prostate.

A) Coupe sagittale. La zone centrale (C) et la zone périphérique (P) sont délimitées par le
verumontanum et ses projections. L’urétre distal (UD) et les canaux €jaculatoires (E) sont
aussi illustrés. B) Schématisation des différentes zones de la prostate. Tirée de McNeal et

al., 1988.
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Figure 3. Morphologie de la prostate humaine normale

A) Coupes histologiques montrant les cellules épithéliales luminales cylindriques (partie
supérieure) et les cellules basales (partie inférieure) respectivement caractérisées par leur
coloration pale du cytoplasme et I'expression des cytokératines de haut poids moléculaire

(anticorps 34BE12). (Tirée et adaptée du site web www.webpathology.com). B)

Représentation schématique de la prostate normale illustrant ces types cellulaires de méme
que les cellules neuroendocrines (NE) et les éléments du stroma. Adaptée de Sell and

Pierce, 1994.
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la figure 3B reprend ces éléments et montrent aussi les autres sous-types de cellules

retrouvés dans les glandes ou acini. L'épithélium normal se compose de trois types
cellulaires distincts (figure 3B) (McNeal, 1980). On distingue une couche de cellules
épithéliales basales appuyées sur une membrane basale. Ces cellules sont caractérisées par
l'expression de cytokératines spécifiques, dites de haut poids moléculaire qui sont absentes
dans des cellules luminales (figure 3A) (Xue et al, 1998). Quelques cellules
neuroendocrines (NE) sont présentes et sécrétent des neuropeptides pouvant influencer la
croissance des cellules prostatiques adjacentes (Noordzij et al., 1995; di Sant'Agnese and
Cockett, 1996). Les cellules épithéliales sécrétrices ou luminales caractéristiques de la
prostate produisent diverses substances retrouvées dans le liquide séminal au moment de
I’éjaculation dont du cholestérol, du zinc, du citrate, des carbohydrates, des électrolytes, des
polyamines, des hormones, des lipides, des protéines, ainsi que des facteurs de croissance
(FC). Le Iliquide d’éjaculation contient aussi des produits de sécrétion de cellules
neuroendocrines. Parmi les nombreux groupes de protéines identifiés dans le liquide
séminal, il y a I’APS et la phosphatase acide prostatique (PAP), dont la présence a des
niveaux €levés dans la circulation est généralement indicatrice de CaP (Aumuller, 1989).
Les fonctions des composantes du liquide prostatique ne sont pas totalement connues. Par
ailleurs, le role majeur de I'APS aussi identifié sous le nom de séminine ou de protéase
séminale, est de dissoudre le gel séminal par protéolyse, favorisant ainsi le processus de

fécondation (Elzanaty et al., 2002).



1.2. Le développement et I’évolution de la prostate avec I'dge

Le développement de la prostate commence chez le feetus et sa croissance se poursuit
jusqu’a I'dge adulte ou elle atteint sa pleine maturité fonctionnelle (contribution a la
composition du plasma séminal). La morphogenése de la prostate nécessite I’apport
d’androgénes (testostérone et son principal métabolite actif, la dihydrotestostérone ou DHT
produite sous I’action de la 5-a-réductase) systémiques produits par les testicules feetaux.
Ces hormones se lient aux récepteurs des androgénes (RA) localisés au niveau du noyau et
activent la transcription des génes requis pour déclencher la formation des boutons
épithéliaux partant du sinus urogénital. L'apport androgénique est essentiel puisque la
présence de mutations inactivant les RA résulte en ’absence de la prostate (Brown et al.,
1988; Charest et al., 1991). De plus, chez le rat, exposition de sinus urogénital femelle aux

androgenes induit la formation des boutons prostatiques (Takeda et al., 1986).

Les cellules se divisent et forment des cordons épithéliaux caractérisés par la co-expression
des cytokératines 5, 8, 14 et 18, ainsi que la protéine p63 (Parsons et al., 2001; Wang et al.,
2001). Par la suite, ces cordons s’allongent au travers du mésenchyme. A ce stade s’amorce
la formation des canaux. L’épithélium comprend déja les trois sous-types de cellules
épithéliales présentes dans la glande adulte, basales, sécrétrices, et NE (Noordzij et al.,
1996; Marker et al., 2003) bien que leur origine demeure controversée. Il en est de méme
pour le mésenchyme qui contient des fibroblastes, des cellules musculaires lisses,

vasculaires, neuronales et lymphatiques.

La prostate mature posséde une structure compacte et sa taille est relativement stable

jusqu’a I’4ge de 50 ans. Le poids de la prostate augmente lentement par la suite, soit de 3 &
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5 g par tranche de 10 ans (Berry et al., 1984). Cette croissance en continue affecte presque
tous les hommes et génére I’HBP, qui s'accompagne souvent en paralléle du développement

du CaP.

1.3. Pathologies de la prostate

Tel que leurs noms l'indiquent, ’'HBP et le CaP sont respectivement des conditions bénigne
et maligne. Essentiellement, ’HBP ne constitue pas un événement précurseur du CaP et la
probabilit¢ d’apparition du CaP n’est pas reliée & la présence de ’HBP (Tanagho EA
McAninch JA, 1992). Ces pathologies se distinguent entre autres par les zones d'ou elles
émergent et les types cellulaires impliqués (décrits ci-aprés). De maniére générale, leur
développement refléterait des anomalies de croissance résultant de déséquilibres relatifs
entre les taux de survie, prolifération, et différenciation des diverses populations de cellules
prostatiques par rapport a ceux de leur apoptose (Montironi et al., 1994; Colombel et al.,

1998).

1.3.1. L’hyperplasie bénigne

En raison de son incidence élevée (20% des hommes 4gés de 50 ans et moins; jusqu’a 50%
des hommes de 50-60 ans; et 70% de ceux qui ont 60 ans et plus) (Zakaria et al., 2001),
I'HBP pourrait se définir comme étant un processus physiologique. Ainsi, la prostate
hyperplasique génére souvent une compression de l'urétre prostatique, qui lorsqu'elle
devient symptomatique, peut causer une vessie irritable et entrainer des problémes de débit
urinaire allant jusqu'a I'obstruction. L’intensité des symptdmes n’est cependant pas reliée a

la taille de la glande (Christensen and Bruskewitz, 1990; Witjes et al., 1997). L'HBP touche
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a la fois les composantes stromale et épithéliale et se manifeste d'abord dans la zone de
transition. Dés I’dge de 30 ans, ’apparition de petits nodules stromaux est associée avec un
début d’hyperplasie a leur pourtour qui continue a se développer avec I’dge (Tanagho EA

McAninch JA, 1992).

L’étiologie de la maladie demeure obscure. Plusieurs facteurs de risque ont été considérés
dont évidemment 1’dge, la race, les diverses maladies (hypertension, cirrhose du foie), la
vasectomie, et les hormones sexuelles (androgénes, cestrogénes) mais aucun a lui seul ne
peut expliquer son développement (Berry et al., 1984; Frea et al., 1987; Jakobsen et al.,
1988; Hammarsten et al., 1998). Parmi les hypothéses émises, mentionnons un retour du
potentiel de prolifération des cellules embryonnaires du verumontanum (zone de transition)
qui ont donné naissance a la prostate (McNeal, 1978). Une seconde met en cause un
déséquilibre entre ’action des hormones sexuelles et des FC stimulant la prolifération des
cellules stromales et épithéliales de la prostate (Marcelli and Cunningham, 1999; Carson,
III and Rittmaster, 2003; Karan et al., 2003). On sait que le taux de testostérone diminue
avec I’dge mais celui de la DHT plus active que la testostérone, demeure constant (Carson,
III and Rittmaster, 2003). L’action de la DHT, couplée 4 une modification de la sensibilité
des RA et/ou a des niveaux altérés des FC fonctionnels modulés par la DHT seraient autant
de facteurs impliqués dans la perte de P’homéostasie glandulaire. De plus, le ratio
cestrogeéne/androgene dans le tissu prostatique augmente avec P’Age, ce qui favoriserait
I’hyperplasie des cellules basales (Krieg et al., 1993). Ceci est corroboré par des études
menées chez le chien indiquant que les cestrogénes induisent I’hyperplasie des cellules

stromales et épithéliales basales de la prostate in vivo (DeKlerk et al., 1979). En plus d'un
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role possible des stéroides sexuels, d’autres facteurs non stéroidiens seraient également

impliqués. A titre d'exemple, les niveaux augmentés du facteur de croissance fibroblastique
7 (FGF7) produit par les cellules stromales dans I’HBP corréleraient avec une activité
accrue de prolifération des cellules épithéliales. Cette boucle paracrine s'expliquerait par
l'action de P’interleukine la (I-1a) produite par les cellules épithéliales sénescentes sur la

production du FGF7 (Ropiquet et al., 1999; Carson, IIl and Rittmaster, 2003).

1.3.2. Néoplasie prostatique intraépithéliale (PIN)

Le CaP se développe principalement & partir des cellules épithéliales bordant les acini
(adénocarcinomes/épithéliomes). Il évolue en plusieurs phases et se présente d'abord sous
forme de lésions pré-malignes de type PIN (néoplasie prostatique intraépithéliale)
fréquentes dans la zone périphérique (McNeal et al., 1988). Ces lésions résulteraient de la
prolifération anormale des cellules épithéliales basales au profit des cellules sécrétrices
luminales (Bonkhoff et al., 1994b). Tout comme dans le CaP, ces lésions montrent un profil
histologique qui différe selon la gravité de la lésion et détermine ainsi la probabilité de
développer un CaP. Au stade précoce, le PIN est constitué d’acini hyperplasiques bénins
bordés de cellules d’apparence maligne et ces patients ont le méme risque que la population
saine de développer un CaP (Brawer et al., 1991). Cependant, le PIN de stade intermédiaire
serait un indicateur de ’apparition ultérieure du CaP (Davidson et al., 1995). Par ailleurs,
lorsque I’analyse histologique révéle un PIN de stade avancé ceci refléte un risque accru,
soit de 30% a 50% de retrouver une lésion cancéreuse lors de biopsies subséquentes

(Brawer et al., 1991).
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1.3.3. Le cancer de la prostate

De la méme fagon que ’HBP, le CaP touche une proportion grandissante de la population
vieillissante, avec prés de 75% des cancers détectés chez des hommes agés entre 50 et 70
ans (Brawley et al., 1998). Les nombreux changements histologiques observés dans les
glandes dont l'atrophie et ’hyperplasie viennent souvent compliquer Iinterprétation des
biopsies et peuvent malencontreusement générer des faux positifs tandis que des
changements histologiques subtils peuvent é&tre vraiment dus a des cellules tumorales
(Nelson et al., 2003). Pour limiter ces problémes et catégoriser les stades du CaP, les
pathologistes ont adopté un systéme de classification de Gleason (Gleason and Mellinger,
1974) qui chiffre l'aspect des glandes de 1 4 5 en se basant sur leur organisation et I'état de
différenciation des cellules sécrétrices, le premier étant un cancer différencié tandis qu'au
stade 5, le cancer est non différencié et associé avec la perte des structures glandulaires
(figure 4). L'addition des grades histologiques, prédominant et deuxiéme plus important, du
tissu analysé donne la somme de Gleason qui permet alors d'orienter les cliniciens quant au
pronostic et au type de traitement optimal pour le patient. Ainsi, les cancers peu
différenciés sont plus agressifs et sont souvent accompagnés de métastases qui corrélent

avec un faible taux de survie (Bova et al., 1998).

1.3.3.1. Diagnestic

Tel que mentionné auparavant et s’appliquant pour d'autres types de cancer, le dépistage
précoce d'un CaP (toucher rectal, mesure sérique d’APS, biopsies) augmente
significativement les chances de survie des patients puisqu'il permet d’appliquer des

traitements efficaces lorsqu’il est encore localisé a la glande. Il est cependant souvent
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Figure 4. Systéme de gradation de Gleason.

La méthode de classification est basée sur I’aspect architectural des glandes. Au stade 1, les
glandes ressemblent a celles de la prostate normale alors qu'au stade 5, elles sont trés
désorganisées. Tirée de Dr. D.F. Gleason, Minneapolis, Minnesota Integrated design

courtesy of Pittsburgh Supercomputing Center, 2003.
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difficile, voire impossible, de discriminer les foyers cancéreux latents de ceux qui sont
plus agressifs et progresseront. Ceci souligne I'importance de la recherche pour trouver de

nouveaux marqueurs et cibles thérapeutiques du CaP.

1.3.4. Thérapies du CaP
Le stade, localisé ou métastatique, du CaP de méme que le profil clinique général du patient
influencent le clinicien dans le choix de son approche thérapeutique. Ainsi, ces facteurs

affectent grandement l'efficacité, la durée, et le succés de la thérapie.

1.3.4.1. Cancer localisé

L’arsenal courant pour traiter le CaP localisé comprend la chirurgie radicale et les
radiations. Parmi les thérapies alternatives, mentionnons la cryochirurgie, I’hyperthermie,
la thérapie génique intra-prostatique et les agents de différenciation (acide rétinoique). La
thérapie génique est encore a ses premiers balbutiements mais elle s'avére intéressante par
la simplicité relative de I'introduction du vecteur dans la glande et le suivi clinique par
I’APS et la taille de la prostate. A titre d'exemple, mentionnons I’utilisation du géne de la
thymidine kinase de 1’'Herpes simplex (HSVtk), basé sur la capacité de HSVtk de convertir
la drogue inactive le ganciclovir en sa forme active soit le ganciclovir triphosphate. Ainsi,
dans le cadre d’un essai clinique de phase I, les patients regoivent une injection intra-
prostatique d’un adénovirus porteur du géne HSVitk et sont par la suite traités par voie
intraveineuse avec la ganciclovir. Ces patients ont montré une baisse de 50% de leur niveau
d&’APS (Hermans, 2003). Le géne p53 portant de multiples mutations dans le CaP primaire

est un autre candidat pour la thérapie génique (Morris and Scher, 2002).
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1.3.4.1.1. Cancer avancé et thérapie hormonale adjuvante

Malgré le fait que de nos jours peu de patients se présentent avec un CaP avec métastases a
distance (principalement aux os), ceci n'était pas le cas chez le tiers des patients il y a 20
ans. Par ailleurs, le diagnostic d'un CaP non confiné a la prostate avec extension locale, i.e.
autour de la prostate, demeure fréquent. De plus, des cellules tumorales que l'on croyait
uniquement localisées dans la prostate au moment de la chirurgie radicale pouvaient avoir
déja traversé la capsule et ne pas étre détectées par les méthodes d'imagerie courantes.
L’¢lévation subséquente de I’APS chez ces patients signifie alors la présence systémique
d'un CaP montrant des signes d’invasion ou de métastases, et oblige par le fait méme le

recours a des thérapies systémiques.

La thérapie de choix demeure la déprivation ou la suppression des androgenes. Celle-ci vise
en principe a diminuer la progression tumorale, 4 normaliser I’ APS, et 4 réduire les 1ésions
métastatiques (Morris et al,, 2002). Elle est réalisée soit par la castration chirurgicale
(orchiectomie) qui élimine les androgénes testiculaires ou encore, la castration chimique
(analogues de I’hormone de reliche de I’hormone lutéinisante ou LHRH, tels la goseréline,
la leuprolide et la triptoreline) qui inhibe la sécrétion de I’hormone lutéinisante (LH) de

I’hypophyse et réduit ainsi la production de testostérone.

La castration peut étre couplée a l'administration d'anti-androgénes (stéroidiens et non
stéroidiens) pour un blocage plus complet par inhibition de I'action des androgénes
résiduels périphériques (surrénaliens) au niveau du RA dans les cellules cancéreuses

dépendantes des androgenes et causant leur mort par apoptose (Catz and Johnson, 2003).
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La thérapie combinée a fait I'objet de quelques grandes études (Denis et al., 1993;
Eisenberger et al., 1998); il appert que les avantages seraient supérieurs a des stades moins
avances car les patients présentant des métastases osseuses et aux tissus mous acquierent

peu d’avantages.

Plus récemment, la thérapie hormonale intermittente a &té développée & partir du modele
expérimental Shionogi de cancer du sein de souris androgéno-dépendant (Gleave et al.,
1997). Ceci permet la croissance des cellules sensibles aux androgénes en présence
d’androgénes et leur apoptose (régression des tumeurs) en absence des stéroides. La

réponse, chez I’humain, est suivie par les pics d’élévation de ' APS (Sternberg, 2002).

Plusieurs études tendent 4 démontrer que le traitement hormonal administré immédiatement
apres la chirurgie radicale de la prostate et I’éradication des ganglions lymphatiques
pelviens augmente la survie et réduit le risque de récidive du cancer (Messing et al., 1999;
Zincke et al., 2001). La combinaison des traitements hormonaux et de radiations apparait
favorable aux patients ayant subi une chirurgie et présentant des ganglions lymphatiques
positifs (Zagars et al., 2001). Une proportion de 42% des patients traités par chirurgie ou
par radiation mais ayant des ganglions lymphatiques négatifs montre un délai dans la
récidive du cancer lorsqu’ils ont aussi accés a la thérapie hormonale (Sternberg, 2002).
Toutefois, I’appréciation de ces résultats demande un suivi a plus long terme de ces
patients. Par ailleurs, la thérapie hormonale néo-adjuvante appliquée avant le traitement
chirurgical pour un CaP localisé limite ’étendue du tissu cancéreux et peut faciliter la
chirurgie mais a peu d’effet sur le taux de survie et de récidive (Pansadoro, V and

Sternberg, 1999 Sternberg, 2002). Ces traitements ne sont pas sans avoir des effets
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indésirables (impotence, chaleurs, diarrhée, gynécomastie, anomalies de la fonction

hépatique) (Rosenberg and Small, 2003).
1.3.4.1.2. Cancer avancé et chimiothérapie

L'efficacité de la thérapie anti-androgénes pour un CaP avancé est en moyenne de 18 mois
a 2,5 ans (Sternberg, 1992; Morris and Scher, 2002) et est suivie de récidives chez une
majorité des patients. Le taux de survie de ces patients dépend de la sévérité du cancer,
€tant en moyenne de 11,9 mois mais seulement de 6 mois pour les cancers plus agressifs
(Morris and Scher, 2002). Le choix des traitements consiste alors en I’essai d’une deuxiéme
thérapie hormonale et est suivi de la chimiothérapie associée ou non a la thérapie
endocrinienne. Les thérapies expérimentales (en développement) associées aux thérapies

palliatives constituent le choix subséquent.

Le pronostic est généralement sombre puisque l'arsenal des agents chimiothérapeutiques
disponibles ne semble pas assurer la survie 4 long terme. Jusqu’a récemment le CaP était
considéré comme étant résistant au traitement de chimiothérapie (Roth, 1999). Les résultats
apparaissent controversés et surtout influencés par la grande diversité des drogues utilisées,
seules ou combinées, leur séquence temporelle d’administration, et I’évaluation de la
réponse biologique selon les critéres mesurés (APS, taux de survie, toxicité). A titre
d'exemple, les agents d’alkylation (melphalan, ifosfamide) ou inhibiteurs de topoisomérases
I et IT (irinotecan, étoposide) provoquent une réponse chez 10% des patients (Smith et al.,
1993; Hussain et al, 1994; Williamson et al, 1996; Schmid et al., 1997). La

cyclophosphamide, un agent bloquant la division cellulaire par sa liaison avec I’acide



18

désoxyribonucléique (ADN), est un peu plus efficace avec un taux de succés pouvant

atteindre 30% (Raghavan et al., 1993). La combinaison des drogues, vinblastine (agent qui
déstabilise les microtubules) et phosphate d’estramustine (modifie la vitesse de la
dynamique des microtubules), semble susciter une meilleure réponse tel que montré par la
baisse du taux d’APS chez 30 a 63 % des patients (Seidman et al., 1992). Jusqu’a
maintenant au moins une dizaine de rapports d’essais cliniques ont été publiés sur
Iutilisation du taxol ou du docetaxel (action au niveau des microtubules) combiné ou non
au phosphate d’estramustine en phases cliniques I et II chez les patients souffrant de CaP
réfractaire aux thérapies hormonales. Bien qu’une activité anti-tumorale ait été montrée par
la réduction des métastases des tissus mous, la diminution du niveau d’APS, de la douleur
et ’effet sur le taux de survie demeure encore sous évaluation (Obasaju and Hudes, 2001).
La vinblastine est aussi utilisée dans des essais cliniques en combinaison avec le taxol
(Pienta et al., 1996) ou autres composés chimiothérapeutiques et anti-androgénes (Pettaway
et al., 2000; Zelefsky et al., 2000). Une autre étude clinique de phase II pronant l'utilisation
combinée de la vincristine, de la cyclophosphamide et de la dexaméthasone révéle que la
vincristine est un agent intéressant par sa faible toxicité dans les événements
thromboemboliques (Daliani et al., 2003). De nouvelles approches utilisant une panoplie de
drogues telles que le kétoconazole, la doxurubicine, la vinblastine et 1’étoposide font I’objet
d’essais cliniques de phase II et III, utilisées seules ou combinées a I'hormono-thérapie

(Pettaway et al., 2000; Zelefsky et al., 2000; Clark et al., 2001; Ben Josef et al., 2001).
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1.3.4.1.3. Stratégies en développement
Parmi les stratégies prometteuses, mentionnons d'abord la thérapie immune utilisant les
cellules dendritiques pulsées avec I’APS combinée au facteur stimulant les colonies de type
granulocyte-macrophage (GM-CSF). L’utilisation d’inhibiteurs de ’angiogenése avec la
thalidomide ou un antagoniste de I’endothéline-1 font aussi ’objet d’essais cliniques visant
respectivement 4 bloquer I'apport sanguin et la prolifération des cellules tumorales

(D'Amato et al., 1994; Nelson et al., 1995; Folkman, 1995).

1.4. Hétérogénéité cellulaire de la prostate et implication dans le cancer

En raison de la complexité de la composition cellulaire de I’épithélium prostatique (cellules
basales, sécrétrices, et NE), plusieurs modéles ont été proposés pour expliquer le
développement du CaP. Parmi celles-ci, mentionnons une origine mettant en cause la
transformation/dédifférenciation des cellules épithéliales sécrétrices, tel que corroborée par
Paugmentation des taux circulants d’APS et de la PAP chez les patients atteints de CaP
(Denis et al., 1993; Oesterling et al., 1993). Dans la glande normale, la différenciation des
ces cellules requiert la présence des androgénes et une fois différenciées, les cellules
sécrétrices dépendent strictement de la présence de ces hormones pour leur survie. Elles
sont donc la cible de thérapies anti-androgénes dans le CaP, et tel que déja mentionné, la
baisse des niveaux d'APS et de PAP associée a une régression du volume tumoral, refléte
I’apoptose des cellules dépendantes des androgénes. Etant donné l'effet temporaire de ces
thérapies et le taux élevé de récidive chez une majorité des cas avancés, il est évident

qu'une partie seulement des cellules tumorales meurent. 11 a ainsi été proposé que la survie
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des cellules tumorales dans un environnement dépourvu d’androgénes s'explique par des

modifications de la sensibilit¢ des voies de signalisation impliquant les RA. A titre
d'exemples, ceci peut se produire via une synthése accrue de la DHT ou une surexpression
des RA (Navarro et al., 2002), par I’activation des RA via des facteurs non stéroidiens dont
les FC, les neuropeptides, les cytokines (Anidjar et al., 2001), ainsi que par des mutations
du RA (Koivisto et al., 1998). L’utilisation de traitements hormonaux intermittents en
fonction des variations cycliques du niveau d’APS montre bien qu'en plus des cellules
cancéreuses qui dépendent des androgénes pour leur survie (tuées par I’absence
d'androgénes tout comme les cellules sécrétrices différenciées), les tumeurs contiennent des
cellules cancéreuses sensibles aux androgénes qui survivent aux thérapies anti-androgénes.
Comme ces cellules semblent s'adapter progressivement a4 un environnement dépourvu
d’androgénes et contribuer 4 la progression du CaP, elles pourraient étre la cible des
traitements subséquents. Or tel que le révele la physiologie normale de la prostate, les
cellules souches survivent 4 la castration et peuvent croitre et se différencier 4 nouveau sous
un apport adéquat d'androgénes (Isaacs, 1999). Ce modéle de cellules souches responsables
de la diversité des types cellulaires présents dans la prostate est de plus en plus évoqué pour

expliquer le développement et la progression du CaP.

Les cellules souches ont initialement été caractérisées dans le systéme hématopoiétique par
leur capacité de se renouveler et de se différencier en sous-types de cellules sanguines. La
présence des cellules souches est importante dans les tissus nécessitant un renouvellement
rapide des cellules tels que la moelle osseuse, la peau, le systéme gastro-intestinal (De

Marzo et al, 1998). Ces derniéres peuvent étre totipotentes ou étre partiellement
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différenciées. Dans la prostate, par exemple, les cellules souches joueraient un role

fondamental dans le développement des glandes ainsi que dans I’initiation et la progression
de certaines formes de CaP (Sell and Pierce, 1994). Plusieurs modéles ont été proposés et
sont illustrés a la figure 5 (Garraway et al., 2003). Selon le modéle schématisé en A, la
couche des cellules souches qui reposent sur la membrane basale génére les cellules NE et
les cellules dites transitoires qui forment les cellules sécrétrices. Le modéle B propose que
les cellules souches soient précurseur des cellules NE, et des cellules basales et transitoires
qui elles donneront les cellules sécrétrices. Finalement selon le schéma C, les deux
principaux sous-types cellulaires soient les cellules basales et sécrétrices seraient formés
chacun par leurs cellules souches distinctes. En regard de ces modeéles, I’expression de
différents marqueurs dans une méme cellule tels que I'APS, les cytokératines respectives
des cellules basales et sécrétrices, et la chromogranine A, appuie I’hypothése stipulant que
les cellules souches ont la capacité de se différencier en différents types cellulaires

(Bonkhoff et al., 1994a; Bonkhoff, 1996; Verhagen et al., 2000).

1.5. Les facteurs de risque de ’émergence et du développement du CaP

1.5.1. Age
Bien que le CaP affecte des hommes relativement encore jeunes (45-55 ans), ceci est plutot
rare et de fait, 85% des diagnostics sont posés chez des hommes 4gés de plus de 65 ans,

avec une une moyenne d’4age se situant & 73,5 ans (Gronberg, 2003). En plus de
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Figure 5. Différents modéles de différenciation des cellules épithéliales de la prostate.

Tirée et adaptée de Garraway, 2003.
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l'dge, les principaux facteurs de risque sont raciaux, génétiques, reliés a l'environnement

ou a la diéte et les hormones sexuelles.

1.5.2. Race

L’incidence du CaP varie selon les pays et les groupes ethniques. Le plus bas taux est
observé chez le peuple chinois tandis que I’Amérique du Nord et la Scandinavie remportent
la palme, avec les plus hauts taux de CaP. Plus particuliérement, les hommes américains
d’origine africaine ont une incidence élevée de CaP (Whittemore et al., 1995). Dans une
méme ville, des Afro-Américains et des Américains caucasiens ont une incidence différente
du CaP qui pourrait s’expliquer par un métabolisme différent des androgénes (Fleshner and
Klotz, 1998). Des Asiatiques vivant toujours en Asie sont peu affectés par le CaP (Ruijter
et al., 1999). La prévalence du CaP latent est la méme chez les Américains et les Japonais

(Takahashi et al., 1995).

1.5.3. Causes génétiques

Des études épidémiologiques ont montré que la probabilité de développer un CaP est plus
grande chez des jumeaux identiques, ayant un risque acrru de quatre fois comparé a celui
des jumeaux non identiques (Lichtenstein et al., 2000; Isaacs and Kainu, 2001). Selon le
registre national des jumeaux, il y a 1 009 paires de jumeaux chez lesquelles au moins un
membre était affecté par le CaP (Verhage and Kiemeney, 2003). Naturellement, une
histoire familiale de CaP constitue un facteur de risque accru, la probabilité augmentant
jusqu’a huit fois lorsque des hommes de la premiére et de la deuxiéme génération en sont

atteints (Steinberg et al., 1990). De plus, le risque encouru de développer ce cancer serait a
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un plus jeune dge. Selon des études de ségrégation, 9% des CaP serait attribuable a Ia

transmission autosomique dominante d’un alléle a haut risque. Cette transmission génétique
pourrait étre liée au chromosome X ou étre récessive puisque les hommes sont plus 4 risque
s’lls ont des fréres atteints comparés a ceux dont leurs péres sont atteints (Monroe et al.,

1995).

1.5.3.1. Génes associés au CaP
L’analyse des marqueurs de polymorphisme des chromosomes révéle sept locus ou sites
associés au CaP (Nelson et al., 2003) (présentés ci-aprés dans le tableau 1).

Tableau 1. Sommaire des locus associés au CaP

Locus Identifié par
1q24-25 (HPC1) (Smith et al., 1996)
1q42.2-43 (PCAP) (Berthon et al., 1998)
1p36 (CAPB) (Gibbs et al., 1999)
8p22-23 (Liet al., 1998)
17p11 (HPC2/ELAC2) (Rokman et al., 2001)
20q13 (HPC20) (Berry et al., 2000)
Xq-27-928 (HPCX) (Xu et al., 1998)

La recherche de génes cibles de susceptibilité du CaP a permis d'identifier dans la région
1924-25, le géne HPCI (hereditary prostate cancer 1) impliqué dans 30 a 40% des CaP
héréditaires (Smith et al., 1996). Malgré I’analyse de nombreux autres génes, aucun n’aurait

la pénétrance du géne APC (adenomatous polyposis coli) initialement découvert au niveau
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du colon. Ceci suggére que pour qu'un alléle spécifique d'un géne devienne hautement a
risque pour le développement du CaP, il doit étre associé a des facteurs diététiques et/ou

environnementaux.

1.5.3.2. Anomalies somatiques

Les cellules cancéreuses se caractérisent par diverses anomalies somatiques, telles que des
mutations, des délétions de genes, des amplifications de génes, des réarrangements
chromosomiques et des modifications de la structure de la chromatine (Karan et al., 2003).
De facon générale, il est entendu que les cancers résultent de ’accumulation de telles
anomalies. Dans le CaP, la perte de portions de chromosomes est plus fréquente que les
gains. Ainsi, la perte des régions 8p et 13q est retrouvée dans 50% des échantillons
analysés alors que I’incidence pour les portions 4q, 5q et 18q est de ’ordre de 17 a 25%
(Karan et al., 2003; Nelson et al., 2003). Les gains repertoriés sont au niveau de 2p, 11p,
lq, 3q, 4q, 7q, 8q, 11q, 12q et Xq (Zitzelsberger et al, 2001). Ces altérations
chromosomiques résultent souvent en une activation de nombreux oncogénes de méme que

I'inactivation de plusieurs génes de suppression de tumeurs et de métastases.
1.5.3.2.1. Oncogeénes et génes de suppression tumorale

Les proto-oncogénes sont des génes codant pour des protéines responsables de la régulation
normale des fonctions des cellules telles que la survie, la prolifération, et la différenciation,
de méme que le contrdle des interactions entre cellules et avec la matrice extracellulaire.
Les proto-oncogénes peuvent devenir oncogéniques et donc acquérir de nouvelles fonctions

suite & diverses altérations génétiques tels des délétions, mutations, surexpressions,
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amplifications et réarrangements chromosomiques chez un aliéle du géne. A Pinverse,

les génes de suppression tumorale ont un rdle de régulation négative de la croissance
cellulaire et D’apparition de diverses modifications génétiques (mutations, délétions,
réarrangements) et de méthylation de promoteurs de certains de ces génes chez les deux
alleles constituent autant de facteurs qui modifient leur role et mode d’action. A Paide de
marqueurs d’ADN microsatellites, les génes de suppression tumorale ont été localisés sur
des chromosomes ayant perdu un allele. Ainsi le pourcentage de perte d’hétérozygosité
(LOH) représente la fréquence de la perte d’un alléle sur différents chromosomes. Dans le
CaP, ces analyses montrent une variabilité selon les études, reflet de I’hétérogénéité des
tumeurs prostatiques. Le tableau 2 illustre quelques génes de suppression tumorale

impliqués dans le CaP.

En principe, la plupart des composantes des voies de signalisation positive et négative des
fonctions des cellules peuvent étre respectivement considérées comme des produits

d’oncogenes ou de suppression des tumeurs.

Ainsi, tel qu’illustré par le géne ras codant pour une GTPase et muté dans plusieurs
néoplasies, une seule mutation dominante du géne suffit pour transformer un proto-
oncogéne en oncogene (Pelengaris et al., 2000). Par ailleurs, ceci n’est pas le cas dans le
CaP ol le géne ras demeure un proto-oncogéne malgré une augmentation du niveau de la
protéine (Konishi et al., 1997). Plusieurs exemples d’amplification de produits de proto-
oncogenes sont associés ou encore jouent des roles possibles dans le CaP. Quelques
exemples de ces derniers sont illustrés dans le tableau 2. Au méme titre, plusieurs protéines

ayant un rdle dans I’adhésion et les interactions cellulaires et jouant un rdle dans
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l'acquisition de propri€tés d’invasion ont été associées a la progression du CaP et 4 la
dissémination des métastases. Pour ce faire, des cellules de la tumeur primaire doivent
envahir le stroma et se joindre a la circulation sanguine pour coloniser des sites €loignés

(voir les exemples dans le tableau 2).

Tableau 2. Exemples de protéines et de génes impliqués dans le CaP

Facteurs et génes impliqués Protéines Observations dans le CaP Références
dans le CaP
Poduits d’oncogeénes c-myc Surexpression dans 30% des | (Karan et al., 2002)
métastases
Bcl2 Surexpression dans le PIN (Krajewska et al., 1996)

Récepteur du

Surexpression dans 100% des

(Pisters et al., 1995)

FC des CaP étudiés
hépatocytes
Geénes suppresseurs de Rb Mutation dans 42% des CaP | (Konishi et al., 1997)
tumeurs avancés
P53 Mutation dans 20-25% des | (Bookstein et al., 1993)
CaP avancés
PTEN Mutation dans plus de 30% | (Sun et al., 1999)
des CaP avancés
Facteurs d'adhésion Fak Surexpression dans CaP (Kornberg, 1998)
cellulaire invasifs et métastasiques
C-CAM Diminution dans le CaP (Kleinerman et al., 1995)
KA1l Perte de son expression | (Dong et al., 1996)

associée a la progression du
CaP

1.5.4. Environnement et diéte
Parmi les événements environnementaux augmentant ’incidence du CaP, mentionnons le
mode de vie occidental, et plus spécifiquement I’apport d’une diéte riche en gras et viande

rouge. Ce lien possible entre la di¢te et le CaP a suscité une vaste étude épidémiologique
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impliquant plus d’une trentaine de populations différentes (Whittemore et al., 1995).

Parmi les gras, la consommation prononcée d’acide a-linoléique (produits laitiers) entraine
un risque accru de CaP, di a la production de peroxyde d’hydrogéne qui résulte d’une [-
oxydation des chaines d’acides gras (Chan et al., 1998). Par ailleurs, le faible taux
d’incidence de CaP chez la population asiatique trouve son explication par une diéte a haute
teneur en phyto-cestrogénes ou isoflavones (féves de soya) (Strom et al., 1999). Ceci est
aussi appuyé par des études chez des souris athymiques porteuses de tumeurs prostatiques
humaines (dérivées de la lignée LNCaP) soumises & une diete riche en protéines de soya
(Bylund et al., 2000). Parmi les mécanismes évoqués pour expliquer le mode d’action des
cestrogénes diététiques, mentionnons des effets anti-cestrogénique via le récepteur des
cestrogénes (RE), la diminution de la concentration des androgénes circulants par la liaison
des hormones sexuelles a la globuline (SHBG), I’augmentation de I’apoptose ou la
régulation de I’angiogenese (Griffiths K, 1996; Bylund et al., 2000). Un autre élément de la
diéte, le lycopéne présent dans la tomate, est associé 4 une diminution du taux de risque du
CaP en raison du pouvoir anti-oxydant puissant de ce caroténoide (Giovannucci et al.,
2002). Des propriétés anti-oxydantes sont aussi attribuées au sélénium ainsi qu’a la
vitamine E (Willis and Wians, 2003). L'incubation des cellules prostatiques humaines
cancéreuses avec la sélénométhionine diminue leur prolifération et active les inhibiteurs des

cyclines dépendantes des kinases Cip1/p21 et Kip1/p27 (Venkateswaran et al., 2002).

1.5.5. Hormones stéroidiennes
Les hormones stéroidiennes méles (ou sexuelles), les androgénes, sont membres d’une

super-famille comprenant la vitamine D, acide rétinoique, ’hormone thyroidienne, les
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cestrogenes et progestines, les glucocorticoides et minéralocorticoides. Ces hormones,

exception faite de I’acide rétinoique, sont dérivées du cholestérol (figure 6) (Nelson, 2000).
Chez I’homme, les androgénes sont principalement régis par un axe de signalisation
(Carson, III and Rittmaster, 2003), allant de la synthése de la testostérone (principalement
au niveau des testicules et impliquant aussi la contribution des glandes surrénales) a sa
liaison dans la circulation a la SHBG, son entrée sous forme libre dans les cellules
prostatiques (seulement environ 2% de la testostérone est libre) (Farnsworth, 1999), son
meétabolisme en DHT (action de la 5-a-réductase) et sa liaison au RA pour contribuer ainsi
que d’autres androgénes a leur survie, croissance, et différenciation (Isaacs, 1984) en
régulant Pactivation de la transcription de divers génes. Bri¢vement, le RA appartient a la
famille des récepteurs nucléaires. La structure de ces protéines (illustrée a la figure 7) se
compose en C-terminal du domaine, qui permet de lier le ligand, le DHT, les anti-
androgénes (par exemple le flutamide) (Culig et al., 1994; Navarro et al., 2002) et celui
assurant la liaison de PADN. Ce dernier est formé de deux motifs en doigt de zinc qui
interagissent avec des séquences spécifiques du promoteur des génes dépendants des
androgénes. La molécule comprend aussi deux régions régulatrices de I’activation de
Pactivité transcriptionnelle, TAF-1 et TAF-2, par la liaison d’effecteurs et de répresseurs, et
qui sont localisés respectivement dans la portion N-terminale et dans la région de liaison de
I’ADN (Navarro et al., 2002). L’apport des androgénes est requis pour le développement de
la prostate au niveau embryonnaire, sa croissance au moment de la puberté et par la suite, le
maintien de sa fonction glandulaire. Il est admis que les androgénes, couplés a plusieurs

facteurs génétiques et environnementaux, jouent un role dans le développement et la
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Figure 6. Biosynthése des stéroides sexuels

Le cholestérol est le précurseur de la synthése des androgénes et des cestrogénes. Sous

’action d’enzymes spécifiques, la testostérone est convertie en estradiol ou en DHT.
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région charniére

région N-terminale domaine de liaison domaine de liaison
de PADN du ligand

co-activateurs

ARN polymérase II |

- - —~g—

Figure 7. Structure du récepteur des androgénes et modéle d’activation

trancriptionnelle

Le RA est composé d’une région N-terminale de composition et longueur variables suivi
d’un domaine de liaison 4 ’ADN trés conservé, d’une région charniére et d’'un domaine de
liaison du ligand hautement conservé. La DHT provenant de la transformation de la
testostérone se lie au RA. Aprés 1’activation de ce dernier, le récepteur se transloque dans le

noyau ou il se lie 2 ’ADN et active la transcription génique.
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progression du CaP. Cependant, malgré de trés nombreuses études controversées sur les
taux circulants des androgénes, des protéines de liaison et des niveaux intraprostatiques des
enzymes de conversion de la testostérone, de la DHT et des RA, les mécanismes ne sont
pas parfaitement compris. On croit que les androgénes pourraient agir comme promoteurs
de la formation tumorale via des mécanismes reliés a Dactivation des RA. Ceci est
notamment appuyé par la réponse des CaP androgéno-dépendants a la thérapie hormonale.
Dans le méme ordre d’idée, I’absence de réponse & ces thérapies et la progression vers
Pindépendance hormonale, laissaient présager une perte des RA. Or, la majorité des
tumeurs prostatiques réfractaires aux androgénes expriment le RA a des niveaux supérieurs
3 ceux retrouvés dans les tumeurs dépendantes des androgénes (Ruizeveld de Winter et al.,
1994; Linja et al., 2001). De plus, ’amplification du géne des R4 a été démontrée chez le
tiers des patients présentant des tumeurs réfractaires aux androgénes aprés leur traitement
endocrinien (Linja et al., 2001). La possibilité que les androgénes favorisent la progression
du cancer en agissant via un RA muté a donc été envisagée. Or dans la plupart des cancers
peu avancés, le géne du RA est normal (Hakimi et al., 1996). Comme la fréquence des
mutations du géne peut atteindre 30% des métastases issues de tumeurs réfractaires aux
androgénes (Koivisto and Helin, 1999), ces modifications du RA ne peuvent totalement
expliquer la résistance des cellules aux androgénes et leur adaptation a un environnement
pauvre en androgénes. Un troisiéme mécanisme propose que la voie de signalisation du RA
demeure active en dépit du blocage de I’activation des RA par les androgénes. Cette
activation du sentier de signalisation, indépendante des androgénes, est observée via

Paugmentation du niveau d’APS, de la kallikréine-2, ainsi que des génes dépendants des
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androgeénes dans les tumeurs de CaP avancé (Koivisto et al., 1998; Gregory et al., 1998;

Koivisto and Helin, 1999). Elle pourrait s’expliquer d’une part par I’augmentation de la
sensibilité de la réponse des RA suite a leur surexpression ainsi que celle de co-activateurs

de la transcription (TIF-2 et SRC-1) (Navarro et al., 2002).

Des évidences récentes montrent que les RA peuvent étre activés de maniére indépendante
de la liaison des androgénes par le biais des FC, des neuropeptides, et des cytokines (Sadar
et al, 1999; Jenster, 2000). Ceux-ci activent des voies de signalisation impliquant les
protéines kinase A (PKA) et des récepteurs de FC avec activité tyrosine kinase (TK). Les
RA semblent aussi induire I’activation non génomique des sentiers de signalisation de
Src/Raf-1/Erk et ce, dans les cellules LNCaP ainsi que dans les cellules humaines

mammaires cancéreuses MCF-7 (Migliaccio et al., 2000; Navarro et al., 2002).

Bien que les cestrogénes soient des joueurs clés du systéme reproducteur chez la femme,
ces hormones sont depuis longtemps pressenties comme étant importantes chez ’homme
qui vieillit et dont la production d'androgénes testiculaires décroit. En effet, comme les
niveaux d'cestrogénes demeurent constants (Gooren, 1998), il a été proposé que des ratios
androgénes/cestrogénes modifiés jouent en faveur d'altérations phénotypiques observées
dans la prostate et ce, particuliérement au niveau de la prolifération cellulaire. Il a été
montré que le niveau de DHT diminuait dans la zone de transition de la prostate en fonction
de I’Age chez I’humain et que le ratio cestrogéne/DHT était augmenté favorisant un
environnement cestrogénique (Shibata et al., 2000). A cet égard, les effets des cestrogénes
sont complexes et réfeérent a des actions directes et indirectes sur le tissu prostatique. Alors

que des faibles doses ont peu d’effet sur la croissance des cellules prostatiques, des doses
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pharmacologiques inhibent la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires et réduisent

ainsi la production des androgénes testiculaires donc le volume de la prostate diminue.
Comme cet effet indirect équivaut a une castration chimique (Walsh, 1975), les cestrogénes
(Huggins, 1941) sont encore utilisés pour traiter le CaP au stade androgéno-dépendant
(Aprikian et al, 1994). A des doses élevées, les cestrogénes stimulent le tissu
fibromusculaire et induisent la métaplasie des cellules basales chez différentes espéces
animales (Cunha et al, 2001). Par ailleurs, la combinaison des androgénes avec les
aestrogénes induit des effets marqués sur la croissance de la prostate tant chez I’humain que
le chien (Walsh and Wilson, 1976; DeKlerk et al., 1979). Ceci est significatif puisque ces
hormones combinées induisent le CaP chez les rats Noble (Lane et al., 1997, Wang and
Wong, 1998). De plus, I’estradiol induit des lésions pré-cancéreuses ainsi que le CaP chez
les chiens Agés normaux (Steiner and Raghow, 2003). Les effets des cestrogénes seraient
médiés par la présence de récepteurs des cestrogénes a (ERa) et B (Erf; clonés a partir
d’une banque d’ADNc de prostate de rat) (Kuiper et al., 1996), tous deux exprimés tant
dans le stroma que dans la partie épithéliale de la prostate humaine (Mosselman et al.,
1996; Linja et al., 2003) de méme que dans les tumeurs et les lignées cancéreuses humaines
(Ehara et al., 1995; Allard et al., 2000b). Toutefois, leurs roles exacts dans la biologie de la

cellule prostatique normale et cancéreuse ne sont pas complétement élucidés.

1.5.6. Facteurs de croissance

Les premiéres évidences de Iimplication des FC dans la croissance des cellules
prostatiques normales et cancéreuses sont d'abord venues d'études, dont celles du

laboratoire d'accueil, montrant l'absence d'effets directs des stéroides sexuels in vitro alors
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que les cellules prostatiques proliféraient activement en présence de sérum ou divers

extraits de tissus (Chevalier et al., 1984; Sherwood et al., 1998; Igawa et al., 2003). Depuis,
la recherche sur les FC a permis de classifier plusieurs composés qui agissent comme
régulateurs positifs ou négatifs de la croissance cellulaire dans son sens large comme FC,
i.e. qu'ils contrdlent la survie, la prolifération, et la différenciation des cellules et assurent
un équilibre relatif par rapport a la mort cellulaire. Dans le tissu prostatique et les tumeurs,
les effets des FC s'exercent par des boucles d’action autocrine et paracrine entre les cellules
du stroma et de I'épithélium et ce, mis a part le cas des cellules NE, sans distinguer les
sous-types de cellules épithéliales (Chevalier, 1996). Le tableau 3 présente de facon

succincte les membres impliqués dans le CaP.

Les FC se lient a des récepteurs spécifiques transmembranaires qui transmettent leur signal
biologique via Pactivation des protéines kinases. La phosphorylation de ces dernicres crée
des sites d’ancrage permettant le recrutement et I’activation d’autres protéines.
L’amplification et la propagation du signal se poursuivent ainsi jusqu’aux facteurs de
transcription nucléaires qui sont alors phosphorylés et activent les génes reliés a la
prolifération cellulaire. Les TK sont divisées en deux groupes selon leurs caractéristiques
structurales. Il y a les TK de type récepteur et de type non-récepteur. Ce dernier groupe se
caractérise par P’absence de deux domaines, soit la portion extracellulaire permettant la
reconnaissance des ligands peptidiques et la région transmembranaire (Cantley et al., 1991;
Porter and Vaillancourt, 1998). Les TK posseédent un domaine catalytique dont la structure
est hautement conservée dans les deux groupes. Celui-ci permet le transfert d’un groupe

phosphate de type gamma de 'ATP sur les groupements hydroxyles de résidus tyrosine
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spécifiques de leurs substrats peptidiques. De plus, le domaine kinase contient un site

spécifique de laison de I’ATP conduisant a I’autophosphorylation du récepteur. La
modification de la signalisation intracellulaire des TK conséquemment a leur surexpression,
leur activation constitutive ou la présence de mutations entraine des troubles
physiologiques reliés a la prolifération et suggére que ces TK participent a la progression

tumorale. Les tableaux 4 et S regroupent les principales TK impliquées dans le CaP.

Plus spécifiquement, mentionnons que des études dans le laboratoire d'accueil ont permis
de montrer que le récepteur Flt-1 était activé par le VEGF-A entrainant la phosphorylation
de la kinase d'adhésion focale (FAK) et la stimulation de la motilité de ces cellules. Ceci
suggére donc un rdle additionnel du VEGF dans la progression du CaP (Chevalier et al.,
2002). La tyrosine kinase de type non récepteur Fer (tableau 5) a été étudiée dans le
contexte du CaP montrant qu’elle a un réle dans la prolifération des cellules prostatiques
cancéreuses et dans la régulation de la forme cellulaire. De plus, son expression est
augmentée dans les lignées cancéreuses humaines, les cellules épithéliales prostatiques
canines en culture primaire et les cellules basales métaplasiques suite a un traitement aux

cestrogeénes apres castration chez le chien (Allard et al., 2000b).

Comme chacune des familles a ses caractéristiques propres et a fait l'objet de nombreuses
études, nous limiterons la revue de la littérature a la famille du TGF-B, ses récepteurs, les
protéines kinases a activité sur résidus sérine et thréonine, de méme qu'aux aspects
moléculaires de la régulation de certaines fonctions cellulaires en mettant 'emphase sur le

cytosquelette et notamment les microtubules.
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Tableau 3. Principaux facteurs de croissance impliqués dans la prostate

Facteurs de

Production ou

Role dans la prostate normale

Role dans le CaP

Références

croissance | localisation in vitro

IGF 1 Stroma Action paracrine sur les|Action autocrine avec |(Macaulay, 1992).
cellules épithéliales (croissance | expression  dans  les
et différenciation) cellules tumorales

EGF Epithéliales Croissance Favorise la formation | (Cronauer et al., 1997)

des métastases et
I’invasion

TGFa Stroma Action paracrine sur le Production autocrine | (Fowler, Jr. et al,
récepteur de ’EGF dans les dans les cellules | 1988; Harper et al.,
cellules épithéliales tumorales 1993)., Peehl et al,
(croissance) 1989)

FGF Stroma Action autocrine dans le stroma | Production autocrine | (Yan et al., 1993)
(croissance) dans les cellules

tumorales, favorise la
formation des métastases
KGF Stroma et Facteur paracrine contribuant a | Production autocrine | (McGarvey and
épithéliales I’action des androgénes dans les cellules | Stearns, 1995)
tumorales
PDGF PDGFa dans le | Faible expression Expression du PDGEFR | (Fudge et al., 1994).
stroma augmentée
(CaP, cellules
tumorales)

VEGF Cellules Expression dans les cellules | Favorise la progression | (Jackson et al.,
épithéliales et | basales du CaP vig le VEGFR-2 | 1997;Campbell et al.,
NE de maniére autocrine et|1999;Borre et al,

paracrine 2000;Chevalier et al.,
2002)

Cytokines*

Produits

des cellules

NE*

TGFpB Stromales Apoptose, croissance des Expression augmentée, | (Steiner et al.,, 1994;
cellules stromales; inhibition de | inhibition de la| Thompson et al,
la croissance des cellules croissance des cellules|1992; Truong et al.,
épithéliales tumorales; favorise les|1993; Perry et al,

métastases/ invasion 1997)

* Les principales cytokines impliquées dans le CaP sont I’interféron o et y, I’interleukine 1
et 6 (Smith et al., 2001; Shou et al., 2002) alors que les principaux produits des cellules NE
comprennent le peptide de la relache de gastrine (GRP), I’hormone de stimulation
thyroidienne, I’hormone parathyroidienne, la calcitonine ainsi que la sérotonine (Noordzij
et al., 1995; di Sant'Agnese and Cockett, 1996; Aprikian et al., 1997).
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Tableau 4. Exemples de récepteurs des facteurs de croissance impliqués dans le

CaP
Récepteur TK Implication dans le CaP Références
EGFR Utilisation d’anticorps chimérique | (Goldstein et al., 1995)
bloquant le EGFR; induit un effet
anti-tumoral
IGF-1R Expression augmentée dans les|(Iwamura et al., 1993)

VEGFR, FGF-R, PDGF-R

progression du CaP

prolifération cellulaire

cellules PC-3; r6le dans la

Surexpression dans le CaP;|(Yanet al., 1993)

Tableau 5. Liste des des tyrosines kinases de type non récepteur impliquées dans le
cancer de la prostate

Famille Membre Implication dans le CaP Références
Src Src | migration des cellules via Iutilisation | (Slack et al., 2001)
d’un inhibiteur de src
interaction src avec une protéine p110 | (Allard et al., 2000a)
via la bombésine
yes expression dans les tumeurs (Robinson et al., 1996)
Ick expression dans les tumeurs (Robinson et al., 1996)
Abl abl impliqué dans Papoptose induite par|(Bowen et al., 2002)
I’irradiation y des cellules
Fes fer prolifération des cellules et régulation | (Allard et al., 2000a)
de la forme cellulaire
Fak fak role dans la progression du cancer (Tremblay et al., 1996)

1 de P’expression et de son association
avec la paxilline et la csk

(Rovin et al., 2002)
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1.6. Le TGFp

La superfamille du TGFp est composée d’au moins 35 membres chez les vertébrés. La
famille se subdivise en deux branches: 1-celle des BMP (protéines morphogéniques de
I'os)/GDF (facteurs de croissance et de différenciation); 2-celle des TGFp/activine/facteur
nodal (Chang et al., 2002). Le TGFB lui-méme a d’abord été décrit comme étant un facteur
de stimulation de la croissance de fibroblastes en agar mou (Sporn and Roberts, 1992). 11
existe maintenant cinq isoformes du TGFB (TGFB 1-5) et seuls les TGFB-1, 2 et 3 sont
exprimés chez les mammiferes. Le TGFp est biologiquement inactif df a la présence d’une
pro-région dite peptide de latence (LAP). Il est d’abord sécrété sous la forme d'un complexe
(figure 8) (Gentry et al., 1988). Lors de la sécrétion, le LAP est clivé par une endoprotéase
de type furine mais demeure lié au TGFp toujours inactif par des liens non covalents
(Dubois et al., 1995). Par la suite, des protéines de liaison du TGFB, identifiées sous le nom
de LTBP (membres des protéines de la matrice extracellulaire de type fibrilline), s'associent
au complexe TGFB-LAP pour former un plus grand complexe (Miyazono et al., 1991). Les
protéines LTBP sont nécessaires pour assurer une conformation adéquate du TGFp sécrété,
qui peut étre déposé dans la matrice extracellulaire via le LTBP et libéré au besoin par des
protéases de type sérine (Koli et al, 2001). Finalement, le TGFB est activé par la
dissociation du LAP régulée par la thrombospontine 1 ou I'intégrine o,Bs (figure 8)

(Schultz-Cherry et al., 1994; Dubois et al., 1995; Munger et al., 1999).

Les membres de la famille du TGFp exercent de nombreuses fonctions et effets biologiques

via des récepteurs transmembranaires dits de types I et II se distinguant par leurs propriétés
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Figure 8. Mécanisme de régulation de ’activité biologique du TGF-§

Tirée et adaptée de Tabibzadeh, 2002.
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structurales et fonctionnelles et tous deux dotés d'activité kinasique phosphorylant les
résidus sérine/thréonine (S/TK) (Chang et al, 2002). De maniére générale, les effets
dépendent du type cellulaire, de leur stade de différenciation et de la présence d’autres FC
et hormones (Sporn and Roberts, 1992). Plus spécifiquement, le TGF-p1 peut agir comime
facteur de stimulation de la croissance des cellules mésenchymateuses ou des fibroblastes
alors qu’il exerce un effet inhibiteur sur les cellules épithéliales (Wenner and Yan, 2003),
notamment prostatiques. Chez le rat, le TGFp contrecarre I’effet endogéne des androgénes
sur la croissance prostatique et provoque l'apoptose des cellules de I'épithélium différencié
(Martikainen et al., 1990). Aussi, contrairement a la plupart des autres FC, le TGF B inhibe
la prolifération des cellules épithéliales de la prostate in vitro et peut induire leur apoptose
(Sutkowski et al., 1992; Story et al., 1993; Danielpour et al,, 1994). Ces résultats
d'inhibition semblent paradoxaux considérant les augmentations observées des niveaux
sériques du TGF-B1 chez les patients, corrélant avec le volume tumoral, les niveaux d’APS,
la présence de métastases (Adler et al., 1999) et I’expression accrue du TGF-B1 dans les
tissus prostatiques cancéreux (Thompson et al., 1992; Truong et al., 1993; Steiner et al.,
1994; Perry et al., 1997). A cet égard, les observations montrant la présence des récepteurs
I et II et d'un de ses récepteurs accessoires, I’endogline (voir section 1.6.1.1), dans
Yendothélium des néo-vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs appuient un rle du TGF B
dans la progression du CaP (Wikstrom et al., 1998). De tels effets sur les vaisseaux peuvent
favoriser la dissémination des métastases d'autant plus que la réponse immunitaire de I’hdte
contre les cellules tumorales prostatiques est supprimée (Teicher, 2001). Le TGF-p1

augmente aussi la production de métalloprotéases qui favorisent la dégradation de la
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matrice extracellulaire et stimulent les interactions entre les cellules cancéreuses et les

ostéoblastes (Sehgal et al., 1996; Kostenuik et al., 1997). Quant aux cellules cancéreuses,
elles verraient leur sensibilité a Deffet inhibiteur du TGF-B1 altérée par la perte de
récepteurs [ et II, tel que fréquemment observée dans les CaP (Williams et al., 1996; Guo et
al., 1997; Kim et al., 1998; Wikstrom et al., 1998) et associée a un mauvais pronostic (Kim
et al., 1998). Le récepteur de type I est absent des cellules LNCaP, une lignée humaine du
CaP qui est sensible aux androgénes (Kim et al., 1996). Dans ces cellules, la transfection de
’ADNc du récepteur I restore I’effet inhibiteur du TGF-f1 sur leur prolifération (Kim et
al., 1996). Dans les tumeurs prostatiques de rat Dunning AT-3 et MatLyLu, c'est le
récepteur II qui est supprimé alors que les cellules surexpriment le TGF-B1 (Wikstrom et
al., 1999). L’introduction d’un dominant négatif du récepteur II dans les cellules normales
épithéliales de la prostate de rat induit leur transformation maligne (Tang et al., 1999). Il est
suggéré que ce récepteur puisse agir comme suppresseur de tumeur prostatique. Des
évidences in vitro suggerent que la non-réponse des cellules cancéreuses prostatiques au
TGFB s'explique par I’absence de régulation négative de la cycline Cdk2 a la phase G1/S du
cycle cellulaire (Cipriano and Chen, 1998), impliquant donc que des molécules de
signalisation en aval du systéme récepteur du TGF-B1 peuvent modifier son effet

biologique (Brodin et al., 1999).

1.6.1. Récepteurs du TGFp
La famille des récepteurs du TGFB comprend 12 membres dont 7 sont du type I et 5 du type
II (Manning et al., 2002). Ces derniers sont des S/TK dont la structure comprend en N-

terminal un domaine extracellulaire pour la liaison du ligand, suivi d'une portion trans-
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membranaire et du domaine kinasique en C-terminal. Le récepteur de type I posséde un

motif particulier hautement conservé adjacent au domaine kinase, nommé GS
(TTSGSGSG) (Wrana et al., 1994), qui forme une boucle hélicoidale contenant les sites qui
seront phosphorylés suite 4 la laison du ligand au récepteur II (figure 9). Ceci induit un
changement de conformation du domaine kinasique permettant la formation d'un complexe
avec le récepteur I et la transformation du site de liaison de la molécule inhibitrice FKBP12
en un site de liaison pour les protéines effectrices Smads phosphorylées par le récepteur 1.

Ces derniéres propagent alors le signal jusqu'au noyau (Huse et al., 2001) (figure 10).

L'activation des complexes TGFp-récepteurs est régulée par différentes protéines, qui soit
inhibent la liaison du ligand au récepteur alors que d'autres la facilitent. La décorine, I'alpha
2-macroglobuline, la pro-région du précurseur du TGFB séquestrent le TGFA (Shi and
Massague, 2003), contrairement au betaglycan, un récepteur membranaire accessoire qui
facilite sa liaison (plus particuliérement lisoforme B2) au récepteur II (Massague, 1998;
Brown et al., 1999). Le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) augmente I'affinité
de liaison du TGFp aux complexes récepteurs (Abreu et al., 2002). L'endogline (description
a la section 1.6.1.1), une protéine membranaire qui partage des similarités structurales et
fonctionnelles avec le betaglycan, est aussi considérée comme étant un récepteur accessoire
pour certains membres de la famille du TGFB (Cheifetz et al., 1992). Finalement, des
protéines intracellulaires, telles FKBP12 (Huse et al, 1999) et les Smads inhibitrices,

controlent aussi l'activation de ces récepteurs (Shi and Massague, 2003).

De maniére générale, les protéines Smads agissent comme protéines effectrices et

régulatrices de la transmission directe du signal du TGFp jusqu'au noyau (figure 10).
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Figure 9. Modéle d’activation du récepteur I du TGFp

Le récepteur I dans sa conformation inactive est 1ié a la protéine FKBP12. Suite a la liaison

du ligand au récepteur II et ’activation du récepteur I par phosphorylation (P), le récepteur

I adopte une nouvelle conformation créant un site de liaison pour les protéines Smad.

Adaptée de Huse et al., 2001.
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Figure 10. Schéma simplifié de la voie de signalisation du TGFf

La liaison du TGFp au récepteur II induit la phosphorylation du récepteur I qui active les
protéines Smad qui se dissocient du complexe récepteur et s’associent a Smad4 pour étre
transporté dans le noyau. Ces complexes activent la transcription des génes reliés au TGFB

via des protéines associées a I’ADN. Tirée et adaptée de Tabibzadeh, 2000.
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Bri¢vement, les Smad 2 et 3 interagissent avec les récepteurs et sont phosphorylées par
le récepteur I activé. Ces interactions protéiques sont facilitées par des protéines auxiliaires,
en l'occurrence SARA, Disabled-2, axin, ELFb-spectrin (Hocevar et al., 2001; Furuhashi et
al.,, 2001; Tang et al,, 2003). Les mécanismes moléculaires régissant ces interactions ne
sont que partiellement connues mais a titre d'exemple, la phosphorylation des Smad par le
récepteur I les libére de SARA, ce qui expose les motifs de liaison & Smad, assure le
transport nucléaire du complexe et l'assemblage des complexes transcriptionnels dans le
noyau. Ces derniers se lient & 'ADN via un élément spécifique de liaison Smad (SBE) (Xu
et al., 2000). Ceci implique aussi des interactions des Smads avec des cofacteurs de liaison
a 'ADN tels FAST, Mixer, TFE3, Jun, TCF, CBFA3 (Derynck et al., 1998; Massague et
al., 2000), de méme que des co-activateurs (CBP, p300, ARC105, Smif) et co-répresseurs
(TGIF, Ski, SnoN) (figure 10) (Derynck et al., 1998; Massague and Wotton, 2000; Kato et

al., 2002; Bai et al., 2002).

Au départ, la voie de signalisation du TGFpB depuis ses récepteurs membranaires a
I'activation de la transcription de génes paraissait simple et directe. Or la démonstration de
récepteurs accessoires, l'endogline et le betaglycan, de méme que Il'activation paralléle
d'autres protéines kinases, nouvelles ou encore souvent activées par différents médiateurs
de diverses voies de signalisation a grandement modifié la situation. Tel que démontré par
le laboratoire d'accueil (Atfi et al., 1994), l'action inhibitrice du TGFp sur les lignées de
cellules prostatiques cancéreuses humaines PC-3 et DU-145 se traduit par une diminution
des niveaux des protéine tyrosine kinases (TK) src et lyn et de leur activité enzymatique,

couplée a laltération des niveaux des complexes de signalisation entre les protéines
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adaptatrices SHC et Grb2 et I’activation d’une protéine kinase de type sérine/thréonine

(S/TK) de 78 kiloDalton (kDa) distincte du récepteur II (Atfi et al., 1995). La kinase JNK
de la famille de MAK (mitogen activated kinase) a aussi été reliée a l'action apoptotique du
TGFB (Mazars et al., 2000). Ceci nous améne a revoir la littérature sur l'endogline, objet de
la premiére section des travaux de cette thése, et I'implication des kinases dans les

mécanismes régulant les fonctions de cellules prostatiques (seconde partie des travaux).

1.6.1.1. Endogline

L’endogline est une protéine homodimérique de 180 kDa dont la portion transmembranaire
et intracellulaire posséde 71% d’homologie avec le betaglycan (Cheifetz et al., 1992). Elle a
d’abord été identifiée dans des cellules leucémiques de type pré B nommées HOON
(Quackenbush and Letarte, 1985) par immuno-affinité en utilisant un anticorps 44G4 dirigé
contre les antigénes de la surface cellulaire. Son activité a titre de récepteur accessoire du
TGFp se manifeste par sa capacité de lier les isoformes 1 et 3 du TGFp ainsi que I’activine-
A, le BMP-2 et le BMP-7 (Cheifetz et al., 1992; Letamendia et al., 1998; Barbara et al.,

1999).

L’importance de ’endogline a été soulevée par la découverte de mutations du géne identifié
sur le chromosome 9q34 (Fernandez-Ruiz et al, 1993) et provoquant la télangiectasie
hémorragique de type 1 chez l'humain. Cette maladie est un désordre autosomique
dominant qui se caractérise par une dysplasie vasculaire multisystémique et des
hémorragies récurrentes associées a4 des malformations artérioveineuses de la peau, des

muqueuses, et des viscéres (Haitjema et al, 1996). Ce géne est critique au niveau
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développemental puisque son inactivation chez la souris cause rapidement des

malformations cardiaques et vasculaires et conduit a la mort des embryons (Li et al., 1999;
Arthur et al,, 2000). Ces mutations affectent principalement la portion extracellulaire de
I’endogline et générent des faibles concentrations de protéines tronquées (McAllister et al.,
1994; Pece-Barbara et al., 1999; Paquet et al., 2001) qui ne peuvent se lier au complexe

récepteur du TGFB.

Plusieurs observations immunohistologiques de l'endogline dans des tissus oi de nouveaux
vaisseaux sont formés, notamment dans les tumeurs, ont montré son association avec
l'angiogenése, correspondant & une augmentation substantielle de son expression dans les
cellules endothéliales. Des études avec des modeles in vitro sont venues appuyer ce role de
l'endogline: la suppression de son expression par des oligodésoxynucléotides (ODN) anti-
sens dans les cellules endothéliales HUVEC résulte en une diminution importante de
I'angiogenése (Li et al., 2000). A cet égard, Pendogline est de plus en plus utilisée comme
marqueur de densité des micro-vaisseaux et se compare avantageusement aux autres
marqueurs pan-endothélial connus, tels le CD34, le CD31 ou le facteur de Willebrand
(Kumar et al., 1999; Brewer et al., 2000; Tanaka et al., 2001) comme indicateur pour
I’établissement du pronostic de survie dans différents cancers, les patients ayant une densité
€levée présentant un taux de survie trés court (Srivastava et al., 1988; Horak et al., 1992;
Tanigawa et al., 1997). L'indice obtenu pour I’endogline des micro-vaisseaux des tumeurs
prostatiques semble démontrer une plus grande spécificité que le facteur von Willebrand et
correle avec I'immunoréactivité du TGFB dans les cellules tumorales, la somme de

Gleason, I'indice de formation de métastases et la survie (Wikstrom et al., 2002).
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En plus des cellules endothéliales des vaisseaux (capillaires, artérioles, veinules),

lendogline est exprimée ou détectée dans les cellules stromales et myéloides, les
macrophages de plusieurs tissus, les pré-érythroblastes, et les sycnytiotrophoblastes du
placenta a terme (Quackenbush and Letarte, 1985; Gougos and Letarte, 1988; Gougos and
Letarte, 1990). Par ailleurs, ’endogline est généralement absente des cellules épithéliales
bien que la protéine ait été détectée dans certaines lignées cellulaires et cancers d'origine
épithéliale. Ainsi, la lignée HEY dérivée d’un cancer ovarien, les cellules de mélanomes
malins et les lignées prostatiques, PC-3, DU-145 et LNCaP (Jindal et al., 1995; Rokhlin
and Cohen, 1995; Altomonte et al., 1996; Liu et al., 2002). Le transcrit serait aussi exprimé

dans les cellules PC-3M (Liu et al., 2002).

Au niveau moléculaire, I'endogline contient dans sa portion extracellulaire un motif RGD
défini par les acides aminés Arg-Gly-Asp qui lie les intégrines (Altomonte et al., 1996;
Gougos and Letarte, 1990). Il est aussi retrouvé dans certaines protéines de la matrice
extracellulaire dont la fibronectine (Witkowski et al., 1993). Deux isoformes de I'endogline
ont été caractérisées, une forme longue L-CD105 contenant 633 acides aminés dont 47 dans
la queue cytoplasmique et une forme courte S-CD105 avec 600 acides aminés et 14 résidus
dans la portion cytoplasmique (Bellon et al, 1993). On ignore toujours la fonction

physiologique de la forme courte.

L'expression de l'endogline a la surface des cellules influence la signalisation médiée par
les récepteurs du TGFB et module les effets du TGFB. A titre d'exemples, soulignons ses
effets antagonistes puisque la surexpression de I’endogline: 1-inhibe la stimulation de la

synthése de la fibronectine et de I’adhésion cellulaire dépendante de la fibronectine induits
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par le TGFB; 2-inhibe la phosphorylation du récepteur d’adhésion PECAM-I

(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) (Lastres et al., 1996); 3-contrecarre I’effet
inhibiteur du TGFp sur la prolifération des cellules pro-monocytes U-937 et l'atténue dans
les myoblastes de rat ou elle affecte aussi la synthése de I’activateur du plasminogéne. Dans
ce modele, la transfection de ’ADNc du betaglycan qui peut lier les isoformes 1, 2 et 3 du
TGFB et présenter le ligand au récepteur de type II en formant un complexe ternaire de
haute affinité¢ (Letamendia et al., 1998), a des effets inverses, i.e. I’effet du TGFB sur la
prolifération des myoblastes et la synthése de I’inhibiteur de I’urokinase est augmenté
(Letamendia et al., 1998). Ces résultats suggerent que les récepteurs accessoires du TGFf
exercent des roles distincts. Le betaglycan augmente I’affinité de liaison des isoformes du
TGFB au récepteur II. Tel que démontré dans les cellules myoblastiques L¢Es, ceci touche
plus particuliérement la forme 82. En effet, la présence de betaglycan dans ces cellules a
pour effet d’augmenter I’affinité de liaison du TGF-B2 & un niveau similaire des autres
isoformes (Massague et al., 1990). Ceci se traduit par un potentiel d’inhibition de la
prolifération cellulaire similaire a celui du TGF-81 (Lopez-Casillas et al., 1991; Zentella
and Massague, 1992). Quelques exemples de la co-existence de I’endogline et du
betaglycan a été rapportée dans certains types cellulaires (Cheifetz et al., 1986; Segarini et

al., 1989; Massague et al., 1990; Wong et al., 2000).

L'endogline a des effets agonistes de l'action du TGFB, notamment dans les cellules de
mélanomes ou l'expression de I'endogline augmente I’effet inhibiteur du TGF8 sur leur
prolifération, en comparaison de cellules n’exprimant pas I’endogline (Altomonte et al.,

1996). Elle aurait aussi ses effets propres puisque des €tudes récentes sur les cellules PC-
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3M dérivées de la lignée prostatique parentale PC-3 ont montré que sa surexpression in

vitro augmente I’adhésion et diminue la migration et la capacité d’invasion de ces cellules
(Liu et al., 2002). L'endogline est phosphorylée de fagon constitutive, principalement sur
ses résidus Ser et Thr, dans les cellules endothéliales. Comme son niveau de
phosphorylation diminue suite 4 la liaison du TGFB au récepteur II (Lastres et al., 1994),
ceci indique que l'endogline est sujette a I'action de protéines kinases et notamment des
récepteurs du TGFB. Ainsi, un modéle de signalisation impliquant I’endogline a récemment
été proposé. La figure 11 montre les interactions de I’endogline avec les récepteurs I et II
du TGFB ou la liaison de lendogline aux récepteurs I et II est reliée a l'état de
phosphorylation des récepteurs. Le récepteur I interagit avec I’endogline lorsque son
domaine kinase est inactif. Quant au récepteur II, ’endogline s’y associe indépendamment
de son état de phosphorylation. Faisant suite & cette association, les récepteurs I et II
phosphorylent le domaine cytoplasmique de I’endogline et seul le récepteur I se dissocie du
complexe récepteur pour activer les molécules effectrices. Il a été montré que Pexpression
de I'endogline augmente la phosphorylation du récepteur I qui active par la suite les
phosphorylations des diverses molécules effectrices résultant en la transcription des genes

reliés a cette voie de signalisation (Duff et al., 2003).

1.7. Fonctions cellulaires

Compte tenu des effets du TGFB sur la prolifération des cellules prostatiques ainsi que du
contexte dans lequel nous avons étudié Iactivation de la kinase c-takl, revoyons
brievement les mécanismes régulant le cycle cellulaire ainsi que ceux causant la mort des

cellules.
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Figure 11. Modé¢le d’interaction de I’endogline

A) L’endogline s’associe avec le récepteur II et est phosphorylée par ce demier.
L’association récepteur Il-endogline résulte en 1’augmentation de la phophorylation du
récepteur I qui a son tour active les molécules effectrices. B) D’autre part, I’endogline peut
aussi s’associer au récepteur I, ce dernier la phosphoryle causant la dissociation de la
portion cytoplasmique de 1’endogline du récepteur. Tirée et adaptée de Guerrero-Esteo et
al., 2002.
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1.7.1. Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un processus fondamental qui assure le développement, la croissance
et la réparation tissulaire (voir figure 12). Essentiellement, il se divise en 5 phases
différentes: 1-GO, une phase de quiescence; 2-Gl-correspondant a la synthése des protéines
nécessaires pour la réplication de I’ ADN; 3-S-la synthése de PADN proprement dite; 4-G2-
correspondant & la synthése des protéines nécessaires pour la division cellulaire; et 5-M-
pour mitose ou division du matériel nucléaire et générant deux cellules filles. Chacune des
phases est régulée par différentes familles de protéines, soient: 1-les cyclines; 2-les
protéines kinases dépendantes des cyclines (Cdk); 3-les cyclines inhibitrices des Cdk
(CdkI); 4-la protéine kinase Wee qui inhibe les Cdk via la phosphorylation de leurs résidus
Thr 14 et Tyr 15; 5-la phosphatase Cdc25C qui active les Cdk par leur déphosphorylation
sur leurs résidus Thr 14 et Tyr15 et finalement; 6-les protéines kinases qui activent les Cdk
(CAK) via leur phosphorylation sur Thr 161 ou Thr 172. Chaque phase du cycle est
caractérisée par la présence d’une unité régulatrice soit la cycline D, E, A ou B (figure 12A)
a laquelle s’associe une Cdk (figure 12B). Le complexe cycline-Cdk phosphoryle a son tour
des protéines cibles qui assurent la complétion de la phase du cycle. Par la suite, la cycline
subit des phosphorylations sélectives reconnues par le systéme de dégradation de
Iubiquitine/protéasome. Une autre boucle de régulation des Cdk est assurée par la
phosphorylation spécifique induite par la CAK ainsi que par les CdkIs. La kinase Wee joue
un réle d’inactivation des Cdk contrairement & la protéine Cdc25C qui les activent par son

activité phosphatase. Le groupe des CdkIs se subdivisent en deux familles, Cipl/Kip et
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Amunt of Cyelin protein

Figure 12.  Schéma simplifié du cycle cellulaire

A) Répartition des différentes cyclines durant le cycle cellulaire. B) Les différents niveaux
de régulation des phases du cycle cellulaire. La phosphorylation des protéines kinases est
illustrée par les cercles verts. Les points de surveillance sont omis. Tirée et adaptée du site

web www.cellphysiology.com/chapters/text/8part2.html.
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INK4. Ces protéines sont activées en réponse a des cytokines, au TGFB et au facteur
tumoral nécrosant a (TNF-a). Plus particuliérement, la famille des INK4 (p15, pl6, pl8,
pl9) cible uniquement I’inhibition du complexe cycline/Cdk relié a la phase GI. Les
protéines p21, p27 et p57 de la famille des Cip/Kip peuvent inactiver tous les complexes
cycline/Cdk (figure 12) (Woo and Poon, 2003).
1.7.2. Mort cellulaire
Les principaux mécanismes causant la mort cellulaire tel qu'initiée par divers stimuli autant
intracellulaires qu’extracellulaires sont I’apoptose et la nécrose, la premiére se définissant
comme €tant une mort génétiquement programmée alors que la nécrose consiste en un
événement pathologique sans régulation ayant comme caractéristique importante la perte de
Pintégrité membranaire. Le déclenchement de Dapoptose induit des changements
morphologiques notables: les cellules deviennent plus petites, elles développent des
ballonnements dans leur pourtour membranaire, la chromatine et les protéines nucléaires se
dégradent. Du point de vue biochimique, l'initiation de I'apoptose correspond  I'exposition
de la phosphatidylsérine & la surface cellulaire et le relichement du cytochrome ¢ de la
mitochondrie (Hersey and Zhang, 2003). Les voies empruntées sont dites: 1-intrinséque
impliquant Pactivation de la protéine Apaf-1 et les caspases initiatrices 2 et 9; et 2-
extrinséque, sollicitant les récepteurs transmembranaires de la mort FasL et TNF et les
caspases initiatrices 8 et 10 (voir figure 13). Une troisiéme voie a été décrite, elle est
indépendante des caspases et menée par la molécule AIF qui se lie 4 PADN et provoque sa

destruction (Cande et al., 2002; Hersey and Zhang, 2003).
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Figure 13. Représentation simplifiée des voies de Papoptose. Tirée et adaptée du site

http://www.biocarta.com/pathfiles/h_mitochondriaPathway.asp, 2000.
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La voie intrinséque implique le relichement de 1’Apaf-1 par la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 qui est associée a la membrane externe de la mitochondrie. Par la suite, la protéine
Bax pénetre dans la membrane de la mitochondrie et provoque le reldichement du
cytochrome c. Il y a formation de I'apoptosome, un complexe composé du cytochrome c, de
I’Apaf-1, d’une protéase (ex: la caspase 9), ainsi que de ’ATP (adénosine triphosphate). La
caspase 9 active de facon séquentielle les caspases 3, 6, et 7, qui amplifient I’activité
protéolytique pour la digestion des protéines structurales ainsi que la dégradation de ’ADN
chromosomique (Srinivasula et al., 1998). La voie extrinséque s’initie par la liaison du
ligand au récepteur de la mort qui, par la suite, sollicite le recrutement de protéines
adaptatrices, FADD ou TRADD, qui contiennent des domaines de la mort (DED) et
interagissent avec des domaines similaires présents dans les pro-caspases 8 et 10.
L’apoptosome est alors composé des molécules adaptatrices ainsi que des pro-caspases et
initiatrices qui se transactivent et déclenchent 1’activation séquentielle des caspases 3, 6, 7
(Green, 1998; Ashkenazi, 2002). Ces deux voies d’apoptose peuvent avoir une signalisation
croisée. Ainsi Bid, un membre pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 est clivé directement
par la caspase-8 activée suite a sa liaison aux récepteurs de la mort. Le fragment C-terminal
produit s’associe a la mitochondrie, libére le cytochrome c, et permet I’activation de
IPApaf-1, indépendamment de [P’activation des caspases effectrices (Li et al., 1998).
Finalement, le facteur d’induction de I’apoptose, AlF, induit ’apoptose indépendamment
de Tl’activation des caspases. Suite & un signal d’apoptose, la membrane externe de la
mitochondrie est perméabilisée et I’AIF est transporté dans le cytosol et le noyau. Ce

dernier induit la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN. Les
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évidences de I'induction de I’apoptose, indépendante des caspases, proviennent d’une
part, d’études sur des cellules exposées a la staurosporine (Susin et al., 1999) et a des
inhibiteurs des caspases in vitro et, d’autre part, d’études chez des souris dont les génes de

I’ Apaf-1 ou des caspases 3 et 9 ont été inactivés (Susin et al., 2000).

Plusieurs mécanismes peuvent jusqu'a un certain point contrebalancer l'action d'agents
induisant la mort cellulaire et par le fait méme favoriser la survie des cellules. Parmi ceux-
ci et en relation avec la voie de l'apoptose, soulignons la régulation des protéines anti-
apoptotiques, Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 et Al, assurée au niveau de la transcription, des
interactions protéine-protéine et des modifications traductionnelles. La protéine Bcl-2
jouerait un role dans la progression du CaP. En effet, alors que les tissus cancéreux de CaP
peu avancé et sensibles aux androgénes sont négatifs ou expriment faiblement la protéine,
l'expression de Bcl-2 est détectée chez la majorité des spécimens de CaP réfractaire aux
androgénes (Colombel et al., 1993; Krajewska et al., 1996; McDonnell et al., 1997). Parmi
les hypothéses expliquant I’émergence de cellules tumorales indépendantes aux
androgenes, il y a celle postulant que 1’ablation des androgénes dans le CaP favoriserait la
sélection de cellules capables de vivre sans hormones. A cet égard, la présence de Bcl-2
favoriserait la survie de ces cellules réfractaires (Colombel et al., 1993; McDonnell et al.,
1997). Le haut niveau d’expression de Bcl-2 dans la lignée de cellules PC-3 et
P’augmentation de son expression dans les cellules LNCaP privées d’androgénes appuient
un réle de Bcl-2 dans la résistance des cellules a Papoptose (Catz and Johnson, 2001). In
vivo, I’expression de Bcl-2 augmente suivant la castration du rat et cet effet est inhibé par la

co-administration de testostérone (McDonnell et al., 1997). Des ODN anti-sens de Bcl-2
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injectés a des souris castrés porteurs d’une tumeur dérivée des cellules LNCaP réduisent

le volume de la tumeur de 10 & 50% alors que les tumeurs d'animaux contrdles recevant des
ODN sens subissent une augmentation de 50% de leur volume, ce qui renforce 1 hypothése
du role de Bcl-2 dans la progression du CaP (Gleave et al., 1999). Des essais cliniques en
phase I et I, basés sur I’utilisation d’ODN anti-sens de Bcl-2 combinés a de drogues telles
que le taxol et les agents diminuant 1’expression de Bcl-2 comme Pacide 13-cis-rétinoique
et interféron alpha sont présentement en cours de réalisation (DiPaola et al., 1999;
Friedland et al., 1999; Morris et al., 2002; Thalasila et al., 2003). L’observation de
I'hétérodimérisation des protéines anti- et pro-apoptotiques a permis de développer des
stratégies prometteuses, visant a introduire de petits peptides synthétiques dérivés des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak dans les cellules prostatiques tumorales. Ceci a eu
pour effet d’augmenter de 40% le niveau d’apoptose via la perturbation des interactions des

protéines Bak (pro-apoptotique) et Bcl-2 (anti -apoptotique) (Finnegan et al., 2001).

La survie cellulaire fait aussi appel a la voie de signalisation passant par la protéine kinase
B ou Akt (figure 14), une S/TK elle-méme couplée a de nombreuses voies de signalisation
régulées par les FC et agents stimulant la prolifération cellulaire (Scheid and Woodgett,
2003). La protéine Akt est située en aval de la kinase phosphoinositide 3-K. Cette derniére
phosphoryle les phosphatidylinositides conduisant a P’activation d’Akt. Ainsi la survie
cellulaire est favorisée via: 1- la phosphorylation de Bad causant sa dissociation du
complexe Bad/Bcl-X;; 2- I’activation de IKK-a résultant en 1’activation du facteur de
transcription NF-xB (voir figure 14). Les principaux aspects de cette voie reliés au cancer

incluant le CaP touchent Akt elle-méme et la phosphatase PTEN (ou NMCAL1 ou TEP1),



C ) — Facteur de croissance

\Pl-3,4,5-‘9'/

B e
\ 3 Calcineurin
NF-«B l 1
C. Survie cellulaire Apoptose Survie cellulaire

Figure 14. Voie de signalisation de la protéine kinase Akt

La protéine Akt est activée par plusieurs facteurs de croissance et de survie. Cette S/TK
kinase est couplée a de nombreuses voies de signalisation régulée par les FC et agents

stimulant la prolifération cellulaire. Tirée et adaptée de http://www.sigmaaldrich.com.
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connue pour son activit¢é sur les phosphoinositides et qui appartient 4 la famille des
phosphatases de type tyrosine (Leslie and Downes, 2002). La protéine Akt est activée de
fagon constitutive dans plusieurs cancers dont le CaP (Vivanco and Sawyers, 2002). Parmi
les nombreux facteurs impliqués dans cette activation constitutive et variant selon le cancer,
soulignons le PDGF et IGF-like et des mutations dans ’oncogéne Ras ou des ses effecteurs
(Hersey and Zhang, 2003). Les cellules LNCaP ont une Akt hyperactive résultant de
Iinactivation de la phosphatase PTEN. Dans ces cellules, I’activation de la protéine kinase
C (PKC) par des esters de phorbol ou le diacylglycérol conduit 4 une diminution de la
phosphorylation de la PKB, effet contrecarré par I'utilisation d’un inhibiteur de la PKC. De
plus, la surexpression de la protéine Akt activée dans les LNCaP prévient I’apoptose induite
par le PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Ces données suggérent un role déterminant
de la PKB comme effecteur de la protéine kinase C (Tanaka et al., 2003). Quant & PTEN, la
présence de mutations au niveau du géne indique un lien entre ’altération /abolition de son
activité et son role dans la suppression des tumeurs (Leslie and Downes, 2002). Plus de
50% des cancers de la prostate au stade avancé sont caractérisés par la perte ou
I'inactivation de PTEN (Whang et al., 1998; Vlietstra et al., 1998; McMenamin et al.,
1999). L'absence de la fonction enzymatique de PTEN résulte en la présence d’une activité

€levée de la kinase Akt favorisant la survie des cellules (Hudes, 2002).

1.8. Protéines kinase et microtubules

De maniere générale, 'ensemble des FC actifs sur la croissance des cellules (prise dans son

sens large) et incluant les cytokines, les produits de sécrétion des cellules NE et le TGFp,
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pour les cellules prostatiques, agissent via des récepteurs spécifiques transmembranaires

qui médient le signal biologique suite a I’activation de diverses protéines kinases. Ainsi, les
réactions de phosphorylation des protéines créent des sites d’ancrage permettant le
recrutement et I’activation d’autres protéines et second messagers. Ceux-ci amplifient et
propagent le signal jusqu’au noyau ou divers facteurs de transcription, aussi phosphorylés
(fréquemment mais non exclusivement sur S/T), activent les génes. L'effet stimulateur ou
inhibiteur des fonctions cellulaires induit par les FC est ainsi initié et modulé (McKeehan,
1991). Ces réactions sont réversibles et font appel a la déphosphorylation des protéines
contrOlées par des phosphatases spécifiques a ces résidus. De plus, de telles kinases et
phosphatases sont parties intégrantes de voies de signalisation régulées par les contacts
cellulaires, les interactions des cellules avec les protéines de la matrice extracellulaire, de
méme que la structure de la cellule ou cytosquelette. Dans le contexte de travaux réalisés
dans cette thése, nous traiterons du cytosquelette et de I'implication de kinases et

phosphatases qui régulent les microtubules.

1.8.1. Cytosquelette

Le passage des cellules dans le cycle cellulaire et I'induction de leur mort se traduisent par
des changements morphologiques observés a tous les niveaux, membranes, cytoplasme, et
noyau et impliquent une contribution majeure des éléments du cytosquelette. Avec la
découverte de protéines de régulation des voies de signalisation impliquées dans la survie,
la croissance et la mort cellulaire, divers mécanismes de contréle du cytosquelette nous sont
apparus. Dans la seconde partie de cette thése, nous avons caractérisé c-takl, une kinase

appartenant a la famille des kinases Mark (microtubule-affinity regulated kinase) qui se
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définit par son association aux protéines régulant les microtubules. Pour mieux saisir le

sens de ces travaux, revoyons certains aspects de la structure cellulaire.

Chez les eucaryotes, le cytosquelette est défini par un réseau de 3 types de fibres
protéiques: les microfilaments ou filaments d’actine, les filaments intermédiaires, et les
microtubules. Ces différents polyméres associés aux protéines motrices assurent le maintien
de l'intégrité physique, la forme, la division asymétrique, le transport de constituants
cellulaires, ainsi que la motilité des cellules. La figure 15A illustre I’organisation spatiale
de chacun des constituants du cytosquelette en relation avec divers organelles et autres

éléments structuraux de la machinerie cellulaire.

1.8.1.1. Les microfilaments ou Pactine

Bien qu’ils puissent étre dispersés a l'intérieur de la cellule, les microfilaments d'actine
(polymeres hélicoidaux) se concentrent surtout dans la partie corticale de la cellule (figure
15B). L’arrangement spatial de I’actine peut se présenter sous une forme compacte par des
amas de filaments entrecroisés et disposés de fagon paralléle ou encore, sous la forme d’un
réseau lache de polyméres reliés selon un motif orthogonal. L’actine est une protéine
abondante chez les mammiféres ou elle représente environ 5 2 10% du contenu protéique

total de la cellule. Il y a 6 types d'actine se partageant une grande homologie entre elles.

Quatre formes sont associées aux différentes cellules musculaires: 1-forme a du muscle
squelettique; 2-forme B du muscle cardiaque; 3-forme y du muscle lisse et 4-forme y du

muscle entérique. Dans toutes les autres cellules, les isoformes 5 et 6 d’actine a et 3 font
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Figure 15. Organisation du cytosquelette

A) Interaction des trois types de fibres protéiques formant le cytosquelette de la cellule. B)
Images en fluorescence et schématisation de ces trois composants. Tirée du site web:

www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBookglossM.html
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partie du cytosquelette (Alberts, 1994). Chaque molécule d’actine globulaire (actine G) ou
monomére présente des sites d’interaction avec d’autres monomeéres formant des triméres
qui eux-mémes se polymérisent en actine filamenteuse (figure 16A). Cette polymérisation
nécessite la présence de protéines accessoires dites protéines de liaison de 'actine G dont,
entre autres, la profiline et des protéines de recouvrement de I’actine filamenteuse (Alberts,
1994). D’autres protéines de liaison (o-actinine, filamine) assurent le lien entre les amas
d’actine filamenteuse (Schoenenberger et al., 2002). Le lien entre le réseau d’actine et la
membrane cytoplasmique se fait par un ensemble de jonctions entre les protéines
d’adhésion focale, les intégrines, les protéines de la matrice extracellulaire et les protéines
transmembranaires, auxquelles se joignent les fibres de stress (actine) (figure 16B).
Finalement, I’actine joue un rble dans la formation des différents types de protusions

cellulaires telles les microvilli, pseudopodes, lamellipodes, et filopodes (Alberts, 1994).

1.8.1.2. Filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires contribuent a I’architecture cellulaire. Ce sont des structures
non polarisées et stables qui ressemblent & des cylindres et sont abondantes dans les cellules
soumnises a des stress mécaniques (figure 15B). Les 5 différents groupes de filaments

intermédiaires sont présentés au Tableau 6.

De fagon générale, la structure des filaments intermédiaires consiste en une partic N
terminale, suivie d’une région centrale cylindrique se terminant par la portion C-terminale.

La polymérisation des filaments s’effectue par I’enroulement des parties centrales, les
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Figure 16.  Structure des microfilaments d'actine

A) Polymérisation de l’actine. B) Protéines accessoires de ’actine et de liaison a la

membrane plasmique.
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Tableau 6. Différents membres de la famille des filaments intermédiaires

Groupes Nom Localisation et Type cellulaire

Type I Kératines acides Cellules épithéliales

Type I Kératines basiques Cellules épithéliales

Type 111 Vimentine Fibroblastes, cellules

endothéliales, leucocytes
Desmine Cellules musculaires
Facteur acidique fibrillaire glial Astrocytes, cellules gliales

Périphérine Fibres nerveuses périphériques

Type IV Interneuxine filensine, phakinine Neurofilament

Type V lamine Noyau cellulaire

portions N-terminale et C-terminale étant alignées (voir figure 15). Les diméres s’empilent
pour donner des tétraméres qui deviennent la sous-unité de base du filament. Un
protofilament est constitué de 4 tétrameéres. Des protéines accessoires complétent la
structure des filaments intermédiaires et peuvent lier les filaments & la membrane nucléaire
interne (récepteur B de la lamine), aux microtubules (plectine) ou a I’actine (ankyryne)

(Alberts, 1994).

1.8.1.3. Microtubules

Les microtubules sont des polyméres de tubuline (unité monomérique) dont la fonction est
de permettre le mouvement d’organelles, tels les chromosomes, les fuseaux mitotiques, et
autres structures. La dynamique fonctionnelle des microtubules, assemblage et orientation,

est contr6lée par des molécules motrices et les protéines associ€ées aux microtubules
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(MAP). Chez les mammiféres, au moins 6 génes différents codent pour chacune des

sous-unités o et B de la tubuline monomérique. Ces isoformes possédent des niveaux de
stabilité différents du moins in vitro (Schwarz et al., 1998). Ces sous-unités forment un
hétérodimére de 110 kDa et ceux-ci s'ajoutent graduellement les uns aux autres pour former
le protofilament qui devient un microtubule aprés 'assemblage de 13 des ces protofilaments
orientés de facon paralléle (figure 17). Les microtubules forment une structure polarisée,
caractérisée par une extrémité (+) a croissance rapide alors que l'autre extrémité (-) est &
croissance lente. Le microtubule posséde une instabilité dynamique qui se traduit par des
cycles alternés de polymérisation et de dépolymérisation du protofilament.

Le mécanisme d'assemblage implique I'hydrolyse du GTP (guanosyl triphosphate). Ainsi,
chaque monomeére de tubuline o et B lie le GTP mais ce n’est que la forme a qui posséde
une activité GTPase. Le modéle présenté a la figure 17B reliant 'activité d’hydrolyse du
GTP avec un changement de conformation des extrémités du microtubule implique: 1-la
polymérisation de la B tubuline-GTP & Pextrémité du microtubule; 2-la formation d’une
pochette d’hydrolyse par I’arrimage de la sous-unité a avec la sous-unité B; 3-I'hydrolyse
du GTP qui entraine un recourbement du microtubule; et 4-sa déstabilisation (Hyman et al.,
1995; Howard and Hyman, 2003). C'est la différence entre la vitesse d'hydrolyse du GTP et
celle de la Laison du GTP a la tubuline qui détermine la croissance/sauvetage ou la

diminution /catastrophe des microtubules (figure 17B).



® extremite +

69

bout GTP !

Portion contenant %
les diméres de
tubuline -GDP

extremiteé -

Polymérisation = Dépolymérisation

diméres de tubuline
a
L

echange de GTP

<N "'-I =
-9 -5 »
I’hydrolyse du GTP

induit un changement
de conformation

e e

protoﬁlament recourbé

3 t c‘depr)lymensahon

echange GDP—GTP
—C& —

Figure 17. Dynamique des microtubules

A) La conformation des microtubules change selon I’activité d’hydrolyse du GTP. B) Le
cycle de polymérisation se caractérise par I’ajout d’hétérodimeres de tubuline liés au GTP
et celui de la dépolymérisation par I’hydrolyse du GTP générant des diméres libres de
tubuline. Tirée et adaptée du site web: calamar.univ-ag.fr/deugsv/Documents/ Cours/SV1-

microtubules.pdf.
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1.8.2. Régulation des microtubules

La stabilit¢ des microtubules est régulée par les protéines motrices, les protéines
déstabilisatrices et stabilisatrices des microtubules, dont les MAP et autres protéines de
liaison de la tubuline, qui & leur tour sont régulées, notamment par des phosphorylations et

impliquant donc des phosphatases et des kinases.

1.8.2.1. Protéines motrices

Les principales protéines motrices sont la famille des kinésines, les dynéines et la
dynacrine. Les kinésines jouent un role structural particuliérement important au cours de la
division cellulaire (Walczak et al, 1998). Ainsi les kinésines des sous-familles
CHO1/MKLP1 et KLP3A contribuent a la formation de la plaque équatoriale du fuseau
mitotique et au processus de cytodiérése (télophase) (Straight and Field, 2000). Chez C.
elegans, des petits ARN interférents des protéines homologues CHO1/MKLP1 provoquent
la désorganisation des faisceaux de microtubules de la plaque équatoriale et empéchent la
cytodiérése (Raich et al., 1998). Les kinésines assurent aussi le transport antérograde des
organelles de I’extrémité (+) du microtubule vers la périphérie cellulaire. Les dynéines de
poids moléculaire élevé (2 000 kDa) sont des transporteurs de structures cellulaires de
Iextrémité (—) du microtubule vers le centre de la cellule. Cependant, dans la cellule, les
organelles peuvent voyager dans les deux directions et la coordination de ce transport est

assurée par un large complexe protéique, la dynacrine (Dell, 2003).



71

1.8.2.2. Protéines déstabilisatrices des microtubules

La déstabilisation des microtubules par dépolymérisation ou fragmentation implique divers
groupes de protéines et est notamment requise au cours de la division cellulaire. Ainsi, les
kinésines associées au centromeére mitotique (MCAK) contribuent a leur déstabilisation en
se liant spécifiquement a leurs extrémités (+) (Howard and Hyman, 2003) et retirant des
sous-unités de tubuline via I’hydrolyse de I’ATP. Ces protéines induisent aussi un
changement de conformation des microtubules, et ce, possiblement par I’augmentation de
I’amplitude de leur recourbement (Nogales, 2000). Par ailleurs, la katanine (protéine
hétérodimérique: P60/P80) fragmente les microtubules (cassure) dans leur longueur. Entre-
autres, ce processus physiologique est nécessaire pour assurer le relichement des
microtubules du centrosome lors de la mitose (Ahmad et al.,, 1999) et pour la production
d’extrémités libres qui assurent le mouvement des chromosomes lors de [’anaphase
(Quarmby, 2000). L’activité de cassure est assurée par la sous-unité ATPasique de P60 en
absence de la sous-unité P80 (Nogales, 2000). Une autre protéine, Op18 ou stathmine, se lie
alors aux diméres de tubuline ou interagit directement avec I’extrémité des microtubules
pour augmenter [I’activité "catastrophe", aussi nommée diminution du microtubule

(Belmont and Mitchison, 1996; Howell et al., 1999).

1.8.2.3. Protéines stabilisatrices du microtubule

Les MAP regroupent diverses classes de protéines qui modulent la dynamique des
microtubules en augmentant leur vitesse de polymérisation ou en les stabilisant. Les
protéines TOGp/humain et son homologue chez le xénope XMAP215 de la famille Disl

(essentielles a la division des cellules eucaryotes) favorisent la polymérisation a l'extrémité
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(+) (Spittle et al., 2000) et modulent les effets de facteurs de catastrophe (Wittmann et

al.,, 2001). CLIP-170 et CLIP-115 (principalement neuronale vs dynamique des
microtubules des dendrites) sont aussi des protéines anti-catastrophes qui s’associent
spécifiquement aux extrémités des microtubules. CLIP-170 assure un lien entre I’extrémité
(+) des microtubules et les kinétochores (Schuyler and Pellman, 2001). De plus, comme
elle se co-localise avec la dynéine et la dynactine a I’extrémité (—) du microtubule, elle
pourrait étre impliquée dans le transport des molécules initié par la dynéine (Akhmanova et
al., 2001). Les protéines CLASP1 et CLASP2 (CLIP-associating proteins) stabilisent les
microtubules lorsqu’elles sont surexprimées dans les fibroblastes (Akhmanova et al., 2001),
possiblement en s’associant aux CLIP, tel que démontré dans les cellules motiles polarisées
(Akhmanova et al., 2001). Chez I’humain, la protéine EB1 se lie aux extrémités des
microtubules en processus sauvetage pour les stabiliser (Tirnauer et al., 2002). Finalement,
les protéines tau et MAP2c localisées respectivement dans les axones et les dendrites,
MAP4 exprimée dans les cellules non neuronales (Schoenfeld and Obar, 1994; Mandelkow
and Mandelkow, 1995), et STOP (associée a la calmoduline et a diverses situations de
stress) (Guillaud et al.,, 1998) sont des MAPs dites structurales ou filamenteuses qui
favorisent la polymérisation de la tubuline et assure la stabilité des microtubules sous forme
de fagots (Drechsel et al,, 1992), en s'y liant de fagon réversible (Drewes et al., 1998).
MAP4 exerce aussi un réle dans l’organisation du transport des organelles lors de
I’interphase (cycle cellulaire), la formation des fibres du fuseau mitotique et le changement
de forme des cellules lors de leur différenciation (Bulinski and Borisy, 1980; Parysek et al.,

1984). La diminution de I’expression de MAP4 dans les cellules Hela modifie a la hausse la
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proportion de tubuline libre comparée a la tubuline polymérisée. Le taux de synthése de

la tubuline est aussi affecté, ce qui appuie ’hypothése de ’autorégulation de la tubuline
(Nguyen et al., 1999). MAP4 contient des sites de phosphorylation sur les Ser 696 et 787,
situées dans une région riche en proline au niveau du domaine de liaison des microtubules.
A cet égard, le niveau de phosphorylation de MAP4 augmente durant la phase de transition
G2/M du cycle cellulaire (Vandre et al., 1991) alors que la protéine demeure associée aux
microtubules tout au long du cycle (Bulinski and Borisy, 1980; Olson et al., 1995). Cette
phosphorylation de MAP4 affecte les propriétés des microtubules. Ainsi, les cellules
exprimant des formes mutées de MAP4 (affectant sa phosphorylation) résistent davantage a
’effet de dépolymérisation des microtubules induit par le nocodazole (Chang et al., 2001)
et ont un cycle cellulaire altéré. Ceci indique que la phosphorylation de MAP4 contribue a
la dynamique des microtubules. Quant a la protéine STOP, régulée par la calmoduline, elle
assure la stabilité des microtubules lorsque les cellules sont soumises au froid et traitées

avec des drogues provoquant la dépolymérisation des microtubules (Guillaud et al., 1998).

1.8.2.4. Autres protéines de liaison de la tubuline

Parmi les protéines du choc thermique (HSP), la protéine HSP-90 se lie & la tubuline in
vitro et favorise sa dépolymérisation (Garnier et al., 1998). Le complexe a tubuline-HSP-90
s’associe a la protéine RalBP1, qui elle-méme interagit avec la protéine de choc HSF1. Cet

hétéro-complexe est impliqué dans la réponse cellulaire au stress (Hu and Mivechi, 2003).

Les principales protéines kinases associées aux microtubules sont GRK2, Plk (polo), et les

membres de la famille Emk/Mark/Parl. GRK2, une protéine kinase normalement liée aux
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récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) (Haga et al, 1998), jouerait un rdle

additionnel a celui de la régulation des RCPGs par sa co-localisation (Pitcher et al., 1998)
et son action sur la tubuline dans les cellules. La GRK2 phosphoryle les dimeres de
tubuline ainsi que les microtubules (Haga et al, 1998). Quant a Plk, elle interagit
spécifiquement avec les tubulines, 8 et y dans les cellules en interphase et en mitose. In
vitro, Pk phosphoryle le protofilament de tubuline, ce qui explique de fagon moléculaire
son role dans la formation du fuseau mitotique (Feng et al., 1999). En ce qui concerne les
membres de la famille Emk/Mark/Parl dont fait partie c-takl, ils constituent un petit
groupe de kinases dont la fonction est principalement associée au contréle de la polarité
cellulaire (Kemphues et al.,, 1988; Guo and Kemphues, 1995) et de la stabilit¢ des

microtubules (Drewes et al., 1997).

1.9. La famille Emk/Mark/Parl

Les protéines de cette famille de S/TK se caractérisent par la présence de plusieurs
domaines (figure 18) dont une petite séquence dans la région N-terminale, suivie du
domaine catalytique et d’un domaine associé a I’'ubiquitine. Au centre, on retouve un insert
de longueur variable dont la fonction est inconnue. La portion C-terminale d’environ 100
acides aminés se termine par le motif ELKL (glutamate-leucine-lysine/asparagine-leucine)
d’ou est issu le nom de EMK de cette famille (ELKL Motif Kinase) (Espinosa and Navarro,

1998).

Depuis le clonage de Par-1 chez C. elegans (Guo and Kemphues, 1995), Emk1 chez la

souris, (Inglis et al., 1993), Mark1 et Mark2 chez le rat (Drewes et al., 1997) et p78 chez
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N Kinase |UBA insert elkl

/\

Glu-Leu-Lys-Asx-Leu

Figure 18. Structure des kinases Emk/Mark/Parl

Les membres de la famille Emk/Mark/Parl sont caractérisés par les domaines suivants: 1-
N-terminal (N); 2-kinasique; 3-associé a I'ubiquitine (UBA); 4-insert; 5-motif elkl dans la

portion C-terminale.



76
I’humain (Parsa, 1988), plusieurs autres homologues (illustrés a la figure 19) ont été

identifiés chez la levure, C. elegans, la grenouille, la drosophile et ’humain.

1.9.1. Par-1: polarité et division asymétrique des cellules

Le role des kinases de la famille Emk/Mark/Parl (voir figure 19) est encore mal connu
mais la compréhension de certaines de leurs fonctions qui seraient conservées dans la
phylogénie vient, entre autres, d'études chez C. elegans et D. Melanogaster qui ont permis
d'attribuer aux protéines CPar-1 et DPar-1, un rdle dans I’établissement de la polarité
antérieure-postérieure au stade de la premiére cellule de ’embryon (effectuée chez C.
elegans aprés la fertilisation). L’orientation du pdle antérieur-postérieur nécessite la
présence des granules P, soient des structures cytoplasmiques ayant un faible contenu en
ARN qui se retrouvent uniquement dans les cellules germinales (Schisa et al., 2001) dont le
patron de localisation correspond a celui de la kinase Par-1 (figure 20).

Par-1 assure aussi la division asymétrique des cellules, notamment requis au niveau
du follicule germinatif afin de sélectionner la cellule qui deviendra un oocyte mature (D.
Melanogaster; signal d’asymétrie prédéterminé) (Guo and Kemphues, 1995; Tomancak et
al., 2000; Shulman et al.,, 2000) et pour la diversité et le devenir des cellules durant le
développement (tailles différentes, synchronisme respectif de leur division, évolution,

patron de clivage) (Horvitz and Herskowitz, 1992).

Ce n’est que tout récemment qu’un substrat de Par-1 a été identifié chez la drosophile, soit
la protéine Osk, une phosphoprotéine localisée au pdle postérieur de Ioocyte. Cette

modification post-traductionnelle d'Osk par Par-1 prévient sa dégradation et lui permet de
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Il est & noter que la protéine HSTK10 est particllement caractérisée et que la kinase
pl10=2% qui est un membre de la famille Emk/ Mark/Par-1, a été purifiée du cerveau

humain mais non séquencée.

Figure 19. Dendogramme de la famille des kinases Emk/Mark/Parl
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Les séquences proviennent de la banque de données GenBank. Le dendogramme a été basé

sur I’alignement des séquences des domaines catalytiques. Les kinases sont identifiées

selon ’espéce d’origine: H (humain), M (souris), X (Xenopus), R (rat), D (drosophile) et C

(C. elegans). Les kinases chez la levure n’ont pas été incluses dans le dendogramme. La

nomenclature de ces membres étant en constante évolution, les plus récentes modifications

dans leur appellation sont spécifiées. Adaptée de Ossipova et al., 2002.
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Figure 20. Ktablissement de la polarité chez C.elegans et D.melanogaster

La polarisation de I’embryon chez C.elegans et de 'oocyte chez D.melanogaster dépend de
Par-1. Chez D.melanogaster, le processus nécessite la présence des microtubules. La
polarisation chez C.elegans serait associée aux microfilaments et induit des mouvements
cytoplasmiques (fléches deuxiéme plan, partie gauche). Tirée et adaptée de Kemphues et
al., 1988.
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jouer son role dans le patterning (Riechmann et al., 2002). Finalement au cours de
I’oogenese, Par-1 contrdle 1’orientation des microtubules qui assure ainsi le transport des
structures cytoplasmiques vers un pdle de la cellule (Huynh et al., 2001). Trés récemment,
il a été montré que Par-1 est associée a la signalisation induite par Wnt/B-caténine et JNK
(jun kinase). Ainsi, Par-1 phosphoryle Dsh, qui a son tour, phosphoryle des effecteurs
résultant en la stabilisation de la caténine. De fagon inverse, Par-1 régule négativement la

voie de JNK (Sun et al., 2001).

Il a été établi que les mutations du géne Par-1 (homozygous Par-1 mothers) qui inhibent
Pactivité du domaine kinase sont létales et causent a la fois la perte de ’asymétrie de la
division, une localisation aberrante des granules P, I'orientation différente des fuseaux
mitotiques et la perturbation du devenir des cellules filles (Guo and Kemphues, 1995). Ces
modifications peuvent étre mimées par la présence de cytochalasine D, une drogue qui
modifie I’organisation des microfilaments d'actine (Mortensen and Larsson, 2003), lorsque
’embryon est soumis & de bréves périodes d’exposition (Hill and Strome, 1988; Hill and
Strome, 1990; Strome and Wood, 1983). Les mécanismes par lesquels cette drogue affecte
les éléments régulateurs de la division asymétrique des cellules n'ont pas été élucidés mais
Pactivité de phosphorylation de Par-1 semble critique. Comme le transport de ’ARN
messager de la protéine Osk vers le pdle postérieur est aussi inhibé en présence de la forme
mutée de Par-1, ces observations suggérent que l'activité kinasique de Par-1 contribue a la

régulation des microtubules (Tomancak et al., 2000; Shulman et al., 2000).
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L'homologue humain, HPar-1, jouerait, elle aussi, un role dans la polarité (définie par un

cOté apical et une surface baso-latérale) des cellules épithéliales puisque la polarité est
perturbée lorsque la protéine est dénuée de son domaine catalytique. Par ailleurs, la
protéine qui se situe du coté latéral de la surface basale des cellules épithéliales (figure 21)
conserve la méme localisation. Alors que dans une cellule polarisée normale, la E-
cadhérine est du coté latéral, l'expression de HPar-1 inactive cause une distribution
inhabituelle de la E-cadhérine & leur surface apicale, résultant en une perte d’adhésion ou
d'interaction cellule-cellule (Bohm et al., 1997). L’homologie structurale et fonctionnelle
de Par-1 dans des espéces éloignées suggére aussi que cette kinase joue un rdle essentiel et

conservé dans des processus cellulaires semblables chez divers organismes.

1.9.2. Les kinases Mark et leur activité sur les microtubules

La plupart des connaissances acquises sur les kinases Mark dans les cellules de
mammifeéres et leur implication au niveau de la régulation des microtubules sont issues de
travaux réalisés chez le rat ot deux kinases codées par des génes différents ont été
identifiées, Markl et Mark2. L’expression de ces protéines est ubiquitaire et les tissus
feetaux possédent les plus hauts niveaux et ce, dés la douziéme semaine de gestation
(Drewes et al., 1997). La surexpression des deux isoformes dans les cellules CHO modifie
considérablement leur phénotype: les cellules s’arrondissent, deviennent plus petites,
perdent leur adhésion au substrat et, finalement, meurent (Drewes et al., 1997). Le
marquage des cellules par immunofluorescence au moyen d’une sonde de tubuline révéle

alors une désorganisation partielle (Mark1) ou compléte (Mark2) de la structure des
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surface apicale

surface basolatérale

Figure 21.  Polarisation de la cellule épithéliale

La polarité des cellules épithéliales est définie par un coté apical et une surface
basolatérale. La kinase HPar-1 ainsi que la E-cadhérine sont localisées du c6té latéral de la

surface basale. Tirée et adaptée de Bohm et al., 1997.
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microtubules. Cet effet peut étre aboli par la surexpression de Mark1 et Mark?2 inactives
(mutations du domaine kinasique), indiquant que leur activité¢ de phosphorylation participe
a la régulation de I’organisation des microtubules. De plus, la surexpression des protéines
stabilisatrices des microtubules, tau ou MAP2c, contrecarre la désorganisation des
microtubules induite par des niveaux élevés des Marks. Ceci implique que les dommages
induits par les kinases Mark affectent directement les microtubules (Ebneth et al., 1999).

Les études des Mark humaines sont encore limitées mais les résultats les reliant a certaines

maladies sont trés prometteurs. Mentionnons d'abord la S/TK nommée p110 ™*

qui est
associée a la protéine Tau dans le cerveau (Drewes et al., 1995), une MAP spécifique au
tissu cérébral et dont le niveau de phosphorylation joue un réle dans la stabilité¢ des
microtubules (Anderton, 1993; Hirokawa, 1994; Kosik and McConlogue, 1994). La
protéine Tau comporte 3 ou 4 motifs caractérisé€s par la répétition d’une centaine d’acides
amin€s. Plus particuliérement, la premiére séquence répétitive contient un résidu Ser a la
position 262 qui est préférentiellement phosphorylé par p110™™. Or cette phosphorylation
entraine la dissociation de la protéine Tau des microtubules, cause leur déstabilisation
(Drewes et al.,, 1995) et n’est observée que dans le tissu cérébral de patients souffrant
d’Alzheimer (Hasegawa et al., 1992; Hasegawa et al., 1992). Ainsi, I’activité de p110™*™
serait directement reliée a I’organisation des microtubules et de ses protéines associées. De
plus, on croit qu'elle serait responsable de 1’agrégation de Tau causant un enchevétrement

des fibrilles neuronales, tel qu'observées dans la dégénérescence qui accompagne la

maladie d’ Alzheimer (Lee et al., 1991).
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La deuxiéme kinase potentiellement importante dans une pathologie humaine est

MarkL1 obtenue lors de l'analyse microarray de génes associés a ’activité du facteur de
transcription TCF1 ou LEF1 dans des hépatocytes cancéreux (Kato et al., 2001). Il est a
souligner que dans certains cancers et plus particuliérement celui du colon, ce facteur de
transcription est lié a une forme mutée et stable de la 3-caténine qui favorise I’accumulation
de complexes B-caténine mutée/LEF1 dans le noyau. Ceci entraine l'activation constitutive
du sentier de signalisation Wnt. Nous avons déja mentionné la relation entre Par-1 et la voie
de Wnt chez la drosophile. Chez I'humain, l'expression de MarkL1 est ubiquitaire mais les
testicules possédent le niveau le plus élevé du transcrit. Le géne codant pour MarkL1 est
situé sur le chromosome 19q13.2. Une forme plus courte dépourvue de I’exon 16 se
retrouve uniquement dans le cerveau (Genbank #AY057448). L’analyse de ’expression de
MarkL1 par transcription réverse et amplification par polymérisation en chaine (RT-PCR)
montre une augmentation dans la majorité des cancers hépatiques (Kato et al., 2001). In
vitro, le traitement d’hépatocytes cancéreux SNU475 avec des ODN anti-sens de MarkL1
réduit le nombre de colonies dans un essai en gel d'agar mou sans toutefois affecter la
croissance des lignées cellulaires cancéreuses SNU423 et HepG2 (Kato et al., 2001). Ceci
suggeére un lien entre [’expression/activation de MarkLL1 et la croissance de certaines
lignées cancéreuses d’hépatocytes. De plus, considérant le lien structural entre ’homologue
humain Par-1 et MarkLL1 et I'implication de Par-1 dans la voie de Wnt chez la drosophile, il
est possible que ces kinases jouent des rdles dans la voie de signalisation de Wnt de méme
que dans I’embryogenése et le développement. De plus, la dérégulation de MarkLL1 peut

contribuer au processus de carcinogenése hépatique (Cadigan and Nusse, 1997). MarkL1
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possede aussi 62% d’homologie avec la kinase c-takl/kp78/mark3 (décrite dans la

section 1.9.2.1). Les autres kinases clonées sont Mark1, c-tak1/kp78/mark3 ainsi que c-
tak75a (issue d’épissage alternatif) et STK10 qui est partiellement séquencée et résulterait
de I’épissage alternatif du géne c-takl/kp78/mark3 (Genbank #AF170723.1). Leur structure
comporte les domaines caractéristiques des membres de cette famille (montrée a la figure

18) et comporte des inserts de longueurs différentes.

Mark1 a été identifiée a partir d’une librairie d’ADNc de cerveaux humains. Le géne se
situe sur le chromosome 1 et code pour une protéine qui posséde 90% d’homologie avec la
kinase de rat Markl. L’analyse par RT-PCR révéle une expression ubiquitaire qui s’avére
particuliérement élevée au niveau des testicules et de I’hippocampe (Nagase et al., 2000).

Jusqu’a maintenant, sa fonction n’a pas été étudiée.

1.9.2.1. C-takl/Kp78/Mark3

Les protéines c-tak1/kp78/mark3 et p78 ont été partiellement caractérisées dans le cadre
d’une étude portant sur les mécanismes de régulation de la phosphatase Cdc25C, associée
au cycle cellulaire (tel que mentionné a la section 1.7.1). Ainsi, I'incubation de la protéine
recombinante Cdc25C avec des extraits de cellules Hela, d’ceufs de Xenopus ou de foie de
rat, a révélé la présence de Cdc25C phosphorylée. La recherche d'une kinase associée a
Cdc25C dans le foie de rat a montré par immunobuvardage la présence d’un doublet de
protéines de 36-38 kDa (Ogg et al., 1994). Le séquengage de la protéine de 38 kDa a révélé
deux génes homologues dans Genbank. Le premier correspond 4 la kinase p78 qui est

perdue dans les cancers primaires du pancréas ainsi que ceux induits chimiquement chez les
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rongeurs par le méthylnitrosourée (Parsa, 1988). Le deuxiéme correspond 2 Emk ou

Mark?2 chez la souris dont le poids moléculaire est de 85 kDa (Inglis et al., 1993). Le
clonage subséquent du géne a partir d'une librairie d’ADNc de cellules B a I’aide
d’amorces de nucléotides correspondant & la séquence de p78 a permis d’identifier c-tak1
(Cdc twenty-five associated protein kinase; Genbank # U64205) (Peng et al., 1998) qui
contient un insert supplémentaire de 48 nucléotides codant pour les 16 acides aminés
localisés dans la portion C-terminale de la protéine. Cette protéine correspond aussi a
I’appellation de kp78 ou de mark3. Il est & noter que c-takl est une kinase distincte de
TAK-1 qui est un membre de la famille des MAPK activé par le TGFB (Hirose et al., 1994).
L'analyse par RT-PCR d’ARN de cellules Hela et Jurkat a montré que ces produits

(présence de p78 et de c-tak1 a 80kDa) pourraient résulter d’épissage alternatif.

Le geéne de c-takl se situe au locus 14932.3 (Ono et al., 1997). Tout comme les autres
geénes de cette famille étudiés a ce jour, I’expression du géne c-fakl est ubiquitaire et la
protéine de 80 kDa est cytoplasmique (Peng et al., 1998). La protéine c-takl mutée dans
son domaine kinase posséde une mobilité en électrophorése plus grande (migration & 78
kDa) que la forme intacte suggérant qu'un doublet a 78 et 80 kDa refléte différents niveaux
de phosphorylation. L'interaction et l'activité de c-takl sur Cdc25C (résidus Ser 116 /site
principal et Ser 263) facilitant la liaison de la protéine 14-3-3 3 Cdc25C ont été confirmées
par des essais de phosphorylation in vitro de méme que par la surexpression des protéines
recombinantes dans les cellules COS-7 (Peng et al., 1998). La kinase serait aussi impliquée

dans les voies de signalisation impliquant Ras, via la phosphorylation de KSR1 (kinase
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suppressor of Ras; Ser 392) qui inhibe Dlactivation et la translocation de Ras a la

membrane, aussi reliée a la protéine 14-3-3 (Muller et al., 2001).

Finalement, la recherche de substrats de c-tak1/kp78/mark3 dans les banques de données
TrEMBL et Swiss-Prot a I'aide du motif ®*xRxxS*®xxx®* (ou ®* est un résidu
hydrophobique avec des chaines aliphatiques, X est n’importe lequel des acides aminés, *
est un site phosphorylé et @ est un acide aminé hydrophobique) a permis de trouver un
substrat additionnel, la protéine PKP2, qui partage ce motif avec Cdc25C et KSR1. Cette
protéine appartient & la famille des plakophilines localisées dans les desmosomes et le
noyau. PKP2 serait impliquée dans I’assemblage de desmosomes (Mertens et al., 1996). Sa
phosphorylation par c-takl crée aussi un site de liaison pour la protéine 14-3-3 et par
conséquent, influence la localisation de la protéine. Ainsi, jusqu’a maintenant, c-takl
semble avoir un role dans les événements régulant la localisation des protéines affectant le
cycle cellulaire ainsi que la transmission des signaux des voies de signalisation et les

interactions cellule-cellule.

1.10. Hypothéses et Buts du travail

1.10.1 Premiére partie: Endogline

L’endogline est une protéine transmembranaire essentielle au développement des vaisseaux
sanguins lors de I'embryogenése. Elle est aussi exprimée dans les cellules immunitaires et
inflammatoires chez I’humain et associée a l'angiogenése dans les tissus adultes,
notamment dans les cancers. C'est aussi un récepteur accessoire du TGFB qui, lorsque

exprimé, s'associe au complexe formé des récepteurs I et II du TGFB et module les effets du
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TGFB sur les fonctions (prolifération, adhésion, motilité, mort/apoptose) cellulaires. C'est
dans ce contexte particulier que les travaux sur I'endogline ont été réalisés, notamment au
niveau de l'utérus de souris, des cellules endothéliales humaines et des cellules épithéliales

cancéreuses de la prostate humaine.

Volet 1: Endogline chez la souris

Des études préliminaires du laboratoire du Dr St-Jacques sur I’expression du transcrit de
l'endogline ont démontré des niveaux particuliérement élevés dans les tissus du systéme
reproducteur chez la souris, notamment dans ’utérus gravide et lors du cycle oestral et sa
présence dans les cellules stromales des tissus utérins normaux, hyperplasiques et
néoplasiques chez I"humain. /n situ, la co-localisation de I’endogline et du TGF-81 sécrété
dans le stroma utérin a donc suggéré que I’endogline joue un réle dans la médiation des
effets du TGFB dans l'utérus, au cours de la décidualisation, de I’implantation et de la
placentation. Les objectifs de ce projet sont donc d’une part, d’investiguer le role de
I’endogline dans la médiation des effets du TGFB au niveau des cellules stromales utérines
in vitro et d’autre part, d’étudier la régulation de Pexpression de I’endogline au niveau de
ces cellules par les facteurs suivants: interleukine-1 et 6, IFN-y, TNF-c, TGFP et PGE2

dont le role est primordial en période péri-implantatoire.

Volet 2: L'endogline dans les cellules prostatiques cancéreuses chez P’humain

Les FC, les cytokines, les neuropeptides, le TGFf sont autant de facteurs qui combinés aux
hormones sexuelles peuvent étre impliqués dans la transformation des cellules prostatiques
normales en cellules cancéreuses. Leurs actions nécessitent 1’activation de nombreuses

voies de signalisation. Le TGFB est un facteur de croissance dont la complexité des effets



i
\

88

prend son origine dans la diversité d’actions selon le type cellulaire, ses modes d’action

autocrine ou paracrine et son mode de signalisation médié par ses récepteurs de types I et
II. Ces derniers peuvent &tre modulés par la présence de récepteurs accessoires tel le
betaglycan et I’endogline. Plusieurs études montrent que I’endogline est associée a
I’angiogenése, un processus requis pour la formation des métastases. De plus, il appert que
Pendogline pourrait étre exprimée dans certains types de cellules épithéliales cancéreuses.
Au moment ou ce travail a été initié, une étude préliminaire rapportait l'expression de
'endogline dans les cellules prostatiques cancéreuses humaines. Etant donné les travaux
antérieurs du laboratoire sur le TGFB & titre d'inhibiteur de leur prolifération et de
modulateur puissant de l'activation rapide de diverses protéines kinases, nous avons
proposé que l'endogline module ces effets du TGFB sur les cellules prostatiques. Les
objectifs sont, dans un premier temps, de caractériser ’expression de I’endogline dans les
cellules prostatiques cancéreuses, puis d'investiguer 'effet de I’expression de ’endogline

sur I'action du TGFB sur leur prolifération.

1.10.2. Deuxiéme partie: C-takl

Caractérisation de c-takl dans les cellules prostatiques

Les travaux du laboratoire se basent sur I’hypothése que les cellules souches prostatiques
transformées, controlées par les hormones stéroidiennes, les FC, les cytokines et les
produits des cellules NE, contribuent au développement et a la progression du CaP. Or la
prolifération normale de ces cellules et leur différenciation en cellules sécrétrices et NE
impliquent certains de ces facteurs dont les niveaux sont grandement modifiés. Plus

particuliérement, ces changements sont importants lors de la progression du CaP alors que



89

les cellules tumorales au phénotype peu différencié croissent malgré I'absence (ou de

faibles niveaux) d’androgénes découlant des thérapies endocriniennes. Comme corollaire, il
a €té proposé que les molécules des sentiers de signalisation empruntés par différents
facteurs de régulation de la croissance des cellules prostatiques et notamment les protéines
kinases, puissent étre différemment exprimées, activant les cascades de phosphorylation des
protéines qui favorisent les cellules du CaP. A la recherche de candidats possibles comme
marqueurs de CaP, plusieurs kinases ont été clonées a partir de cellules prostatiques
souches, dont une des S/TK appartenant a la famille Marks. L'hypothése de cette partie du
travail est que cette protéine est associée au CaP. Les objectifs sont d'identifier la ou les
kinases actives, de les caractériser dans les tissus et les cellules prostatiques, d’investiguer
les mécanismes sous-jacents a leur régulation, et finalement d'identifier des partenaires

potentiels de signalisation.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Tissus prostatiques humains

Les tissus prostatiques humains bénins et cancéreux ont été obtenus aprés la chirurgie du
département de pathologie en conformité avec les régles établies au centre universitaire de
santé McGill (CUSM/MUHC). IIs ont été immédiatement congelés dans ’azote liquide.
Les prostates normales provenaient d’autopsies d’hommes 4gés de moins de 50 ans et ont
été récupérées dans un délai maximal de 6 heures (h) post-mortem. Des échantillons de
tissus ont été fixés a la formaldéhyde, enrobés a la paraffine, et analysés du point de vue

histologique afin d'établir sa classification (HBP ou CaP).

2.2. Tissus prostatiques de chien

Le chien représente un modéle d’excellence par ses similarités avec la prostate humaine
puisqu'il développe avec 1’dge une hyperplasie de la prostate et présente des lésions de type
PIN ainsi que le CaP (Huggins, 1940; Chevalier et al, 1980) Le modéle canin est
largement utilisé dans le laboratoire du Dr Chevalier et a été bien caractérisé. De maniére
générale, les prostates normales (poids variant entre 5-20 g) ont été obtenues de chiens
intacts (non castrés) matures et sans distinction de race. Dans certains cas, les animaux ont
subi des manipulations hormonales pour modifier les populations cellulaires de I'épithélium
prostatique 4 semaines apreés la castration qui élimine d'abord les cellules luminales. Ainsi,
afin de favoriser le renouvellement de I’épithélium luminal, les chiens normaux castrés ont
regu des androgénes (5a-androstane-3 a,17 B-diol) alors que les cestrogénes (17f-estradiol-

cyclopentylpropionate) ont été utilisés afin d’induire la métaplasie des cellules basales, tel
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que décrit précédemment (Landry et al., 1996) et adapté de la littérature (Leav and Ling,

1968).

Dans tous les cas et immédiatement aprés le sacrifice et ’obtention de la prostate, la glande
était pesée, nettoyée de sa capsule externe et coupée en petits morceaux sur glace. Pour
chacune des prostates, des échantillons étaient fixés avec de la paraformaldéhyde afin de
valider les effets des traitements hormonaux via ’examen histologique des tissus. Les
cellules basales ont été identifiées par immunohistochimie au moyen d’un anticorps anti-
cytokératine (34BE2) (Shah et al., 1991) et les cellules sécrétrices ont été ont caractérisées
avec des anticorps reconnaissant I’arginine estérase (don du Dr J Dubé, CHUL, Québec) et
la phosphatase prostatique acide (Isaacs and Shaper, 1983). Le tissu a été utilisé soit pour
I’isolation des cellules prostatiques (glandes de chiens normaux intacts) et/ou l'extraction

des protéines.

2.3. Isolation et culture primaire des cellules prostatiques canines

Aprés que le tissu adipeux, la capsule et I'urétre prostatiques aient été enlevés, le tissu
prostatique était émincé et les cellules dissociées par des traitements successifs avec 0,25%
de collagénase (InVitrogen, Burlington, Ontario, Canada) a 37°C tel que décrit
précédemment (Chevalier et al., 1984). Par la suite, les cellules étaient centrifugées a basse
vitesse (800g) afin d’éliminer les débris. De fagon générale, les cellules étaient directement
mises en culture dans des pétris, a différentes densités selon les besoins expérimentaux. Les
cellules étaient cultivées dans du milieu MEM (InVitrogen) supplémenté avec 10% de

sérum de veau feetal dialysé (InVitrogen), 100 pg/mL de streptomycine, 100 U/mL de
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pénicilline et 0,1% d’amphotericine B (Fungizone, In Vitrogen). La culture se

poursuivait ainsi pendant 3 jours afin de permettre I’adhésion des cellules basales a ’aide
de la vitronectine présente dans le sérum de veau feetal dialysé (Chevalier and Chapdelaine,
1988). Il a été¢ démontré qu'en culture primaire, les cellules basales adhérent de fagon
préférentielle puis proliferent (Chevalier et al., 1981) en absence des stéroides sexuels
(Chevalier et al., 1984) et ce malgré I'expression du récepteur des androgénes (Turcotte et
al., 1988). Comme ces cellules proliferent activement en présence de FC contenus dans les
sérums canin et humain (Chevalier et al., 1991; Chevalier et al., 1993), le milieu de culture
était remplacé apreés 3 jours par du MEM contenant des antibiotiques et antifongiques et
10% de sérum de chien comme source de facteurs de croissance (Chevalier et al., 1981;
Chevalier et al,, 1991). Ce modéle avec ses caractéristiques de croissance androgéno-
indépendante nécessitant 1’apport de FC s’apparente a la situation des cellules prostatiques
cancéreuses humaines indépendantes des androgénes. Des études antérieures ont permis de
montrer des niveaux élevés de TK et de protéines phosphorylées sur tyrosine dans les
cellules épithéliales basales en prolifération du modéle canin in vivo et in vitro (Tessier et

al., 1989; Bourassa et al., 1991a; Nguyen et al., 1992; Landry et al., 1996).

Dans certaines expériences, les cellules fraichement isolées étaient séparées par
centrifugation de la suspension cellulaire contenant 27,5% de Percoll (Pharmacia,
Montréal) & 20 000g pendant 30 minutes (min) de fagon a former un gradient et obtenir en
plus des globules rouges a la base du gradient, une bande de cellules épithéliales sécrétrices

de faible densité et une autre des cellules basales, plus denses (Chevalier et al., 1980).
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2.4. Lignées humaines

Différentes lignées cellulaires ont été utilisées. Pour les fins de I’étude portant sur
I’endogline, les cellules HOON ont été cultivées dans du RPMI-1640 (In Vitrogen) sans
antibiotiques, contenant 10% de sérum de veau feetal inactivé (Life Technologies,
Gaithersburg, USA). Les fibroblastes humains provenant de résections mammaires
obtenues par 1’équipe du Dr. Philip du MUHC ont été mis en culture primaire dans du
DMEM (In Vitrogen) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, | mM de pyruvate de
sodium, 2 mM de glutamine, 100 pg/ml. de streptomycine et 100 U/mL de pénicilline (In
Vitrogen). Les cellules 293 (fibroblastes de reins d’embryons humains) utilisées pour les
transfections ont été fournies par le Dr. Durocher (IRB: Institut de Recherche en
Biotechnologie, Montréal, Canada, Montréal). Elles ont été cultivées dans du DMEM
contenant 5% de sérum de veau feetal, 100 pg /mlL de streptomycine et 100 U/mL de
pénicilline.

Plusieurs lignées parentales de cellules prostatiques cancéreuses humaines ont €té établies a
partir de métastases d’un CaP et ont été achetées de I’American Type Culture Collection,
soient les cellules androgéno-indépendantes, PC-3 (Kaighn et al., 1979) et DU145 (Stone et
al., 1978) et les cellules androgéno-sensibles LNCaP (Horoszewicz et al, 1983), qui
dérivent respectivement de métastases osseuses, cérébrales, et ganglionnaires. Les lignées
PC-3 et LNCaP ont permis d'obtenir d'autres sous-lignées avec des propriétés différentes et

résumeées au tableau 7.
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Tableau 7. Principales caractéristiques des lignées des cellules cancéreuses
prostatiques humaines

Nom Origine Expression Récepteur Réponse Tumorigénicité
APS androgéne aux androgénes souris nue

LNCaP ganglion + + + +/-
LNCaP-C4 + + + +
LNCaP-C2 + + - +
Du-145 systéme nerveux - - - +
PC-3 vertébre - - - +
PC-3M - ? - +
PC-3Pro4 - ? - +
PC-3LN4 - ? - +

La sous lignée PC-3M a été générée par Iinjection de cellules PC-3 dans la prostate de
souris nue et a produit des métastases dans le foie (Kozlowski et al., 1984). Elle a servi a
produire les lignées PC-3MPro4 (isolées de la prostate) et PC-3MLN4 (métastases dans les
ganglions lymphatiques) (Pettaway et al., 2000; Stephenson et al., 1992). Ces lignées ont
été aimablement fournies par le Dr. 1.J. Fidler (Houston, Texas, USA). La lignée LNCaP
co-injectée avec des fibroblastes osseux chez la souris castrée a produit des tumeurs
chimériques sous-cutanées d'ou les lignées C4 et C4-2 ont été dérivées (Wu et al., 1994).
Ces deux lignées nous ont été données par le Dr. L Chung (Charlottesville). Toutes ces
cellules de CaP humain ont été cultivées dans du RPMI-1640 auquel était ajouté 10% de

sérum de veau feetal dialysé, 100 ug/mL de streptomycine et 100 U/mL de pénicilline.
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2.5. Lignée de cellules cancéreuses de prostate canine

La lignée androgéno-indépendante cancéreuse prostatique de chien, DPC1, a été établie et
fournie par le Dr. Anidjar (Anidjar et al., 2001). Les cellules ont été cultivées dans le méme
milieu que celui des cellules humaines mais supplémenté avec 25 mM d’ HEPES (acide N-

(2-hydroxyméthyl)-1-pipezarine éthane sulfonique) et 2 mM de glutamine.

2.6. Extraction des protéines des tissus prostatiques

De fagon générale, les procédures reliées a la préparation des protéines sont effectuées a 4
°C et les solutions sont toujours refroidies. Le tampon de solubilisation composé de 25 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 200 mM KCIl, 2mM EDTA (acide éthylénediamine tétraacétique), 2mM
EGTA (acide éthylénebis(oxyéthylénenitrilo) tétraacétique), 5 mM de DTT, (dithiothreitol)
1 mM Na3zVO, et d'inhibiteurs de protéases (10pg/mL d’aprotinine, Spug/mL de leupeptine
et Spg/mL de pepstatine) a été ajouté aux morceaux de prostate dans une proportion de 4
volumes par gramme de tissu. La suspension était homogénéisée a l'aide d’un Polytron puis
centrifugée dans un premier temps pendant 10 min & 3 000g afin d’enlever les débris
cellulaires et les noyaux. Les surnageants obtenus étaient centrifugés de nouveau pendant
60 min a 105 000g afin d’obtenir la fraction membranaire dans le culot et les protéines

cytosoliques solubles.

2.7. Extraction des protéines des cellules en culture

Les feuillets cellulaires préalablement placés sur glace étaient rincés trois fois avec un
tampon phosphate salin (PBS) contenant 1 mM Na;VO, et 100 pM de NaF. Les cellules

étaient récupérées par grattage dans un tampon de solubilisation composé de 50 mM Tris-
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HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM Na;VO,, 100 uM de NaF,

10 pg/mL d’aprotinine et 5 pg/mL de leupeptine. Les suspensions étaient maintenues a 4 °C
pendant 30 min avec une agitation lente puis centrifugés pendant 10 min & 10 000g. Les
surnageants étaient récupérés et conservés a —80 °C. La concentration de protéines de
chaque échantillon a été déterminée par un essai protéique BCA (Pierce, Chemical Co.,

Rockford, IL).

2.8. Extraction des protéines membranaires du placenta

Le placenta humain, généreusement fourni par le Dr Bégin (Hopital Sacré-Cceeur, Montréal)
a ¢été rapidement réduit en petits morceaux sur glace. Les échantillons ont ensuite été
congelés a —80 °C jusqu’a leur homogénéisation au Polytron, tel que décrit ci-haut, dans un
tampon de solubilisation froid composé de: 25 mM HEPES pH 7.4, 2 mM EDTA, 2 mM
EGTA, 200 mM KCl, 5 mM DTT, 0,1 mM Na;VO, contenant des inhibiteurs de protéases
(10 pg/mL d’aprotinine, 5 pg/mlL de leupeptine, 5 pg/mL de pepstatine, 5 mM de
benzamidine, 1 mM de fluorure de phénylméthysulfonyl ou PMSF). Le surnageant était
recueilli aprés une premiére centrifugation 4 3 000g pendant 10 min et centrifugé de
nouveau a 105 000g pendant 60 min. Le culot obtenu était resuspendu dans le méme
tampon de solubilisation mais supplémenté avec 0,5% de CHAPS (acide
cyclohexlaminopropane sulfonique). Aprés une derniére centrifugation a 105 000g pendant

60 min, les protéines membranaires étaient recueillies dans le surnageant.
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2.9. Stimulation des cellules

2.9.1. TGFB, neuropeptides, et agents chimiothérapeutiques
Le TGFB (R&D systems, Minneapolis, MN) a d’abord été dilué a une concentration de 1

pg/mL dans une solution de 4 mM HCI contenant 0,1% d’albumine sérique de beeuf (BSA),
aliquoté puis congelé a —80 °C. Pour les expériences, il a été dilué a une concentration de
40 pM dans du RMPI-1640 en absence de sérum et ajouté pour les périodes de temps
indiqués aux cellules en feuillet atteignant 70 a 80% de confluence et préalablement privées
de sérum pendant 24 h. Le contr6le négatif consistait en des cellules incubées dans le
milieu RPMI-1640 sans le TGF-Bl. Aprés le traitement, les pétris étaient rapidement
déposés sur la glace, le milieu était retiré, et les cellules étaient préparées pour I’extraction
des protéines. Des cultures paralléles dans les mémes conditions permettaient d'étudier les

effets sur la croissance (décrit ci-apres).

Les neuropeptides, tels que la bombésine (Sigma, St-Louis, MO), la calcitonine, la
substance P et la katalcine (Bachem, Torrance, CA), ont été solubilisés selon les directives
des fabricants et dilués selon les concentrations indiquées dans du' RPMI-1640. Aprés 24 h
de privation de sérum, les cellules étaient traitées aux neuropeptides pendant 10 min a
37°C, puis préparées pour I’extraction des protéines. Aprés une privation de sérum de 24 h,
les cellules ont été traitées a ’interleukine 6 & 100 ng/mL pendant les temps indiqués.
Différents agents chimiothérapeutiques et drogues ont été utilisés: taxol, vinblastine,
vincristine, et colchicine (Sigma). Toutes les drogues étaient conservées a Pabri de la
lumiére. Le taxol et la vinblastine ont d’abord été solubilisés dans du diméthyl sulfoxyde

(DMSO) a une concentration de 10 mM alors que la vincristine et la colchicine ont été
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diluées dans 1’eau respectivement a 10 et 100 mM. Au moment de P’expérience, les

drogues étaient préparées a différentes concentrations dans le RPMI-1640 contenant 10%
de sérum de veau feetal dialysé et appliquées aux cellules prostatiques cancéreuses, ayant
atteint 80% de confluence 48 h aprés leur ensemencement, pendant les périodes de temps
indiquées. Le traitement des cellules de chien avec les drogues chimiothérapeutiques ont
débuté apres le jour 3 de la culture primaire. Les effets ont été mesurés sur la croissance

(test au MTT) de méme que sur I’activité kinasique en gel (décrits ci-aprés).

2.9.2. Stéroides sexuels

Les cellules prostatiques de chien ont €té traitées avec les stéroides a partir du jour 3 de la
culture primaire et ce, pendant 4 jours. Le traitement des cellules consistait a ’ajout de 1
pg/mL de DHT ou de 1 pg/mL d’estradiol (E2) dans du MEM enrichi ou non de 10% de
sérum de chien préalablement déplété des stéroides sexuels sériques via le charbon de bois
(Chevalier et al., 1984). A la fin du traitement, les cellules étaient préparées pour I’essai
d’activité kinasique en gel. Des cultures paralléles ont été réalisées dans les mémes
conditions afin de déterminer les effets sur la croissance par comptage des cellules (tel que

décrit ci-apres).

2.10. Mesure des fonctions cellulaires

2.10.1. Prolifération cellulaire: effets du TGF-$1 et des dregues
chimiothérapeutiques

Les cellules humaines PC-3, PC-3M, PC-3Pro4, PC-3LN4 en suspension dans le RPMI-

1640 complet ont été ensemencées dans des pétris de 30 mm a raison de 1 500 cellules/cm’.
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Aprés 72 h d’incubation, permettant I’adhésion et ’étalement cellulaire, les cellules ont

été privées de sérum pendant 24 h et par la suite, traitées avec les concentrations indiquées
de TGF-B1. Le milieu était remplacé aux deux jours. Le compte cellulaire était déterminé
aux deux jours a I’aide d’un hémacymetre aprés la trypsinisation des cellules avec une
solution de trypsine-EDTA (In Vitrogen). La viabilit¢ cellulaire était vérifiée par
I’exclusion du bleu de Trypan. Le calcul du temps de doublement a été effectué¢ a I'aide de

de I’équation de la courbe de croissance exponentielle.

Pour l'étude des effets des drogues chimiothérapeutiques et la colchicine, les cellules
humaines PC-3 et LNCaP et canines ont €té¢ ensemencées dans des plaques NUNC de 96
puits & des densités respectives de 1 000, 10 000, et 20 000 cellules/0,2 cm’. Aprés leur
période d’adhésion et d’étalement, les cellules étaient traitées avec les différentes drogues
aux concentrations et périodes de temps indiquées. A la fin de la culture, la croissance
cellulaire était évaluée par la méthode du MTT (bromure de 3-(4,5 diméthylthiazol-2-yl)
2,5-diphényl-tétrazolium) basée sur I’action de la déshydrogénase mitochondriale sur le
substrat MTT, formant ainsi des cristaux de formazan révélés a 540 nm. Briévement, le
MTT est ajouté au milieu de culture & une concentration finale de 0,5 mg/mL. Les cellules
ont été ensuite incubées pendant 4 h a 37°C. Aprés le retrait du milieu d’incubation, les
cristaux de formazan ont €té solubilisés a I’aide du DMSO et I’absorbance était déterminée
a I'aide d’un lecteur de plaques, utilisant la lecture d’un puits avec le DMSO seulement
comme contrdle de référence. Chaque point expérimental a été effectué en sixtiplicata et les

expériences ont été répétées trois fois.
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2.10.2. Visualisation de ’apoptose

Les cellules ont été ensemencées dans des chambres de culture (Lab-Tek, Permanox
Chamber Slide, Nalgene Nunc International Corp., Naperville, IL). Aprés la période
d'adhésion, les cellules ont été exposées aux drogues chimiothérapeutiques selon la
méthode décrite ci-haut. Par la suite, le milieu de culture, les chambres, et les bordures de
silicone ont été retirés et les cellules ont été incubées pendant 10 a 15 min en présence de
’annexine-V-FLUOS et d’iodure de propidium (Annexin-V-Fluos, Roche Diagnostics).
Une goutte de milien de montage pour la microscopie (Immuno-FluoreTM, ICN
Biomedicals, Montréal, QC, Canada) a été ajoutée afin de préserver la fluorescence, puis
les chambres ont été scellées avec une lamelle. Les cellules ont été¢ visualisées au moyen
d’un microscope inversé Olympus IX-80 et le traitement des images a été effectué avec le

logiciel ImageProPlus (Media Cybernics).

Les noyaux des cellules ont été visualisés par leur coloration au DAPI (4',6-Diamidine-2'-
phenylindole dihydrochloride). Les cellules ensemencées dans les chambres de culture ont
été lavées dans le PBS puis perméabilisées avec du Triton 0,1% dans du PBS. Apres la
fixation des cellules a I'aide de la paraformaldéhyde 4% pendant 10 min a 25 °C, elles ont
été incubées avec une solution de 10 pg/mL de DAPI (Roche Diagnostics) pendant 30 min.
Aprés les lavages, les lames ont été montées a I’aide d’une solution de 50% de glycérol

dilué dans le PBS. La fluorescence a été visualisée a 1’aide d’un microscope Diaplan Leitz.
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2.10.3. Synchronisation des cellules

Les cellules PC-3 en suspension dans du RPMI1-1640 contenant 10% de sérum foetal
dialysé ont été ensemencées a une densité de 3 000 cellules /cm” dans des pétris de 100 mm
et cultivées pendant 48 h. La synchronisation des cellules débutait par 48 h de privation de
sérum, suivie d'une incubation de 24 h dans du RPM1-1640 contenant 10% de sérum
auquel était ajouté soit 5 pg/mL d’aphicicoline (Sigma), 150 ng/mL de nocodazole (Sigma)

ou 600 pM de mimosine (Sigma) (Merrill, 1998).

A la fin du traitement, les cellules ont été lavées dans du PBS, trypsinisées et centrifugées
pendant 5 min. Pour les fins d’analyse en cytométrie en flux, une aliquote de 1x10° de
cellules a été traitée avec 20 pg/mL de Rnase (Sigma) pendant 30 min suivie d’une
incubation de 30 min avec 20 pug/mL d’iodure de propidium. Les cellules ont été analysées
au cytométre en flux et leur distribution dans le cycle cellulaire mesurée a I’aide du logiciel
ModFiLT. La partie restante des cellules a été utilisée pour vérifier I’activité de c-takl par

I’essai kinasique en gel (voir section 2.14).

2.11. Stratégies moléculaires

2.11.1. Extraction d’ARN, RT-PCR, et analyses par Northern blot

L’ARN total a été extrait a partir des cellules épithéliales prostatiques de chien en culture
primaire, des cellules prostatiques DPC-1, PC-3, LNCaP et des cellules HOON en utilisant
le Trizol (Life Technologies) selon les recommandations du manufacturier. Par la suite,

’ARN a été digéré avec de la DNase 1 (Promega, Nepean Ontario) 4 raison de 1-2 U/pg
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d’ARN dans un tampon contenant 10 mM Tris-HCL, pH 7.5, 2,5 mM MgCl, 0,5 mM

CaCl, pendant 30 min & 37°C. La qualité de ’ARN a été vérifiée sur un gel d’agarose

0,8%.

L’ARN total a été transcrit en ADNc dans un tampon de réaction pour la reverse
transcriptase (RT) 1X contenant 50 U d’enzyme Expand RT (Roche), 20 pmoles
d’hexameéres, 10 mM DTT, 10 mM de chacun des nucléotides dATP, dCTP, dGTP, et
dTTP dans un volume de 20 pL selon un programme de 10 min a 30 °C, suivi de 45 min a
42 °C. Par la suite, les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume de réaction de 50
pL composé d’un tampon PCR 1X contenant de 1,5 mM MgCl,, 2,6 U d’enzyme Expand
High Fidelity (Roche Diagnostics), 0,2 mM de chacun des dANTP (désoxynucléotide

triphosphate) et 0,1 mM de chacune des amorces sélectionnées.

La détermination des transcrits de p78 (Genbank # M80359), c-takl (Genbank # U64205)
et c-tak75a (Genbank #AF159295) a été réalisée a I’aide de deux séries de paires d’amorces
(InVitrogen) afin de: 1-discriminer entre les transcrits de c-takl et p78 avec la paire
d'amorces S1 S (5’-CGATGAAATCACAGCTA-3’ et AS (5-
CCTTCTGTTGTTGTGGCGTATC-3") correspondant respectivement aux nucléotides de
1437-1453 et 1654-1672 qui permet de générer des fragments de 235 paires de base (pb)
pour c-tak1/kp78/mark3 et de 187 pb pour p78; 2-distinguer entre les transcrits c-tak75a et
c-tak1/kp78/mark3 avec la paire d’amorces S2 S (5-GTGGAGGTGAAGTATTTG-3’ et
AS 5-GTTCATATCGGCATCTAAC-3") se positionnant respectivement aux nucléotides
782-799 et 930-948 qui génére des fragments de 235 pb pour c-tak75a et 166 pb pour c-

tak1/kp78/mark3. Les réactions de PCR ont été effectuées selon un programme de 40
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cycles de 1 min a 94 °C, 30 secondes a 58 °C, 1 min a 72 °C, se terminant par une phase
d’¢longation de 7 min & 72 °C. Les produits de PCR ont été vérifiés au moyen d’une
€lectrophoreése sur un gel d’agarose 2% et visualisés par la coloration au bromure
d’éthidium.

Pour les analyses des transcrits d’endogline et de c-takl par Northern, ’ARNm a été isolé
et purifié au moyen de la trousse Oligotex Direct mRNA Mini Kit (Qiagen, Mississauga,
Ontario, Canada). L’ARNm (5 pg) a été séparé par électrophorése sur un gel d’agarose de
1% contenant du formaldéhyde et transféré par capillarité sur une membrane de nylon
chargée positivement (Roche Diagnostics). L’hybridation a été effectuée selon les
recommandations du manufacturier (Roche Diagnostics) en utilisant une sonde d’ARNc
d’endogline ou de c-takl/kp78/mark3 marquée a la digoxigénine (DIG). Les transcrits ont
€t€ révélés via I'utilisation d’un ensemble de détection CDP-star (Roche Diagnostics), basé

sur la luminescence.

La sonde d’ARNc de I'endogline a été synthétisée par la transcription in vitro d’un
fragment de 293 pb d’endogline (acides aminés 322-419) sous-clonée dans le vecteur
pGEM3Z (Promega, Nepean, Ontario, Canada). Ce fragment a été préalablement obtenu
par la digestion de '’ ADNc de I’endogline a I’aide des enzymes de restriction Pst-1 et Sacl
dans le vecteur pUCI3. Aprés linéarisation du vecteur pGEM3Z avec I’enzyme Sacl,
PARN a été synthétisé a 'aide de la polymérase ARN SP6 et des dNTP incluant le
nucléotide uridine-DIG triphosphate, produisant la sonde anti-sens. La sonde contrdle sens

a été préparée avec la polymérase ARN T7 apreés la linéarisation du vecteur avec I’enzyme
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Pst-1. La taille et la concentration des sondes ont été vérifiées respectivement, via la

visualisation de la sonde sur un gel d’agarose et I’analyse par immunobuvardage avec des
sondes contrdles de concentrations connues. Les sondes obtenues ont été solubilisées dans
de I’eau traitée au diethylpyrocarbonate contenant 1% de sodium dodecyl sulfate (SDS) et

congelées 4 —80 "C jusqu’a leur utilisation.

Les sondes d’ARNc de c-takl/kp78/mark3 ont été produites par la transcription d’un
fragment de 557 pb (acides aminés 38-222) aprés linéarisation du vecteur pGEM3Z avec
’enzyme Sall pour la sonde anti-sens et EcoRI pour la sonde contrble. Le contrdle de la
quantité d’ARN présente dans la membrane a été vérifié a 1’aide d’une sonde commerciale

d’actine marquée a la digoxigénine (Roche Diagnostics).

2.11.2. Production de la protéine recombinante c-takl/kp78/mark3 Myc-His

2.11.2.1. Amplification de c-takl/kp78/mark3

La séquence codante compléte de c-tak1/kp78/mark3 a été amplifée par PCR en utilisant
les amorces S 5’-AGCTTGGTACCGCCGCCGCCATGTCCACTAGGACCCCAT-3’
(correspondant aux nucléotides 376-394) comprenant un site de restriction pour l'enzyme
Kpnl et AS  5-ACTCGAGCGGCCGCAGCAGCTTTAGCTCATTGGCAAT-3’
(correspondant aux nucléotides 2542-2559) incluant un site de restriction pour l'enzyme
Notl (InVitrogen). La taille de ’amplicon attendu est de 2,2 kb. La réaction de PCR a été
réalisée en utilisant le systéme Expand High Fidelity PCR System (Roche Diagnostics)
selon un programme de 1 cycle de 2 min a 94 °C, 30 secondes a 25 °C, 2 min a4 72 °C; 10

cycles de 15 secondes a 94 °C, 30 secondes a 62 °C, 2 min a 72 °C, avec une augmentation
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de la phase d’élongation de 20 secondes a chacun des cycles, se finalisant par un temps
d’élongation de 7 min & 72 °C. Le produit amplifié a été digéré a 'aide des enzymes Kpnl

et Not 1 et cloné dans le vecteur pcDNA3.1 Myc-His (InVitrogen).

2.11.2.2. Expression de la protéine dans les cellules de mammiféres

Les cellules 293 ont été transfectées de fagon transitoire en utilisant la lipofectamine (Life
Technologies) avec le vecteur pcDNA3.1Myc-His contenant ADNc de c-taklkp78/mark3
ainsi que le vecteur pcDNA3.1 Myc-His vide comme contrdle négatif. Les cellules ont été
lysées 48 h apreés la transfection pour extraire les protéines afin d'analyser l'expression de c-

tak1/kp78/mark3 par immunobuvardage et I’essai kinasique en gel.

2.11.3. Clonage d’un fragment de c-takl/Kp78/mark3 dans le vecteur de fusion
génique

Afin de produire la protéine de fusion, un fragment de c-takl/kp78/mark3 a d’abord été
introduit dans le vecteur de fusion génique. Ce dernier de la taille de 1253 pb a été produit
par PCR a I’aide de la paire d’amorces S 5’-GCGCAGCTTGAATTCCCATGAAGAAGA

TGAACTCAAACC-3’ comprenant un site de restriction FEcoRI et AS 5'-
GCGCACTCGAGTCGACTTACAGCTTTAGCTCATTGGCAAT-3*  (positions  des
nuclétotides S 1306-1328 et AS 2542-2559) ayant un site de restriction Sall, a partir du
vecteur pCR-Script SK (+) (Stratagene, La Jolla, CA) dans lequel était cloné I’ADNc de c-
tak1/kp78/mark3. Les conditions de PCR sont identiques a celles décrites précédemment
utilisant le programme suivant: 2 min a 94 °C, 30 secondes 4 25 °C, 2 min a 72 °C et 9
cycles de 15 secondes a 94 °C, 30 secondes a 58 °C, 2 min & 72 °C, suivis de 4 cycles de 15

secondes a 94 °C, 30 secondes a 58 °C, 2 min a 72 °C augmentant de 20 secondes par cycle
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pour se terminer par une €élongation de 7 min a 72 °C. La taille du fragment obtenu a €té

vérifiée sur un gel d’agarose de 1% puis les bandes correspondant au fragment ont été
excisées et éluées du gel en utilisant la trousse Geneclean (BIO 101 Vista CA). Le fragment
a été par la suite cloné dans le vecteur de fusion PGEX-4T-3 et transformé dans les
bactéries compétentes XI.150 blue (Stratagene). Des pétris d’agar—ampicilline ont été
inoculés avec les bactéries transformées et incubés pendant une nuit 4 37 °C. Les colonies
ont été retirées et placées individuellement dans une solution de LB composée de 1% de
tryptone, 0,5% d’extrait de levures et 0,5% de NaCl en présence de 50 pg/mL d’ampicilline
pendant 18 h sous agitation a 37 °C. Les plasmides de chacune des cultures bactériennes ont
été isolés au moyen d’un kit de purification Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). L’ADN
purifié a été analysé sur un gel d’agarose 0,8% apres la digestion des plasmides avec les
enzymes de restriction EcoRl et Sall. Les cultures bactériennes dont les plasmides ont

intégré c-tak1/kp78/mark3 ont été conservées dans du glycérol (1:1, v/v) 4 —80 °C.

2.11.3.1. Induction du vecteur PGEX-4T-3—c-takl/Kp78/mark3

Les bactéries contenant le vecteur PGEX-4T-3—c-tak1/kp78/mark3 ont été incubées dans 5
mL de LB supplémenté avec 50 pg/mL d’ampicilline pendant 18 h. Par la suite, cette
culture a été ajoutée a 500 mL de LB contenant I’ampicilline et incubée a 30 °C jusqu’a
I’atteinte de la phase de croissance logarithmique (densité optique a 600 nm de 0,6-0,7).
L’expression de la protéine de fusion a été induite avec les concentrations d’isopropyl-B-D-
thio-galactopyranoside (IPTG) suivantes: 0,1, 0,3, 0,5, 1, 10 et 100 mM pendant 2 ou 4 h
jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 1,2-1,3. Aprés une centrifugation a 3 000g

pendant 10 min, les culots de bactéries ont été resuspendues dans SmL de PBS, congelées a
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—80 °C pendant au moins 1 h, dégelées, et lysées sur glace par sonication pendant 10
secondes et ce, a quatre reprises. Du Triton-X-100 a été ajouté a une concentration finale de
1% et la solution a été agitée doucement pendant 20 min. Le lysat a été clarifié par
centrifugation. Le culot a été solubilisé dans une solution d’urée 8 M, 50 mM Tris-HCI; pH
8.0 et 1 mM EDTA. L’induction de l'expression de la protéine de fusion a été vérifiée dans
le surnageant et le culot par visualisation du gel d’électrophorése au bleu de Coomassie.

2.11.4 Ktablissement de la lignée stable Tet-On

La transfection stable des cellules PC-3 a été effectuée a I’aide du Superfect selon le
protocole fourni par la compagnie en utilisant 40 pg du plamide pTet-On contenant un
¢élément de résistance au G418. La sélection des cellules résistantes débutait 2 jours apres la
transfection par I’ajout de 1 200 pg/mlL de G418 et le milieu était remplacé aux 4 jours.
Aprés 1 mois de culture, des colonies étaient apparues et ont été récupérées de fagon isolée
a I’aide des cylindres de clonage. Chaque colonie a été ensemencée dans un pétri de 30 mm
et multipliée afin de tester son potentiel d’induction en réponse a la présence de
doxycycline. Ceci fut vérifié par la capacité d’induction des clones par un essai de la §3-
galactosidase suivant leur transfection transitoire avec le plasmide pBI-G qui exprime le
géne rapporteur de la B-galactosidase. Le jour suivant la transfection, un groupe contrdle de
cellules transfectées a été incubé sans doxycycline et 1 pg/mL de doxycycline a été ajouté
au deuxiéme groupe de cellules provenant du méme clone. Par la suite, 48 h apres la
transfection transitoire, les cellules ont été lavées au PBS puis récupérées par grattage.
Aprés une courte centrifugation a 4 °C, le surnageant a été retiré et le culot de cellules a été

resuspendu dans un tampon contenant 0,1% Triton X-100. L’essai enzymatique consistait
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en 30 pL d’extrait cellulaire, 66 pL. d’o-nitrophényl- beta-D-galactopyranoside (ONPG)

I1X (4 mg/mL), 3 pL de tampon Mg 100 X (MgCl, 10 mM, 50 mM B-mercaptoéthanol), et
210 pL de tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7.4. Le contrdle positif a été préparé
avec 1 pL d’enzyme B-galactosidase (Sigma), 66 nL. d’ONPG, 3 uL de tampon Mg et 229
pL de tampon phosphate. Le contrdle négatif consistait en un mélange de 66 puL. d’ONPG,
3 uL de tampon Mg, et 230 pL. de tampon phosphate. Les échantillons ont été incubés a 37
°C pendant 30 min et la densité optique (lue immédiatement) 4 410 nm a été exprimée en
U/mg protéines. Les clones stables Tet-On (30) ont été utilisés pour transfecter 'ADNc de

c-tak 1/kp78/mark3.

2.114.1. Développement des lignées doubles stables Tet-On c-tak1/kp78/mark3

L’introduction des vecteurs pTRE-c-tak1/kp78/mark3 et pTK-Hyg permettant la sélection
des nouveaux clones via I’hygromycine a permis d’établir des clones PC-3 doubles stables.
Auparavant, I'insert c-takl/kp78/mark3 a été cloné dans le vecteur pTRE au site de
restriction Sac II suivi de la ligation du vecteur et de la transformation dans les bactéries
compétentes. Les plasmides recombinants ont €té identifiés au moyen de leur digestion par
les enzymes de restriction Sacll. La procédure de la co-transfection des lignées cellulaires
inductibles avec le vecteur pTRE-c-tak1/kp78/mark3 et le vecteur de sélection pTK-Hyg
€ait identique a celle décrite pour celle du vecteur Tet-On. Cependant, la sélection des
clones résistants était effectuée par I’ajout dans le milieu de 100 pg/mL d’hygromycine.
Les clones obtenus ont été testés en présence et en absence de doxycycline pour I’induction
de Pactivité kinasique de c-tak1/kp78/mark3. Les clones retenus (15) ont été congelés dans

une solution de 90% sérum de veau feetal et 10 % de DMSO a -170 °C.
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2.12. Production des anticorps avec des peptides de synthése

Les peptides synthétiques SHGDGRQEVTSRTSRSGARC correspondant aux acides
aminés 20-39 de la séquence de c-takl/kp78/mark3, de p78 et de c-tak75a ainsi que
LDASDSSSSSNLSLAK spécifique a c-tak1/kp78/mark3 ont été couplés a des chaines de
polylysine pendant leur synthése (IRB, Montréal, Canada). Ils ont été utilisés pour produire
des anticorps polyclonaux chez le lapin (2 animaux femelles par peptide), aprés avoir
prélevé des échantillons de sérums pré-immuns. Les peptides (émulsion de 1 mg dans
I’adjuvant complet de Freund) ont été injectés par voie sous-cutanée. Des doses de rappel
(émulsion de 500 ug avec I’adjuvant incomplet de Freund) ont été administrées & des
intervalles de deux semaines. Des vérifications périodiques du titre des anticorps par des
essais immuno-enzymologiques (ELISA) ont été effectuées et les lapines ont été sacrifiées

lorsque le titre a atteint au moins un million (généralement moins de 3 mois).

2.12.1.ELISA

Le test ELISA permet de mesurer la valeur du titre des anticorps via la détection des
complexes anticorps-antigéne par un anticorps secondaire couplé a une enzyme. Dans le
cas présent, les peptides ou antigénes (0,5 pg) dilués dans un tampon glycine 5 mM pH 9.2
ont d’abord été fixés dans les puits d'une plaque a 96 puits pendant une nuit a 4 °C. Apres 3
lavages au PBS, les sites non spécifiques ont été bloqués avec une solution de PBS
contenant 3% de BSA/PBS pendant 60 min. Les sérums immuns, aux concentrations
indiquées, ont été ajoutés dans les puits et incubés pendant 1 h & 25 °C. Suivant 3 lavages
au PBS, Panticorps secondaire (IgG anti-lapins levés chez le cobaye couplés & ’enzyme

peroxydase au RAIFORT; dilution 1/2 000, Pierce) a été ajouté et incubé pendant 1 h a 25
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°C. Les complexes immuns ont été révélés a I’aide d’une solution contenant le substrat

soit le o-phénylenediamine dihydrochloride (4%), 30% de peroxyde d’hydrogéne dans
le tampon glycine, pH 2. La réaction était arrétée par I’ajout de 25 pL par puit d’acide
sulfurique 4,5 N. Les produits des réactions ont été lus a 450 nm au moyen d’un lecteur de

plaques ELISA.

2.12.2. Purification des anticorps

Dans certaines situations, les immunoglobulines G (IgG) ont été purifiées sur une colonne
de protéine G ou A selon qu’il s’agira respectivement d’anticorps monoclonaux ou
polyclonaux. La colonne était d’abord équilibrée avec un tampon TTBS composé de: 0,3 M
NaCl, 20 mM TrisHCI, pH 7.8, 0,1% (v/v) Tween-20 et 0,01% NaNj; contenant du NaCl a
une concentration finale de 0,5 M. Le sérum ou les surnageants d’hybridomes contenant les
anticorps monoclonaux étaient absorbés dans la résine pendant 1 h. La colonne était par la
suite lavée dans 3 volumes de TTBS. Les anticorps ont été élués a I’aide du tampon glycine
0,2 M, pH 2.8, contenant 0,02% NaNj et recueillis dans des tubes contenant un tampon de
neutralisation 1 M Tris, pH 8.5. Chacune des fractions était lue au spectrophotométre a 280
nm et les fractions correspondant au pic d’élution ont été regroupées en une seule aliquote.
Par la suite, la fraction contenant les anticorps a €té concentrée a P'aide de filtres de
centrifugation de type Centricon (Millipore, Nepean, Ontario, Canada). La quantité d’IgG a
été évaluée par le dosage de protéines a I’aide d’une trousse de dosage BCA. Les anticorps
purifiés ont été conservés en aliquotes a —80 °C. Les titres des anticorps étaient évalués a

I’aide du test ELISA décrit dans la 2.12.1.
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2.12.3. Vérification de la spécificité des anticorps
La spécificité des anticorps obtenus a €té vérifiée a 1’aide de la protéine recombinante c-

tak1/kp78/mark3 par immunobuvardage et essai d’activité kinasique en gel.

2.13. Analyse de I’expression des protéines

2.13.1. Détection d’antigénes de surface: I'endogline

La détection de I’endogline a la surface de la cellule a été réalisée par cytométrie en flux
avec un cytometre de type dual-laser FACSCalibur™ flow cytometer (Becton Dickison).
Les cellules ont d’abord été récupérées par trypsinisation rapide, lavées dans du PBS, et
centrifugées a 2 000g pendant 3 min. Par la suite, les cellules ont été incubées avec
I’anticorps 44G4 (fourni par le Dr Sylvie St-Jacques) a une concentration de 10 pg/mL
pendant 30 min 4 4 °C. Les cellules ont ét€ lavées de nouveau avec le PBS 3 fois puis
incubées avec I’anticorps secondaire couplé a la fluorescéine a une dilution de 1/50 (v/v)
pendant 20 min & 4 °C. Aprés les derniers lavages avec le PBS, les cellules ont été
transférées dans un tube d’analyse et la fluorescence a été mesurée. Les résultats ont été

analysés a I’aide du logiciel d’acquisition et d’analyse des données CellQuest™

2.13.2. Détection des protéines totales

2.13.2.1. Immunoprécipitations

Pour minimiser les interférences non spécifiques, les extraits protéiques (500 pg) étaient
d’abord incubés avec 20 pL de billes de protéine G sépharose (50% v/v, Pharmacia)
pendant 1 h pour ensuite récupérer le surnageant aprés centrifugation a 10 000g. Les

extraits étaient par la suite incubés soient avec les anticorps primaires (12,5 pL d’antisérum
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mark, 2,5 pL d’anticorps anti-myc (clone 9E10.2, InVitrogen), 20 pL d’anticorps anti-

Cdc25C (Transduction Laboratories, Lexington, KY) pendant une nuit, 4 4 °C. Les IgG pré-
immuns de lapin (sérums pré-immuns prélevés au laboratoire), de souris (Sigma), utilisés a
la méme concentration que les anticorps servaient de contrdle. Une suspension de protéine
G sépharose (20 pL; 50% v/v) était ajoutée aux extraits et I’incubation se poursuivait
pendant 2 h 4 4 °C. Les complexes immuns étaient récupérés par centrifugation a 10 000g,
lavés trois fois avec le tampon d’extraction des protéines cytosoliques et resuspendus dans

le tampon de Laemmli pour I'analyse par électrophorése.

2.13.2.2. Electrophorése

Les échantillons provenant d’extraits protéiques totaux (30 ug) ou d’immunoprécipités
¢taient dilués dans le tampon d’électrophorese (62,5 mM Tris-HCI 6.8, 2% SDS, 10%
glycérol, 5% B-mercaptoéthanol et 0,001% de bleu de bromophénol) et chauffés a 100 °C
pendant 3 min. Les protéines étaient par la suite déposées sur un gel d’acrylamide de
concentration de 4% (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0,1% SDS) puis séparées sur un gel
d’acrylamide (375 mM Tris-HCIl, pH 8.8, 0,1% SDS) de concentrations variées selon la
protéine étudiée (7,5% pour c-tak/kp78/mark3, Cdc25C et la tubuline; 9% pour ’endogline,
5% pour la protéine MAP4). Le tampon d’électrode (SDS-PAGE) était constitué de 192
mM glycine, 50 mM Tris, 0,1% SDS et les protéines ont été séparées avec un courant

électrique de 25 mA/gel.

Dans certaines expériences, I’électrophorése se déroulait facon semblable mais en

conditions non dénaturantes, i.e. en absence de SDS et de B-mercaptoéthanol, autant dans



113

les échantillons que dans les gels d’acrylamide. De plus, certains échantillons ont été
traités dans un tampon d’électrophorése non réducteur soit en absence de B-

mercaptoéthanol, avec ou sans étape de chauffage.

2.13.2.3. Transfert des protéines

La séparation des protéines terminée, le gel d’acrylamide était rincé dans le tampon de
transfert (192 mM glycine, 25 mM Tris, 20% méthanol) et les protéines étaient transférées
sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad, Life Science, Mississauga, Ontario, Canada)
a 100 mA pendant 1 h a 4 °C. Dans certains cas, lors du transfert de protéines de haut poids
moléculaire, 0,1% de SDS était ajouté au tampon de transfert et le temps de transfert était
augmenté de 2 h. La migration et le transfert des protéines ont été vérifiés par la coloration
de la membrane au rouge de Ponceau S (0,2% (p/v), 3,5% d’acide trichloracétique (TCA)
puis les membranes ont ét€¢ décolorées avec le tampon TTBS (0,05% Twen-20, 20 mM

Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl).

2.13.2.4. Immunobuvardage

Les sites non spécifiques étaient bloqués par I’incubation de la membrane dans une solution
de 5% de lait écrémé dans du TTBS pendant 1 h sous agitation douce. Les membranes ont
été incubées avec les anticorps appropriés (voir le tableau 8 pour les concentrations)
pendant 2 h a 25 °C avec agitation, exception faite des anticorps anti-endogline nécessitant
18 h d’incubation & 4 °C. Aprés trois lavages dans la solution TTBS, I’anticorps secondaire
couplé a la peroxydase de RAIFORT était ajouté et la membrane était incubée de nouveau

pendant 1 h. Faisant suite aux lavages dans le tampon TTBS, les bandes ont été révélées
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avec un systéme de chimiluminescence (ECL, Amersham Bio Sciences, Baie d'Urfé,
Québec, Canada) selon les recommandations du manufacturier. Le signal a été capté au

moyen de films Kodak.

Tableau 8. Immunobuvardages: types et concentrations d'anticorps

Protéine Type Concentration Compagnie

Cdc25C IgG lapin 0,2 pg/mL Santa Cruz

Tubuline IgG, souris 1,0 pg/mL Sigma

Myc IgG, souris 1/2000* InVitrogen

MAP4 IgG souris 0,25pg/mL Transduction
Laboratories

* La concentration initiale est non fournie par la compagnie. Une dilution 1/2 000 a été
utilisée.

2.14. Activité kinasique

Une technique permettant d'étudier I’activité de kinases dans un gel d’acrylamide a été
¢laborée dans le laboratoire (Durocher et al, 1992). Briévement, elle consiste aprés
l’électroph(_)rése des protéines (totales ou immunoprécipités) & débarrasser le gel du SDS
via deux lavages dans une solution de 50 mM imidazole, 28 mM d’acide iminodiacétique,
le premier contenant 20% de 2-propanol et I’autre sans 2-propanol mais contenant 10 mM
de B-mercaptoéthanol. Les protéines présentes dans le gel sont alors dénaturées avec 8 M
de guanidine-HCI pendant 90 min puis renaturées pendant 18 h a 4 °C dans une solution de
renaturation (25 mM imidazole, 14 mM acide iminodiacétique, 20 mM KCI, 10 mM 8-
mercaptoéthanol, 0,04% Tween-20, 10% sucrose (p/v)). L'ajout de 300 uCi d’ATP-y**P (3
000 Ci/mmole, Amersham) dans un tampon de phosphorylation (10 mM HEPES pH 7.4, 10

mM f-mercaptoéthanol, 20 mM MgClL, 5 mM MnCl,, 100 uM Na;VO,4) pendant 2 h
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permettait alors de mettre en évidence lactivité de phosphorylation des kinases

renaturées. L’excés de phosphate radioactif était enlevé par des lavages successifs (4
volumes de 1000 mL) au moyen d’une solution de 5% (p/v) TCA, 1% (p/v) NayP,O7, 1%
(p/v) NaH,POq, Les gels ont été par la suite équilibrés dans du méthanol 10% (v/v), colorés
au bleu de Coomassie 0,1% (p/v) dans 10% méthanol et 10% acide acétique, puis séchés.
La quantité d'IgG déposée sur gel aprés immunoprécipitation a été vérifiée par coloration
au bleu de Coomassie. Les gels ont été soumis a I’autoradiographie et/ou & I’analyse par
phosphoimaging. L’analyse densitométrique a été effectuée a I’aide du logiciel ImageQuant

(Molecular Dynamics).

2.15. Analyse des acides aminés phosphorylés

Afin de déterminer la nature des enzymes renaturées, les bandes ont été découpées du gel et
homogénéisées dans 1% SDS. Les protéines ont été précipitées pendant la nuit dans 6
volumes d’acétone froide, puis récupérées par centrifugation a 14 000g pour I’hydrolyse
acide (6 N HCI, 90 min a 110 °C). Les acides aminés phosphorylés ont été purifiés sur des
colonnes Sep-Pak C-18 et QMA (Millipore), tel que décrit (Durocher and Chevalier, 1994)
puis aprés lajout de chacun des acides aminés phosphorylés (pSérine, pTyrosine,
pThréonine) non marqués (4 pg) comme traceurs, ils ont été séparés par électrophorése bi-
dimensionnelle (premiére dimension pH 1.9 dans 2,5% d’acide formique, 7,8% d’acide
acétique; deuxieéme dimension, pH 3.5 dans 0,5% de pyridine, 5% d’acide acétique) sur
couche mince. La présence des acides aminés standards et ceux phosphorylés marqués a été
respectivement déterminée par coloration a la ninhydrine et I’exposition des plaques de

cellulose 4 un film en présence d’un écran intensifiant (Durocher and Chevalier, 1994).
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2.16. Analyse des interactions protéine-protéine

Les expériences de co-immunoprécipitations ont été réalisées sur des échantillons
préalablement incubés avec des billes de protéines G sépharose afin d’éliminer les
interactions non spécifiques des protéines avec les billes. Le tableau 9 résume les
différentes combinaisons d’analyse des immunoprécipités qui ont été réalisées par

immunodetection couplée ou non a I’essai kinasique de c-tak1/kp78/mark3.

Tableau 9. Combinaison des anticorps pour P’analyse des interactions protéine-

protéine

Interaction protéine-protéine | Immunoprécipitation Immunodétection Essai kinasique

C-tak1/kp78/mark3-tubuline anti-mark tubuline +
anti-tubuline + oui

C-tak1/kp78/mark3-MAP4 anti-mark MAP4 +
*anti-MAP4 -

C-tak1/kp78/mark3-Cdc25C anti-Cdc25C + oui

anti-mark Cde25C +

* L’anticorps anti-MAP4 ne fonctionne pas pour 'immunoprécipitation

2.17. Analyses statistiques

Les variations de niveaux de c-takl/kp78/mark3 ont été analysées a I'aide du logiciel
ImageQuant (Molecular Dynamics) et comparé en utilisant le test t Student two-tailed. Les
différences sont considérées significatives lorsque P<0,05. Les courbes de cytotoxicité et

les temps de doublement des cellules ont été analysés a I'aide du logiciel Prism selon
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respectivement I’équation de la courbe dose-réponse et I’équation de la courbe de
croissance exponentielle. Les courbes de croissance des cellules ont été comparées par
’analyse de la covariance (4nova two-way) et les effets de FC sur la prolifération cellulaire

ont €t évalués par le test de variance (4nova one-way).
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3. Résultats

La section résultats se divise comme suit:
Expression de ’endogline
Volet 1: Le role de I’endogline dans les cellules stromales de I'utérus de souris

L’endogline est un récepteur du TGFB dont I’expression peut moduler les effets du TGFB.
Les résultats du volet 1 sont présentés dans I’article suivant: Characterization of endoglin

on mouse uterine stromal cells.

Volet 2: L’endogline dans les cellules prostatiques

Typiquement, I’endogline est exprimée dans les cellules endothéliales, les fibroblastes et
les cellules du systéme immunitaire. L’expression différentielle de I’endogline dans les
cellules prostatiques cancéreuses pourrait expliquer les effets du TGFB sur leur croissance
dans le CaP. Ces travaux ont permis aussi d’identifier la présence de ’endogline dans des
cellules microvasculaires humaines et ont favorisé un travail en collaboration avec le Dr
Philip dont Particle publié: Endoglin expression on human microvascular endothelial cells:
association with betaglycan and formation of higher order complexes with TGF-f8

signalling receptors a été placé en annexe I a Ia fin de cette these.
Caractérisation de c-takl/kp78/mark3

Etudes de I’expression, de la régulation et de partenaires de signalisation de la kinase c-

tak1/kp78/mark3 dans les cellules prostatiques.
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3.1. Expression de I’endogline
Les travaux sur l'endogline ont €té réalisés dans le contexte de son rdle de récepteur
accessoire du TGFB, qui lorsque exprimé, s'associe au complexe formé des récepteurs I et

IT du TGFB et module les effets du TGFB sur les fonctions cellulaires.

3.1.1. Volet 1: Le role de ’endogline dans les cellules stromales de I'utérus de souris

Les études préliminaires du Dr St-Jacques indiquant des niveaux particuliérement élevés du
transcrit de l'endogline dans les cellules stromales des tissus utérins ainsi que sa co-
localisation in situ, avec le TGF-B1 sécrété dans le stroma utérin ayant suggéré un role de
I’endogline dans la médiation des effets du TGFB dans l'utérus, nous avons développé un

modele d’étude chez la souris.

Les résultats de ces travaux ont été publiés dans un article identifié sous le titre de
Characterization of endoglin on mouse uterine stromal cells et sont présentés ci-apreés.
Brievement, les cellules stromales utérines de souris ont été isolées et cultivées pendant 3
jours pour ensuite étre purifiées en se basant sur le critére de l'expression de l'endogline a
leur surface via leur affinité envers l'anticorps MJ17/18 spécifique a ’endogline de souris.
L’analyse de I’expression de I’endogline par cytométrie en flux a révélé que 60% des
cellules exprimaient I’endogline a leur surface. Nous avons effectué le tri de ces cellules et
généré une population de cellules hautement purifiée, ou 99% des cellules étaient positives
pour I’expression de Pendogline. Ces cellules ont été ré-ensemencées et les anticorps ont

été relachés aprés quelques heures de culture. Nous avons démontré que ces cellules en
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culture primaire conservent Pexpression de I’endogline pendant 10 jours, période

pendant laquelle les études fonctionnelles de I'endogline ont été réalisées.

Les premiers tests sont de vérifier la capacité de I’endogline exprimée a la surface des
cellules stromales a lier le TGF-B1 et de former un complexe avec les récepteurs I et II.
Pour ce faire, un marquage par affinité des cellules est réalisé a I’aide du '*’I-TGF-81, suivi
du pontage chimique des complexes formés et de I’analyse des protéines marquées aprés
€lectrophorese. L'autoradiographie révéle 4 bandes majeures de PM de 49, 67, 80-90 et >
150 kDa. Des essais de compétition avec le TGF-B1 non marqué montre que seuls les
complexes de 67, 80-90 et 150 kDa sont spécifiques. Leurs caractéristiques de migration et
PM apparents rappellent ceux des récepteurs I, II et une large bande pouvant contenir a la
fois le betaglycan et l'endogline (figure 3 de larticle publi€). L’immunoprécipitation des
complexes marqués avec l'anticorps anti-endogline MJ17/18 confirme la présence de

I’endogline dans les complexes récepteurs du TGFB.

Le second aspect consiste a investiguer le role potentiel de ’endogline dans I’effet induit
par le TGFB sur la prolifération des cellules stromales de souris. Les résultats
d’incorporation de la thymidine tritiée en présence du TGF-B1 montrent un patron de
réponse biphasique. L'exposition des cellules stromales de souris a une concentration de 0,2
ng/mL de TGFB résulte en une augmentation de 20% de la synthése de I’ADN et atteint un
maximum de 60% en présence de 10 ng/mL (figure 4 de Iarticle publi€). L’ajout de
l'anticorps anti-endogline abolit cette stimulation de la synthése d’ADN par le TGF8. La
spécificité de l'effet du TGFB sur la stimulation de la synthése de 'ADN est donc

confirmée par I'utilisation d’anticorps bloquant la fonction du FC. Finalement, le traitement
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des cellules stromales utérines avec différentes concentrations de TGF-B1 ne modifie

pas le niveau d’expression de I’endogline a la surface de ces cellules (figure 5 de I’article
publié). Ma contribution a consisté a 1-isoler les cellules stromales de souris et les
caractériser. Ces résultats constituent la figure 1 (a et b); 2-les purifier par cytométrie en
flux, ce qui est représenté par la figure 2; et 3-mettre au point l'essai permettant la liaison
du TGFB marqué avec I’endogline et son couplage au systéme récepteur, tel que présenté a

la figure 3.
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During the oestrous cycle and early pregnancy, the uterus undergoes a variety of
morphological and physiological modifications involving uterine cell proliferation and
differentiation as well as extensive tissue remodelling. Transforming growth factor 8
(TGF-B) has powerful effects on these events and thus is thought to have a critical role in
uterine physiology. Endoglin is a transmembrane glycoprotein that binds TGF-B1 and
-3 and interacts with TGF-B signalling receptors to modulate many effects of this
growth factor in different types of cell. Studies in mice revealed the highest
concentrations of endoglin in the reproductive tract, notably on stromal cells of cyclic
and pregnant uteri. The objective of the present study was to investigate the role of
endoglin expressed on uterine stromal cells in binding TGF-f and in the cellular
responses induced by this growth factor. Highly purified populations of uterine stromal
cells were isolated by cell affinity to the monoclonal antibody MJ7/18, which is specific
to mouse endoglin. Affinity labelling of these cells with *I-labelled TGF-f followed by
immunoprecipitation with endoglin-specific polyclonal 1256:4b antiserum indicated
that endoglin expressed at the surface of uterine stromal cells binds TGF-f1 and
interacts with TGF-P signalling receptors. Treatment of uterine stromal cells with
different concentrations of TGF-B1 induced a biphasic proliferative response and
addition of MJ7/18 as well as neutralizing TGF-§ antibodies showed endoglin to be a
modulator of TGF-B-induced stromal cell proliferation. Given the importance of TGF-B
in the regulation of uterine physiology, these results indicate a role for endoglin during

uterine tissue remodelling and decidualization.

Introduction

The endometrium is a dynamic tissue that responds to
steroids, cytokines and growth factors to accommodate,
regulate and sustain developing embryos. Among these
cytokines and growth factors, transforming growth factor B
(TGF-B) appears to be critical to endometrial functions (for
review see Godkin and Doré, 1998). TGF- and its receptors
are present in both cyclic and pregnant uteri in different
species (Tamada et al., 1990; Manova ef al., 1992; Chegini et al.,
1994; Roelen et al., 1994; Tang et al., 1994; Das et al., 1997; Ando
et al., 1998). Cyclic growth and tissue remodelling of the uterus
occur throughout reproductive life during the oestrous cycle
and trophoblastic invasion (Iwahashi et al., 1996). TGF-f§
stimulates DNA synthesis in endometrial stromal cells,
whereas it inhibits uterine epithelial cell proliferation (Rotello
et al., 1991; Hammond et al., 1993; Marshburn ef al., 1994; Tang
et al., 1994; Dumont et al., 1995). Tissue remodelling involves
controlled enzymic degradation of extracellular matrix (ECM)
(Bischof et al., 1993; Rodgers et al., 1994) as well as dynamic

*Correspondence address: Ontogénie et Reproduction, Centre de Recherche
du Centre Hospitalier, Universitaire de Québec, Pavillon CHUL, 2705 boul.
Laurier, Ste-Foy, Québec, Canada G1V 4G2.
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temporal and spatial patterns of integrin expression, mirroring
the changes in ECM proteins (Tabibzadeh, 1992; Lessey et al.,
1994). TGF-§ stimulates the synthesis of laminin and collagen
IV by endometrial stromal cells (Ueda et al., 1992) and induces
the expression of the a1pl collagen-laminin receptor at the
surface of these cells (Grosskinsky et al., 1996). TGF-B
produced in the uterine stroma under the influence of
progesterone mediates the suppression of epithelial
metalloproteinases (Bruner ef al., 1995). Similarly, TGF-B1
significantly influences the plasminogen-activating system in
endometrial stromal cells (Ueda et al., 1992; Sandberg et al.,
1997; Casslén et al., 1998). During implantation, endometrial
TGF-f1 regulates the invasion of trophoblastic cells by
modulation of their proteolytic activity and by promoting
differentiation of invasive trophoblast into non-invasive
multinucleated giant cells (Graham and Lala, 1992).
Furthermore, TGF- is a key molecule for the local suppression
of immune effector cells in the uterus and thus for protection of
the fetoplacental unit from rejection (Clark et al., 1990).

TGEF-B exerts its biological effects by binding to highly
specific cell surface receptors including type I and type II
receptors (TPRI and TPRII), as well as the type III receptor
betaglycan (for review see Miyazono, 1997). TBRI and TPRI
are related transmembrane serine-threonine kinases that

© 1999 Journals of Reproduction and Fertility Ltd
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associate in the presence of ligand to mediate TGF-B signals
(Wrana et al, 1992). Betaglycan, a membrane-anchored
proteoglycan without an intracellular kinase domain,
presents the ligand to TPRIL, thus enhancing cell
responsiveness (Lopez-Casillas et al., 1991, 1993). TGF-B first
binds to TRRII, which is constitutively autophosphorylated.
TPRI is then recruited into the complex and phosphorylated
by TBRII to initiate downstream signalling cascades (Ventura
et al., 1994; Wrana et al., 1994; Chen et al., 1995). Activated
TPRI phosphorylates Smads (Drosophilia, mothers against
dpp homologues) proteins, a family of downstream targets,
which translocate to the nucleus in which they may induce
gene transcription (Massagué, 1996; Heldin et al., 1997).

Endoglin, also known as CD105 (Letarte ef al., 1994), is a
homodimeric  transmembrane glycoprotein that is
structurally related to betaglycan and binds TGF-B1 and -f3
with high affinity (Gougos and Letarte, 1990; Lopez-Casillas
et al., 1991; Cheifetz et al., 1992). In the presence of ligand,
endoglin forms heteromeric complexes with TBRI and TBRII
and, despite the absence of signalling motif, modulates
cellular responses to TGF-f in different types of cell
(Yamashita et al., 1994; Lastres ef al., 1996; Caniggia et al.,
1997). Transfection of endoglin ¢cDNA into the U-937
monocytic line totally abrogated the inhibition of cellular
proliferation and the associated increase in c-myc transcript
induced by TGF-B1 (Lastres et al., 1996). Exposure of human
villous explants from first trimester pregnancy to endoglin
monoclonal antibody 44G4, neutralizing TGF-§ antibodies,
or endoglin antisense oligonucleotides, stimulated
trophoblast cell outgrowth and migration (Caniggia et al.,
1997). The discovery that endoglin is the gene for hereditary
haemorrhagic telangiectasia type 1, an autosomal dominant
disorder characterized by multisystemic vascular displasia
and recurrent haemorrhage (McAllister ef al., 1994), confirms
the importance of this molecule in the mediation of TGF-B
effects in vivo. These findings identify endoglin as an
important accessory protein of the TGF-f receptor complex.

Although endoglin is characteristically expressed on
vascular endothelial cells (Gougos and Letarte, 1988;
O’Connell et al., 1992; Letarte et al., 1994), estimation of its
relative concentration in mouse tissues by semi-quantitative
RT-PCR revealed highest expression in tissues of the
reproductive tract, notably in the uterus in which endoglin
co-localizes with TGF-f secreted in the stroma (St-Jacques et
al, 1994). Given the importance of TGF-B in uterine
physiology (Flanders et al., 1991; Godkin and Doré, 1998) and
the regulatory functions attributed to endoglin in the
mediation of cell responses induced by TGF-§ (Lastres et al.,
1996; Caniggia et al., 1997), the purpose of this study was to
determine whether endoglin expressed by mouse uterine
stromal cells interacts with TGF-f receptors and participates
in cell proliferation induced by TGF-B.

Materials and Methods

Animals

Randomly bred female CD1 mice at 5-10 weeks of age
(Charles River Laboratories, St Constant, Québec) were used

to provide uterine cells. Experiments were carried out in
accordance with the procedures described in the guidelines
for the care and use of laboratory animals as approved by the
institution’s animal care committee.

Isolation and culture of uterine cells

Cells were isolated from mouse uterine horns by a
combination of enzymic and mechanical dispersion
techniques adapted from protocols described in the literature
(Chegini et al., 1992; Hammond ef al., 1993; Zhang et al., 1995).
Mice were killed by CO, inhalation, and uterine horns were
excised and opened into Dulbecco’s modified Eagle
medium: nutrient mixture F12 (D-MEM/F-12) (Gibco BRL,
Burlington, Ontario). Epithelial cells were recovered by
enzymic digestion (60 min at 37°C) with 1 mg collagenase
type I ml? (Sigma, St Louis, MO) in D-MEM/F12. A second
enzymic digestion was performed by adding fresh
collagenase solution to the tissues and shaking (140 rpm) for
30min at 37°C. The resulting suspension consisted of
epithelial and stromal cells. Stromal cells were recovered by
crushing the remaining tissues on a metal sieve (200 pm).
Cells were resuspended in D-MEM/F12 supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (PDI Bioscience, Aurora,
Ontario) and 1% (v/v) penicillin (5000 U)}-streptomycin (5
mg ml?) solution (Sigma), and cultured at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% CO,.

Characterization of uterine cells

Epithelial and stromal cells were seeded at 1.5 and 2.0 x
10* cells per well, respectively, in tissue culture chamber
slides (Nunc, Napierville, Québec) and allowed to attach for
48 h. Slides were washed with Dulbecco’s PBS (DPBS) and
cell membranes were permeabilized by a 5 min incubation in
a solution of acetone:methanol (1:1). After washes with
DPBS, slides were incubated for 2 h at 37°C with polyclonal
rabbit anti-mouse vimentin or rabbit anti-human
panCytokeratin (ICN, Montréal, Québec) diluted 1:25 in
PBS. Normal rabbit serum was used as a control. The cells
were washed in PBS and incubated for 60 min at 37°C with
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-
rabbit IgG (Sigma) diluted 1:25 in PBS. Slides were washed
with PBS and immunostaining was observed using a
fluorescence microscope. -

Preparation of endoglin-positive uterine stromal cell
populations

Stromal cells isolated by enzymic digestion were cultured
for 3 days in D-MEM/F12 supplemented with 10% FBS.
Near-confluent monolayers were detached with trypsin—
EDTA (Gibco BRL), washed twice and resuspended in PBS
(5 x 10 cells ml?). Cells were then incubated for 30 min at
4°C with MJ7/18 hybridoma supernatant containing mouse
endoglin monoclonal antibody (mAb) (Standford University
School of Medicine, Standford, CA; Ge and Butcher, 1994).
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The cells were washed in PBS and incubated for 20 min at
4°C with FITC-conjugated goat anti-rat IgG (8 pgml?)
(Sigma). After incubation, the cells were washed,
resuspended in PBS (5 x 10¢ cells ml™), and sorted by flow
cytometry. Endoglin-positive stromal cells were recovered
and maintained in D-MEM/F12 supplemented with 10%
FBS. These cells were used for affinity labelling and
proliferation assays after a first passage.

TGF-Paffinity labelling and immunoprecipitation

Affinity labelling was performed as described by Mitchell
et al. (1992). Briefly, endoglin-positive cells were seeded at 2 x
10° cells per well in a 12-well plate. Near-confluent cell
monolayers were washed for 30 min with ice-cold binding
buffer (DPBS with Mg? and Ca*, pH 7.4, containing 0.1%
BSA; Sigma) and incubated on ice for 4 h with 100 pmol ZI-
labelled TGF-B1 I'' (Mandel, Guelph, Ontario) with or
without 4 nmol competing unlabelled TGF-B1 1. The
receptor-ligand complexes were crosslinked with 2 mmol
bis(sulfosuccimidyl)suberate I' (Pierce, Rockford, IL). Cells
were washed with DPBS and solubilized in a buffer
containing 1% (v/v) Triton-X100, 10% glycerol, 1 mmo! EDTA
17, 20 mmol Tris-HCl 1!, pH 7.4, and a mixture of proteolytic
inhibitors containing 1 mmol phenylmethylsulfonylfluoride
17, 20 pg aprotinin ml™, 20 pg soybean trypsin inhibitor mi-
and 25 mmol benzamidine I'' (Boehringer Mannheim, Laval,
Québec). Cell lysates were either analysed directly by SDS-
PAGE or were immunoprecipitated overnight with 40 pg
rabbit polyclonal antibody 1256:4b raised against human
endoglin (Hospital for Sick Children, Toronto, Ontario)
(Gougos and Letarte, 1990) or preimmune serum. Immune
complexes were precipitated for 2 h at 4°C with protein G-
Sepharose (Pharmacia, Baie d'Urfé, Québec) slurry
consisting of 50% packed beads in DPBS and 1% (v/v) Triton-
X100. Extracts and radiolabelled endoglin complexes were
fractionated on 4-12% SDS-PAGE under non-reducing and
reducing conditions and visualized by autoradiography.

[:H]thymidine incorporation assay

Proliferation of endoglin-positive uterine stromal cells in
response to TGF-f was studied by evaluating [*H]thymidine
incorporation into trichloroacetic acid-precipitable material
using a method adapted from protocols for human
endometrial stromal cells (Tang et al., 1994; Dumont et al.,
1995). Cells were seeded at 2.5 x 10* cells per well in 96-well
microtitre culture plates (Falcon, Toronto, Ontario) in D-
MEM/F12 supplemented with 10% FBS. At 24 h after plating,
cells were washed with Mg?*- and Ca*-free PBS and
incubated in 2% FBS-supplemented D-MEM/F12 medium in
the presence of different concentrations of TGF-B1 (0-10 ng
ml™) with or without 15 pg per well of mAb MJ7/18, Pan
specific TGF-f neutralizing antibody (R&D Systems,
Minneapolis, MN), or non-immune rat IgG (Sigma). After 48
h, 02uCi [H]thymidine (NEN, Mississauga, Ontario)
was added to each well and the incubation was continued
for a further 18-24h. Cells were then detached with

trypsin-EDTA, harvested onto filter paper discs with a
multiple cell harvester (Fisher Scientific Ltd, Neapan,
Ontario), and the incorporated radioactivity was measured
by liquid scintillation counting. Two assays were performed
in triplicate using three different cell preparations.

Statistical analysis

Increases in stromal cell proliferation induced by TGF-p1
were analysed individually using ¢ tests. A modified f test (in
which variances are pooled) was used to compare
unilaterally, at each concentration of TGF-B1 tested,
differences in the increase in cell proliferation between
groups with and without antibodies. The same test was also
performed to confirm the stimulatory effect of MJ7/18
antibody at a TGF-B1 concentration of 2 ng ml.

Results

Isolation of uterine cells expressing endoglin

A protocol derived from established procedures (Chegini
etal., 1992; Hammond et al., 1993; Zhang et al., 1995) was used
to prepare primary cultures of uterine cells from mature
randomly cyclic mice. Uterine epithelial cells were recovered
after a first digestion step with collagenase. Cells attached
over a period of 72 h after plating and showed a typical
cuboidal morphology (Fig. 1a). They were specifically
stained with antibody directed against cytokeratin (Fig. 1c),
which is a marker for epithelial cells (Chegini et al., 1992;
Zhang et al., 1995). Stromal cells were released after
additional enzymic digestion followed by grinding of the
remaining uterine tissue. Live cells attached to the culture
dishes within 18 h, whereas other contaminating cells, such
as dead cells and epithelial cells, were eliminated by
replacement of the culture medjum. These cells showed a
typical fibroblast-like morphology (Fig. 1b) and expressed
high concentrations of vimentin (Fig. 1d), a marker for
fibroblastic cells (Chegini et al, 1992; Mani et al., 1992;
Mulholland et al., 1992). They did not express cytokeratin. At
the time of plating, both types of cell showed a cell viability
> 95%.

Flow cytometric analysis of viable stromal cell
populations (Fig. 2a) revealed that approximately 60% of
these cells express endoglin at their surface, as determined
by labelling with mAb M]J7/18, which is specific to mouse
endoglin (Fig. 2b). Highly purified populations of endoglin-
positive uterine stromal cells were then isolated by cell
sorting (Fig. 2c) to perform functional studies. Antibodies
bound to the cell surface were released after a few hours in
culture and endoglin expression was stable for up to 10 days,
as determined by flow cytometry using mAb MJ7/18 (data
not shown). The doubling time of these cells was 48 h when
seeded at 1x10* cells cm™ The populations of endoglin-
positive cells showed a typical fibroblast-like morphology,
expressed high concentrations of vimentin, and did not
contain any macrophages or endothelial cells, which are both
endoglin-expressing cells, as confirmed by immunostaining
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Fig. 1. Isolation and culture of mouse uterine cells. Epithelial cells were recovered
after enzymic digestion of mouse uterine horns with collagenase type I. Stromal cells
were isolated after an additional enzymic digestion followed by grinding and sieving
of the remaining uterine tissues. After a few days in culture, epithelial cells showed a
typical cuboidal morphology (a), while stromal cells showed a fibroblast-like
morphology (b). Characterization of both types of cell by immunocytochemistry with
antibodies specific to cytokeratin and vimentin revealed the expression of cytokeratin
by epithelial cells (c) and vimentin by stromal cells (d). Scale bars represent 200 pm

(a, b) and 50 pm (c, d).

with antibodies specific for F4/80 antigen and von
Willebrand factor, respectively (data not shown).

Expression of endoglin at the surface of uterine stromal cells
and binding of TGF-f1

Endoglin-positive uterine stromal cells were affinity
labelled with '*Iabelled TGF-B1 and TGF-B-receptor
complexes were analysed electrophoretically after chemical
crosslinking and cell membrane solubilization. Autoradio-
grams of labelled complexes analysed by SDS-PAGE under
reducing conditions (Fig. 3a, lane T) revealed four major
bands of apparent relative molecular masses of 49, 67, 80-90
and > 150 kDa. Competition experiments using unlabelled
TGF-B1 confirmed the specificity of the labelling of the 67,
80-90 and > 150 kDa complexes (Fig. 3b, lane T). The apparent
molecular mass, binding specificity, and migration pattern of
these binding complexes are characteristic of TBRI, TBRII and
betaglycan (Massagué and Like, 1985; Cheifetz et al., 1986;
Cheifetz et al., 1988). The similar intensity of the 49 kDa band
in the presence of an excess of unlabelled ligand indicated that

this radiolabelled complex was not specific. Inmunoprecipita-
tion of affinity labelled complexes with the polyclonal anti-
human endoglin serum 1256:4b, previously shown to react
with mouse endoglin (St-Jacques et al., 1994), was performed
after affinity crosslinking to determine whether TGF-B
complexes contained endoglin. The antiserum precipitated a
major radiolabelled band of 167kDa in non-reducing
conditions (Fig. 3a, line NR), which migrated as an affinity
labelled band of 96 kDa after reduction (Fig. 3a, line R). Faint
bands, likely to correspond to TBRII and TPRI, co-immuno-
precipitated with endoglin in the presence of ligand (Fig. 3a,
lines NR and R). These complexes are not detected in the
presence of an excess of unlabelled ligand (see Fig. 3b, lines R
and NR). Free *I-labelled TGF-B1 migrated at 26 kDa and
non-specific labelling was observed at the top of the gels.

Role of endoglin in the proliferation of uterine stromal cells
in response to TGF-f1

Uterine stromal cell proliferation was measured using a
[PH]thymidine incorporation assay. Results were expressed
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Fig. 2. Flow cytometric analysis of mouse uterine stromal cell
population with monocional antibody (mAb) MJ7/18. A viable
stromal cell population isolated by collagenase digestion (a) was
immunolabelled with mAb MJ7/18 specific to mouse endoglin. R1
represents the selected cell population. Approximately 60% of these
cells expressed endoglin on the surface (b) as determined by
incubation with rat anti-mouse endoglin followed by fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-rat IgG. Sorting of these
cells allowed the isolation of a highly purified population (> 99%) of
endoglin-positive uterine stromal cells (c). Cells that did not express
endoglin are in the lower left-hand box (b,c). PE: phycoerythrin.

as a percentage increase compared with cell proliferation in
the absence of TGF-B1 and statistical analyses were performed
on these values to take into consideration variations in basal
cell proliferation rate among the different cell populations
studied. The results are summarized (Fig. 4). A biphasic curve
of cell proliferation was observed in response to TGF-B1 (Fig.
4a). [PH]thymidine incorporation into DNA was significantly
increased by approximately 20% after treatment with 0.02 ng
TGFP1ml? (P <0.025). Although TGF-p1 significantly
stimulated cell proliferation at 0.2ngml? (P <0.05), great
variability was observed between responses in the three
different cell preparations. At a concentration of 2 ng ml,
TGF-B1 had no significant effect on cell proliferation.
Thymidine incorporation was stimulated by approximately
20% at a concentration of 5ngml? (P<0.025) and by
approximately 60% at 10 ng ml™ (P < 0.005).

mAb MJ7/18 was added to endoglin-positive cells in the
presence of the ligand to determine whether endoglin had a
role in the proliferation of uterine stromal cells in response to
TGF-B1 (Fig. 4b). In the presence of mAb MJ7/18, the increase
in DNA synthesis induced by TGF-B1 at concentrations of
0.02 (P < 0.005) and 10.0 ng ml™! (P < 0.025) was significantly
inhibited. Conversely, at 2 ng ml, TGF-B1 had no effect,
whereas the addition of anti-endoglin significantly increased
the rate of thymidine incorporation (P <0.025). The
specificity of the action of TGF-f on [*H]thymidine
incorporation was confirmed by using TGF-B neutralizing
antibodies (P < 0.01 and 0.05). Since the expression of both
TPRII and endoglin shows cyclic variation in the uterus
(Takahashi et al, 1994; M-]. Bergeron, C. Brown, M-J.
Ouellette and S. St-Jacques, unpublished), high standard
deviations result from the comparison of cell populations
isolated from randomly cyclic mice.

Effect of TGF-P1 on the expression of endoglin at the surface
of uterine stromal cells

Since the expression of endoglin is stimulated by TGF-81
on activated monocytes (Lastres et al, 1996) and bone
marrow stromal cells (Robledo ef al., 1998), its expression at
the surface of uterine stromal cells treated with different
concentrations of TGF-B1 was verified by flow cytometric
analysis. Cells were incubated with TGF-B1 for 48 h and the
expression of endoglin was studied using mAb MJ7/18 and
FITC-conjugated anti-rat IgG, as described for the
preparation of endoglin-positive uterine stromal cells. Flow
cytometric analysis showed that incubation with 0-5ng
TGF-f1 ml-!, concentrations known to stimulate the
expression of endoglin in other types of cell (Lastres et al.,
1996; Robledo et al., 1998), for 48 h did not affect either the
percentage of endoglin-positive cells or the expression of
endoglin (Fig. 5).

Discussion

Unlike most normal adult tissues, cyclic growth and
remodelling occur within the uterus. Luminal and glandular
epithelial cells, stromal cells and endothelial cells undergo
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Fig. 3. Analysis of [-labelled transforming growth factor B (TGF-p) affinity labelled membrane proteins of mouse uterine
stromal cells. Endoglin-positive uterine stromal cells were affinity labelled with **I-labelled TGF-B1 and TGF-B-receptor
complexes were analysed electrophoretically after chemical crosslinking. Endoglin-'*I-labelled TGF-f1 complexes were
identified after immunoprecipitation with polyclonal anti-human endoglin serum. Autoradiograms of Triton-X100 extracts
of affinity labelled celis analysed by SDS-PAGE under reducing conditions (a, lane T) revealed four major bands of apparent
relative molecular masses of 49, 67, 80~90 and > 150 kDa. In the presence of unlabelled TGF-B1, radiolabelled complexes of
67, 80-90 and > 150 kDa have been competed for by the specific ligand (b, lane T), and are likely to correspond to type I
transforming growth factor B receptor (TPRI), TBRII and betaglycan (B). The 49 kDa radiolabelled band that has not been
competed for is not specific for the ligand. Non-specific labelling was observed at the top of the gels. Polyclonal endoglin
antiserum precipitated a major radiolabelled band of 167 kDa under non-reducing conditions (a, lane NR) and of 96 kDa
after reduction (a, lane R). Faint bands, probably corresponding to TBRII and TBRI, co-immunoprecipitated with endoglin
in the presence of ligand (a, lanes NR and R). These complexes are not detected in the presence of excess unlabelled ligand

(b, lanes R and NR) confirming their specificity for TGF-1. Free '*I-labelled TGF-B1 migrated at 26 kDa.

periods of proliferation, migration, differentiation and
apoptosis. TGF-f has potent effects on these processes and is
thus thought to play a pivotal role in uterine physiology
(Flanders et al., 1991; Shull and Doetschman, 1994; Godkin
and Doré, 1998). Endoglin, a TGF-B-binding membrane
glycoprotein, is highly expressed in mouse uterine stroma
(Gougos and Letarte, 1990; Cheifetz et al., 1992; St-Jacques et
al., 1994). The present study demonstrated that endoglin is
expressed at the surface of uterine stromal cells, binds TGF-
B1, interacts with signalling TGF-f receptors and participates
in the proliferation of stromal cells induced by this growth
factor.

The specific localization of endoglin enabled the
development of a highly reproducible and straightforward
technique for the isolation and culture of endoglin-positive
uterine stromal cells suitable for functional studies. In
the mouse uterus, endoglin is expressed in the stroma,
whereas epithelial and muscular cells are totally negative
(St-Jacques et al., 1994). Freshly isolated uterine epithelial
and stromal cells showed characteristic morphology and
immunocytochemical staining for intermediate filaments
(Chegini et al., 1992; Zhang et al_, 1995). However, after 3 days

in culture, immunocytochemical analysis of stromal cell
populations revealed that only 60% of cells expressed
endoglin at the surface. Contaminating epithelial cells,
usually estimated as approximately 5% (Bigsby et al., 1986;
Jacobs and Carson, 1991; Chegini et al., 1992), are unlikely to
account for this relatively high proportion of endoglin-
negative cells. Indeed, immunohistochemical studies
revealed that the expression of endoglin varies during the
oestrous cycle (M-]. Bergeron, C. Brown, M-]. Ouellette and
S. St-Jacques, unpublished). Since randomly cyclic mice were
used for the isolation of uterine cells, it is likely that
endoglin-low or endoglin-negative stromal cells isolated
from mice in dioestrus, proestrus or metoestrus account for
the lower than expected proportion of endoglin-positive cells
observed after a few days in culture. It is critical that
homogeneous populations of endoglin-positive uterine
stromal cells are used in functional studies. Therefore, highly
purified populations of stromal cells expressing endoglin
were prepared by affinity to the monoclonal antibody
MJ7/18, which is specific for mouse endoglin (Ge and
Butcher, 1994).

Affinity labelling of endoglin-expressing stromal cells
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Fig. 4. PH]thymidine incorporation into the DNA of endoglin-positive mouse
uterine stromal cells after treatment with transforming growth factor f1 (TGF-
PB1) in the presence or absence of antibodies specific to mouse endoglin or TGF-
B. (a) A biphasic curve of cell proliferation was observed in response to TGF-f1.
Thymidine incorporation was significantly increased by approximately 20%
after incubation with TGF-B1 at concentrations of 0.02 (P <0.025) and 0.2 ng
ml? (P<0.05). No stimulation was observed at 2.0 ng ml. Thymidine
incorporation was stimulated by approximately 20% at a concentration of 5 ng
TGF-B1 ml? (P < 0.025) and by approximately 60% at 10 ng TGF-p1 ml™ (P <
0.005). (b) Increases in DNA synthesis induced by TGF-B1 at concentrations of
0.02 and 10.0 ng ml™ were significantly inhibited by mAb M]7/18 (P < 0.005
and 0.025) and TGF-f neutralizing antibodies (P < 0.01 and 0.05). At 2 ng ml?,
TGF-B1 had no effect, while the addition of anti-endoglin significantly
increased the rate of thymidine incorporation (P <0.025). Values represent
means *SEM; *P <0.05, **P <0.01. [, TGF-B1; H, TGF-p1 + mAb MJ7/18; K,
TGEF-B1 + anti-TGF-f.
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using ¥I-labelled TGF-B1 revealed the presence of TPBRI,
TBRII and betaglycan. Immunoprecipitation of total cell
lysates with polyclonal anti-endoglin serum indicated that
endoglin expressed by uterine stromal cells binds TGF-f§1
and interacts with TBRI and TPRIL Endoglin-'*I-labelled

TGF-B1 complexes migrated to endoglin monomer and dimer
immunoprecipitated from TGF-B1 affinity labelled mouse
fibroblast NCTC-2071 cells analysed under reducing and
non-reducing conditions, respectively (St-Jacques et al., 1994).
Monomeric endoglin migrated slightly above TBRII and
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Fig. 5. Flow cytometric analysis of endoglin expression at the surface of mouse uterine stromal cells after treatment with different
concentrations of transforming growth factor B1 (TGF-B1). Freshly isolated stromal cells were incubated with increasing concentrations of
TGF-p1 for 48 h and the expression of endoglin was evaluated by flow cytometry using mAb MJ7/18. Although no staining is observed with
control non-immune rat IgG (a), approximately 60% of uterine stromal cells expressed endoglin on their surface (b). Treatment of uterine
stromal cells with (c) 0.0, (d) 1.0, (e) 2.0 and (f) 5.0 ng TGF-B1 ml™ did not affect the expression of endoglin. M1 represents the area of relative
fluorescence intensity corresponding to cells expressing endoglin, as determined by comparing the pattern of non-specific fluorescence
after incubation of cells with negative control (rat IgG) with that after incubation with anti-endoglin (M]7/18).

was visualized best by comparing the specific non-reduced
and reduced immunoprecipitates. Furthermore, co-
immunoprecipitation of faint bands corresponding to TBRI
and TPRII indicated that endoglin and the TGF-f signalling
receptors interact with each other on the surface of uterine
stromal cells in the presence of ligand, as reported for pig
endothelial cells (Yamashita et al.,, 1994), human bone
marrow stromal cells (Robledo et al., 1996) and pre-B
leukaemic cells (Zhang et al., 1996). These results indicate
that endoglin on uterine stromal cells may function as a
modulator of the effects of TGF-f, as demonstrated in U-937
monocytic cells (Lastres ef al, 1996) and invading
cytotrophoblast (Caniggia et al., 1997).

TBRI, TPRII and betaglycan are synthesized and expressed
by uterine stromal and epithelial cells in cyclic uterus and
decidua of different species (Chegini et al., 1994; Roelen et al.,
1994; Tang et al., 1994; Das et al., 1997; Ando et al., 1998). Five

TGF-f binding proteins have been identified on human
endometrial stromal cells (Dumont et al., 1995). However,
although the presence of TBRI, TPRII, and betaglycan as
well as two glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-anchored
proteins were reported by Dumont et al. (1995), endoglin—'"I-
labelled TGF-B complexes were not detected. Since endoglin
is expressed in the stroma of human endometrium (S. St-
Jacques, P. DesRosiers, C. Nielly, M. Lamothe and D.
Provencher, unpublished), the absence of TGF-B-labelied
endoglin complexes might be explained by the fact that
endoglin could not be readily detected in total cell lysates
without immunoprecipitation (Cheifetz et al., 1992). After
chemical crosslinking, endoglin-TGF-f1 complexes co-
migrated with TBRII under reducing conditions and with the
180kDa GPl-anchored protein under non-reducing
conditions (Cheifetz et al., 1992; Dumont ef al., 1995; Robledo
et al., 1996). Since endoglin, TBRI and TPRH were co-
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precipitated by antibodies to either endoglin or TBRII in the
presence of ligand in other types of cell (Yamashita ef al.,
1994; Robledo et al., 1996; Zhang et al., 1996), detection of
endoglin-TGF-f1 complexes would be expected after
immunoprecipitation of affinity labelled human endometrial
cell lysates with anti-TBRII. However, immunoprecipitated
complexes were analysed after electrophoresis under
reducing conditions (Dumont et al., 1995) which do not allow
TBRI-TGF-B1 and endoglin-TGF-B1 complexes to be
distinguished. Further studies are required to verify that
endoglin expressed on human endometrial cells binds to
TGF-B1 and interacts with signalling receptors.

Overall, the results of the present study demonstrate that
treatment of endoglin-positive mouse uterine stromal cells
with TGF-B1 significantly stimulates DNA synthesis, as
reported for human endometrial stromal cells (Hammond et
al., 1993; Marshburn et al., 1994; Tang et al., 1994; Dumont et
al., 1995). Furthermore, a biphasic curve of proliferation in
response to the growth factor was observed: there was a
slight increase in thymidine incorporation at the lower
concentrations investigated, followed by an absence of
response at 2ngml?, and a stimulation at higher
concentrations of TGF-B1. Similarly, Tang et al. (1994)
observed that TGF-B1 did not have an effect on the
proliferation of human endometrial cells at 1ngml?,
whereas lower concentrations (< 0.5ngml?) exerted a
stimulatory effect. However, the increase in thymidine
incorporation into mouse uterine stromal cells in response to
concentrations of TGF-B1 < 0.5 ng mI*! was smaller than that
reported for human cells (Hammond et al., 1993; Tang et al.,
1994). This difference might be explained by species
variation and the phase of the cycle at which uterine tissues
were isolated. A bimodal proliferative response to TGF-B1
was observed in human smooth muscle cells, chondrocytes
and fibroblasts (Battegay et al., 1990).

Significant inhibition of [PH]thymidine incorporation was
observed in the presence of mAb MJ7/18 after treatment of
stromal cells with 0.02 and 10.0 ng TGF-B1 ml. Interestingly,
at 2ng TGF-flml”?, anti-mouse endoglin significantly
stimulated stromal cell proliferation, whereas the growth
factor alone had no effect. Since endoglin modulates cellular
responses to TGF-B1 (Lastres et al., 1996; Caniggia et al,,
1997), the obstruction of endoglin molecules by specific
antibodies might alter the stromal cell proliferative response
to the growth factor. Thus, the present study indicates that
endoglin is involved in the regulation of uterine stromal cell
proliferation in response to TGF-B1.

The expression of endoglin is upregulated by TGF-B1 on
activated monocytes (Lastres ef al., 1996) and bone marrow
stromal cells (Robledo et al., 1998). Since TGF-81 is
synthesized and secreted by uterine stromal and epithelial
cells in the mouse uterus (Tamada et al., 1990; Manova et al.,
1992; Roelen et al., 1994; Das et al., 1997), the effect of this
growth factor on the expression of endoglin on mouse
uterine stromal cells was investigated. The results
demonstrate that treatment of freshly isolated cells with
TGF-B1 has no effect on the expression of endoglin at the
surface of uterine stromal cells.

In preparation for implantation, a wave of fibroblast-like cell
proliferation is observed in the uterine stroma to increase the

fibroblast population capable of undergoing decidualization
(Moulton and Koenig, 1984; Abrahamsohn and Zom, 1993).
It has been proposed that TGF-B1 may act to stimulate
stromal cell proliferation in preparation for decidualization
(Marshburn ¢t al., 1994). On the basis of the critical functions
attributed to TGF-B in the uterus (Godkin and Doré, 1998),
the high expression of endoglin in the endometrial stroma
(St-Jacques et al., 1994), and the demonstration that endoglin
is involved in the mediation of cellular effects of this growth
factor on uterine stromal cells, it is likely that endoglin is an
important regulator of the actions of TGF-B in the uterine
stroma.
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3.1.2. Volet II: L'endogline dans les cellules prostatiques humaines

Typiquement, ’endogline est exprimée dans les cellules endothéliales, les fibroblastes, et
les cellules du systéme immunitaire. Elle est généralement absente des cellules épithéliales
mais sa présence a été détectée dans les cellules épithéliales cancéreuses de I'ovaire
(Henriksen et al., 1995; Evangelou et al., 2000). Des évidences de la régulation de son
expression dans les 3 lignées parentales de cellules prostatiques cancéreuses humaines (PC-
3, DU145 et LNCaP) ont été suggérées par une étude de l'effet d'inhibiteurs de
phosphatases agissant sur les résidus pSérine/pThréonine et pTyrosine (acide okadaique et
orthovanadate de sodium) et de kinases S/TK et TK (staurosporine et génisteine) (Rokhlin
and Cohen, 1995). Les données paradoxales quant a I’action du TGF dans la prostate
normale et le CaP nous aménent a proposer qu’une expression différentielle de I’endogline
dans les cellules prostatiques cancéreuses puisse expliquer les effets du TGFB sur leur

croissance dans le CaP.

3.2. Effet du TGFB sur la prolifération des lignées prostatiques humaines

Le TGFB peut exercer des effets différents sur les fonctions cellulaires selon le type de
cellules et I'expression différentielle de ses récepteurs. A cet égard, le TGFB est connu
comme €étant un inhibiteur de la prolifération des cellules prostatiques cancéreuses PC-3 et
DU145 (Ritchie et al., 1997) alors que l'absence de réponse des cellules LNCaP est
attribuée a une anomalie des récepteurs de signalisation (Guo and Kyprianou, 1998). La
concentration optimale du TGF-B1 sur les cellules PC-3 a été¢ déterminée au laboratoire
(Atfi et al,, 1994) Comme l'un de nos objectifs est de corréler l'action du TGFB sur la

croissance des cellules a leur phénotype et a l'expression de l'endogline, nous avons
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déterminé l'activité de ce FC sur les différentes sous-lignées de cellules PC-3 humaines.
Les courbes de la prolifération sont présentées a la figure 22. Nous démontrons que les 4
lignées répondent au TGF-B1 par un effet d’inhibition dont I’effet devient apparent entre les
jours 2 et 4 du traitement sauf pour la lignée PC-3M ou Pinhibition par le FC est plus
hétive. L’histogramme de la figure 23A montre le pourcentage maximal d’inhibition
obtenue pour chacune des lignées. Les cellules PC-3 sont inhibées de 43% et sont suivies
dans l'ordre croissant d'inhibition par les cellules PC-3M et PC-3Pro4 qui répondent de
fagon similaire au TGF-B1 avec respectivement 67 et 62% de réduction du nombre de
cellules, et finalement les cellules PC-3LN4 sont les plus affectées avec 78% d’inhibition.
Comparée a la lignée PC-3, I’effet d’inhibition du TGF-81 sur la prolifération de chacune
des lignées est statistiquement significatif avec un P<0,01 (figure 23B). Les temps de
doublements des cellules prostatiques calculés selon les équations des courbes de

croissance de type exponentiel sont résumés dans le tableau 10.

En absence de TGF-81, les cellules PC-3 et PC-3Pro4 ont un temps moyen de doublement
de 31 heures alors que les cellules PC-3LN4, plus agressives, accomplissent un cycle de
division en 23 heures. Paradoxalement, les cellules PC-3M sont plus lentes que la lignée
parentale PC-3, prenant 50 heures pour se diviser. L'effet du TGF-B1 sur la prolifération
cellulaire se traduit par une augmentation moyenne de 12 heures du temps de doublement
pour les cellules PC-3 et PC-3Pro4 alors que les cellules PC-3LN4 et PC-3M nécessitent
respectivement 29,5 et 3 heures de plus. Les essais de prolifération n’ont pas été effectués

sur les cellules DU-145, LNCaP C-4 et C4-2 ni sur les cellules LNCaP, ces derniéres ne
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Figure 22. Cinétique d’inhibition de la prolifération des cellules prostatiques
cancéreuses humaines par le TGFB

Les cellules PC-3 et leurs sous-lignées sont traitées au TGF-81 (40 pM) en présence de
sérum (voir Méthodes) pendant les périodes de temps indiquées. Les cellules sont comptées
a I’hémacymétre en triplicata. Exemple type de 3 expériences montrant les nombres

moyens de cellules avec leur déviation standard.
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Figure 23. Effet maximal du TGF-B1 sur la prolifération des cellules prostatiques

cancéreuses humaines.

A) Histogramme montrant I'inhibition de la prolifération des différentes sous-lignées de
cellules PC-3 par le TGF-B1 aprés 9 jours. B) Analyse statistique de I’inhibition de leur
prolifération par le TGF-B1. Les différences sont statistiquement significatives pour

chacune des lignées prostatiques étudiées selon I’analyse par le Student ¢ test two-tailed.
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Tableau 10. Temps de doublement (heures) des cellules prostatiques cancéreuses
humaines (*moyenne de 3 expériences)

Nom sans TGFp-1 40 pM TGFB augmentation
PC-3 34 46 1,4
PC-3M 50 53 1,1
PC-3Pro4 28 38 1,4
PC-3LN4 23 52 23

répondent pas a I’effet inhibiteur du TGFB en accord avec les données de la littérature (Guo
and Kyprianou, 1999). Par ailleurs, les cellules épithéliales prostatiques canines en culture
primaire répondent aussi & I’effet inhibiteur du TGFB (figure 24). L’analyse statistique
(moyenne de deux expériences) montre un effet inhibiteur significatif du TGF8 sur leur
prolifération (P< 0,0001). Cependant, le profil de croissance differe de celui des cellules
cancéreuses qui est de type exponentiel, reflet de la perte d’inhibition de contact. Les
cellules canines normales proliferent pendant environ 192 heures suivi d’un ralentissement
de la croissance. Les cellules traitées au TGFB sont sensibles a son effet & partir du jour 4
de culture correspondant au début de leur phase de prolifération. L'inhibition représente un
maximun de 40% et se poursuit jusqu’a 12 jours de traitement et possiblement par
extrapolation les cellules s’arrétent de croitre par inhibition de contact. Selon une
estimation du temps de doublement, les cellules normales prennent environ 96 heures pour
se diviser. Ces résultats suggérent que 'effet inhibiteur du TGFf varie de pair avec les

propriétés tumorigéniques des cellules. Ainsi, il semble exister un lien entre I’amplitude de
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Figure 24. Effet du TGF-81 sur la prolifération des cellules prostatiques normales de
chien

Les cellules prostatiques épithéliales de chien sont traitées avec 40 pM de TGF-81 en
présence de sérum de chien a partir du troisiéme jour de culture. Aux temps indiqués, les
cellules sont comptées a I’aide d’un hémacymétre en triplicata. L’expérience a été répétée

deux fois.



140

I’effet inhibiteur du TGFB sur la prolifération des cellules épithéliales prostatiques et le
potentiel de formation des tumeurs des lignées prostatiques, 1’intensité de l'effet d'inhibition
étant moindre dans la situation des cellules normales. Les tumeurs prostatiques sont
composées de cellules cancéreuses de différents phénotypes, évoluant du plus vers le moins
différencié selon les stades de progression du CaP et la perte de réponse aux thérapies
hormonales. Tel que mentionné, l'endogline n'est généralement pas exprimée dans les
cellules des épithéliums normaux. Au moins deux études ont montré I’expression de
I’endogline dans des cellules épithéliales cancéreuses; la premiére par immunohistochimie
dans les cellules cancéreuses ovariennes chez ’humain et la deuxiéme par cytométrie en
flux a la surface des cellules PC-3, DU-145 et LNCaP. Comme ceci suggere que
Pendogline s’associe a la transformation cellulaire, nous avons voulu confirmer
I’expression rapportée de I’endogline dans les lignées parentales et vérifier sa présence dans
les différentes autres sous-lignées de CaP humain par cytométrie en flux,

immunobuvardage, et analyse d’ARN.

3.3. Recherche de ’endogline

3.3.1. Recherche de I’endogline a la surface des cellules

L’endogline étant une molécule de surface, sa présence dans les cellules épithéliales
prostatiques a été vérifiée dans un premier temps par cytométrie en flux. L’anticorps utilisé
est le 44G4, celui-la méme qui a permis d’identifier ’endogline (Quackenbush and Letarte,
1985). Il est dirigé contre les molécules de surface des cellules HOON et provient du
surnageant de la culture d’hybridomes. Les fibroblastes humains et les cellules HOON ont

été utilisés comme contrdles positifs de la technique. La figure 25 est un exemple
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Figure 25. Contrdle de I’analyse de I'expression de I'endogline par cytométrie en flux.

Les fibroblastes humains expriment I’endogline & leur surface. Les histogrammes
représentent les cellules incubées avec les anticorps (A) 44G4 et I’anti-souris couplé a la
FITC, de méme que (B) les IgG, de souris correspondant & I’isotype de I’anticorps 44G4

(C) sans anticorps primaire et secondaire et (D) seulement un anti-souris couplé a la FITC.
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représentatif des résultats. L’intensité de la fluorescence de I’histogramme de la figure 25A
montre que Panticorps reconnait ’endogline exprimée i la surface des fibroblastes humains
en culture primaire. Des résultats semblables (non montrés) sont obtenus avec les cellules
HOON. La figure 25B montre I'absence de marquage des fibroblastes lorsqu'en présence
d’un anticorps contrdle de méme isotype que le 44G4, indiquant la spécificité de marquage
du 44G4. Tels que le démontrent les parties C et D de la figure 25, les cellules incubées
sans anticorps ou en présence d’anticorps anti-souris couplés a la fluorescéine (FITC)
n’émettent pas de fluorescence significative. Comme ceci confirme la validité de cette
méthode, elle est ensuite appliquée aux cellules des lignées PC-3 et LNCaP. L’analyse des
diagrammes montrés a la figure 26 (A et B) révéle que ces deux lignées n’expriment pas
’endogline a leur surface. Des essais semblables ont été réalisés et reproduits avec les
lignées PC-3M, PC-3MPro4 et PC3-3MLN4, les cellules prostatiques de chien au jour 3 de
culture, et les cellules DU-145. Les sous-lignées C-4 et C-4-2 n’ont pas été testées. Pour
chacun des types cellulaires, les contrdles pour mesurer P’autofluorescence et le marquage
spécifique par I’anticorps ont été vérifiés. Selon ces données de cytométrie en flux avec
Panticorps 44G4, et contrairement 4 1’étude de Rokhlin (Rokhlin and Cohen, 1995)
indiquant I’expression de I’endogline a la surface dans les cellules PC-3, DU-145 et
LNCaP, aucune des lignées cancéreuses testées n’exprime I’endogline. Comme il est
possible que 1'endogline faiblement exprimée dans les diverses lignées montrant pourtant
des réponses différentes au TGFB soit non accessible, nous avons ensuite réalisé des

expériences pour I’étudier par immunobuvardage a partir des protéines solubilisées.
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Figure 26. Analyse représentative de la recherche d’endogline a la surface des
cellules cancéreuses prostatiques humaines

Les cellules PC-3 (A) et les cellules LNCaP (B) sont incubées avec ’anticorps 44G4 et

marquées par immunofluorescence indirecte avec un anti-souris couplé a la FITC.
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3.3.2. Recherche de ’endogline par ’expression de la protéine totale

L’endogline est une glycoprotéine existant sous forme de monoméres de 90-95 kDa, aussi
assemblés en homodiméres de 180 kDa par un pont disulfure. Sous sa forme réduite, elle se
présente donc comme un monomére. Au début de ces études, les essais
d’immunobuvardage ont été réalisés en utilisant le seul anticorps disponible, le 44G4. Nous
avons donc partiellement purifié I'endogline du placenta humain ainsi que des cellules
HOON pour obtenir des contrdles positifs afin de vérifier la spécificité moléculaire de cet
anticorps en immunobuvardage, a la fois en conditions non réductrices et réductrices. Les
résultats de la figure 27 montrent qu’en présence de 50 pg d’endogline semi-purifiée,
Panticorps 44G4 ne reconnait pas Iendogline homodimérique, ni I’endogline
monomérique. Les cellules PC-3 affichent un patron de détection similaire. Nous avons
donc purifié les anticorps 44G4 eux-mémes et utilisé des concentrations croissantes pour
tenter de détecter 'endogline placentaire. Les résultats de la figure 28 montrent que dans
ces conditions d’essais, le 44G4 purifi¢ détecte une bande & 180 kDa correspondant a
Pendogline homodimérique, 4 raison de 10 pg/ml d’anticorps purifié requis pour
reconnaitre la protéine. Afin de déterminer les meilleures conditions d’immunodétection de
lendogline avec cet anticorps et de mieux préciser sa spécificité, des essais
d’immunoprécipitation, suivis d’immunobuvardage des protéines par I’anti-endogline 44G4
ont été réalisés, notamment en utilisant les cellules HOON. Bien que I’anticorps 44G4
purifié reconnaisse ’endogline placentaire (figure 28), il ne détecte pas I’endogline dans
Pimmunoprécipité des cellules HOON, tant sous sa forme homodimérique que

monomeérique  (figure 29). Des bandes non spécifiques apparaissent dans les
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Figure 27.  Détection de Pendogline par ’anticorps 44G4.

Cinquante pg d’endogline semi-purifiée du placenta et S0 pg d’extrait protéique total de
cellules PC-3 ont été dilués dans le tampon de Laemmli, en conditions non réductrices
(NR) et réductrices (R) puis séparés par SDS-PAGE. Aprés transfert des protéines sur
membrane de nitrocellulose, I’endogline a été immuodétectée a 1’aide d’un anticorps anti-

endogline 44G4. La membrane a été exposée pendant 10 minutes. Les zones attendues pour

la détection de P’endogline homodimérique et monomérique sont identifiées par les

crochets. L’expérience a été répétée trois fois.
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Figure 28. Immunoréactivité de anticorps 44G4 purifié.

L’anticorps 44G4 purifié sur une colonne d’affinité de protéine G est utilisé a différentes
concentrations pour I’immunodétection de 200 pg d’endogline partiellement purifiée du
placenta humain. L’endogline a été diluée dans un tampon de Laemmli en conditions non
réductrices (NR) et réductrices (R). La membrane a été exposée pendant 10 minutes.

L’expérience a été répétée trois fois.
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Figure 29. Immunoprécipitation de I'endogline des cellules HOON et réactivité de
Panticorps 44G4 sur des immunoprécipités.

Les extraits cellulaires (500 pg) ont d’abord été incubés avec des billes de protéine G. Le
surnageant est récupéré et immunoprécipité avec I'anticorps 44G4 purifié et les IgG
contrdle de souris. Les complexes immuns recueillis sur des billes de protéine G sont élués
dans un tampon de Laemmli réducteur. L’immunodétection de ’endogline a été faite avec
10 pg d’anticorps 44G4 purifié. Les IgG de souris détectés par le deuxiéme anticorps sont

illustrés a gauche. L’expérience a été répétée trois fois.
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immunoprécipités avec les IgG contrdle de souris (figure 29). Ces données indiquent que
’anticorps 44G4 montre une bonne réactivité avec 1’endogline native, tel que démontré par
les études de cytométrie en flux. Cependant, de grandes quantités sont requises pour obtenir
une réactivité de la forme dimérique d’endogline semi-purifiée du placenta en
immunobuvardage, de sorte que cet anticorps ne permet pas de confirmer l'expression de
I'endogline dans les cellules prostatiques. L’ensemble de ces résultats suggére que cet
anticorps reconnaisse des épitopes conformationnels de I’endogline ou montre trés peu

d’affinité pour les épitopes linéaires.

La commercialisation de I’anticorps SN6h (dirigé contre ’endogline purifiée a partir des
cellules lymphoblastiques leucémiques non-T/non-B) connu pour sa réactivité envers la
protéine dénaturée en immunobuvardage nous a alors permis de poursuivre ces études pour
vérifier expression de I’endogline. Dans ces essais, les extraits cellulaires ont été soumis a
des tampons de Laemmli non réducteurs et réducteurs pour I’électrophorése SDS-PAGE.
Les cellules controles HOON et les cellules endothéliales microvasculaires humaines
(HMEC-1), en remplacement des fibroblastes humains non disponibles a4 ce moment, ont
été utilisées comme contrdle positifs. Le patron d’immunobuvardage d’extraits protéiques
totaux des cellules contrdles au moyen de ’anticorps SN6h est montré a la figure 30. Il met
en évidence les deux formes de I’endogline (figure 30; cellules HMEC-1 et HOON), en
conditions non réductrices une bande d’environ 180 kDa correspondant aux diméres de
I’endogline et en présence d’agent réducteur, une protéine monomérique de 85-95 kDa.

Dans la piste des extraits protéiques des cellules HOON en conditions réduites de la figure
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Figure 30. Recherche de P’endogline avec [I'anticorps SN6h dans les lignées
prostatiques cancéreuses humaines.

Les extraits cellulaires dilués dans un tampon de Laemmli non réducteur (NR) et réducteur
(R) sont soumis & l'électrophorése et I'immunobuvardage effectué avec Ianticorps anti-
endogline SN6h a une dilution de 1:15 000. Les fleches indiquent la position de I’endogline
homodimérique et monomérique. La membrane de droite a été surexposée (1 heure).

L’expérience a été répétée trois fois.
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30, il persiste une faible bande d’endogline sous forme homodimérique résultant
probablement de la réduction incompléte des ponts disulfures de la protéine. La
surexposition de la membrane permet de détecter de faibles bandes correspondant au poids
moléculaire de ’endogline sous forme réduite pour les cellules PC-3Pro4 et PC-3 dont les
extraits protéiques ont été traités avec un agent réducteur. De plus, la forme de 180 kDa de
I’endogline n’est présente pour aucune des lignées prostatiques étudiées. Les lignées
cellulaires DU-145, LNCaP, C4, C4-2 ainsi que les cellules prostatiques épithéliales de
chien n’ont pas été testées dans cet essai. Ces données appuient celles obtenus par I’analyse
en cytométric en flux et penchent en faveur de l'absence d'endogline, tel que connue
(homodiméres), dans les cellules prostatiques cancéreuses humaines. La présence de faibles
bandes dans la région de I’endogline monomérique (conditions réductrices) laisse
cependant un doute quant & la possibilit¢é que la forme exprimée soit différente et/ou
inaccessible a la détection par rapport aux cellules HOON ou les cellules endothéliales
microvasculaires humaines, HMEC-1. L’expression franche de I’endogline dans ces
cellules a d'ailleurs suscité de I'intérét pour la caractérisation du systéme récepteur du
TGFB. Ainsi, nous avons participé avec 1’équipe du Dr Philip aux travaux sur la
caractérisation des complexes récepteurs dans les cellules micro-vasculaires humaines. Les
résultats de ces travaux ont été publiés dans un article intitulé Endoglin expression on
human microvascular endothelial cells: association with betaglycan and formation of
higher order complexes with TGF- signalling receptors. Ce dernier est placé en annexe I a
la fin de la thése. Ma contribution a consisté aux expériences d’immunoprécipitations et

d’immunobuvardage avec D’anticorps anti-endogline (SN6h) ainsi qu’aux discussions
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concernant les différents complexes formés de ’endogline, du betaglycan, et des récepteurs

IetII.

3.3.3. Analyse des transcrits de ’endogline

Etant donné ces difficultés et afin de nous s'assurer de Pexpression de I’endogline, nous
avons analysé ses transcrits a partir de ’ARN isol¢ des cellules PC-3 et des cellules HOON.
A cette fin, nous avons généré une sonde antisens d’ARN de 239 pb (nucléotides 965-1258;
numéro d’accession JO5481, Genbank) marquée a la digoxigénine ainsi que la sonde sens
correspondante comme contrdle négatif. L’ARN des cellules HOON a servi de controle
positif. L’analyse de type Northern est illustrée a la figure 31A. L’hybridation de la sonde
anti-sens révéle les 2 transcrits prévus de tailles différentes (Liu et al., 2002) dans les
cellules controles HOON, I'un de 17 kilobase (kb) correspondant & ’endogline non mature
et Pautre de 3,5 kb, confirmant ainsi ’expression de I’endogline. Malgré la surexposition
de la membrane, aucun transcrit franc n’est détecté aux positions escomptées pour les
cellules PC-3. Tel qu’attendu, la sonde sens d’ARN ne s’apparie pas (figure 31B). Devant
ces résultats sur I’expression équivoque de I’endogline dans les cellules prostatiques
cancéreuses humaines dans les conditions expérimentales testées, nous avons conclu que
I’endogline n’est pas une protéine exprimée de facon constitutive & des niveaux tels dans
ces lignées qu'elle pourrait expliquer les différences d’amplitude de la réponse des cellules

prostatiques a I’effet inhibiteur du TGFB sur leur prolifération.



152

3,5kb—p>
|

HOON PC-3 HOON PC-3

Figure 31. Analyse des transcrits de ’endogline.

L’ARN total des cellules controles HOON et PC-3 a été hybridé avec une sonde d’ARN
anti-sens (A) et sens (B) marquée a la digoxigénine. Les signaux sont détectés par

chemiluminescence, les membranes ont été exposées pendant 1 heure.
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3.4. Caractérisation de c-takl

Dans le but d’identifier des marqueurs potentiels du CaP, le laboratoire a développé une
stratégie visant a4 amplifier par PCR des portions des sous-domaines hautement conservés
dans la région catalytique des protéines kinases & partir de I’ARNm des cellules épithéliales
prostatiques canines en culture primaire (Nguyen, thése 1994), en se basant sur leurs
propriétés de cellules souches se divisant activement in vitro en présence de FC mais
indépendamment des stéroides. Parmi les kinases clonées, une S/TK de 78 kDa a été
identifiée. Son intérét provient de la similarité de sa taille avec une protéine S/TK p78 dont
Iactivité est augmentée rapidement (quelques minutes) suite a I'exposition des cellules PC-
3 au TGF-B1 (Atfi et al., 1994). Les prochaines sections seront consacrées aux résultats
portant sur la caractérisation de la kinase c-tak1/kp78/mark3 en terme de l'expression de la
protéine et du transcrit, de sa régulation in vitro et in vivo, de son role potentiel dans les
cellules prostatiques cancéreuses, ainsi que l'identification de ses partenaires possibles de

signalisation.

3.4.1. Identification d’un membre de la famille des kinases Mark dans les cellules

prostatiques.
L’utilisation du modeéle canin de cellules épithéliales prostatiques basales en culture
primaire au laboratoire d’accueil a permis de démontrer que ces cellules en prolifération
présentent des niveaux élevés d’activité TK et de protéines phosphorylées sur tyrosine
accompagnés de faibles activités phosphotyrosine phosphatases (PTP) (Bourassa et al.,

1991b; Boissonneault et al., 1995; Nguyen et al., 1996). Afin d’identifier des protéines
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kinases exprimées dans ces cellules, les ODN dégénérés choisis sont dirigés contre les
portions IHRDL et DXWSXG, correspondant respectivement aux sous-domaines VII et IX
de la région catalytique. De petits fragments (environ 200 pb) ont ainsi été amplifiés et
parmi les séquences obtenues, une séquence partielle de 63 acides aminés a été déduite
(figure 32). Cette séquence peptidique chez le chien présente une identité de 97% avec les
séquences de 5 membres de la famille des kinases Mark, soient c-tak1/kp78/mark3, p78,
mark1, c-tak75a chez I’humain et mark2 chez la souris et la séquence de la kinase humaine
markL,] posséde quant  elle, 90 % d’identité. La figure 33 montre que parmi ces membres,
les kinases c-tak1/kp78/mark3, p78 et c-tak75a ne différent que par la présence de petits
inserts. Soulignons que c-tak/kp78/mark3 représente la méme protéine portant différentes

appellations. Aussi, nous référerons dorénavant a cette protéine sous le nom c-takl.

3.4.2. Analyse des transcrits des kinases Mark dans les cellules prostatiques

En relation avec les kinases de la figure 33, et le haut degré d'identité de la séquence canine
obtenue relativement aux kinases humaines c-takl, c-tak75a et p78, nous avons voulu
vérifier si ces membres sont exprimés dans les cellules canines de méme que dans les
lignées de CaP humaines PC-3 et LNCaP et canines (DPC1). Deux paires d’amorces, S1 et
S2, ont été dessinées de fagon & permettre la distinction entre les transcrits selon les petites
différences retrouvées dans les séquences de c-takl, p78 et c-tak75a (revoir la figure 33).

La premiére paire d’amorce (S1) permet de discriminer le transcrit de c-tak1 de celui de la
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PCR IHRDLKAENLLLDADMNIKIADFGFSNEFTVGNKLDTFCGSPPYAAPELFQGKKYDGPEVDVW 63
C-takl/Kp78/mMark3 175 V..ot et eeeee e esnnnn A 237
P78 R T Guiteneeneenesossoannossaoonans 237
c—-tak75a 108 Vot i ittt ittt e ieieetinnananan Gttt ittt ettt 260
Markl 186  V.iiiiiiinneeanenoncacnnnnnans 201
MarkL1l 178 V... EA..iiiiiiiennnn LS.ttt ittt sttt stnennancanens 239

Figure 32. Comparaison de la séquence en acides aminés du transcrit obtenu a partir
des cellules canines avec les kinases mark humaines.

Les points indiquent les acides aminés identiques. Les acides aminés correspondant aux
oligonucléotides dégénérés utilisés pour le PCR sont soulignés. La séquence peptidique qui

est déduite correspond a la protéine canine.
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Numeéro d’accession
Genbank

Cratiprontari (NGRS | [ veers

C-tak75a .

mark1 | [Enasen [ [ NM 018650
m-Mark2 BC0S8556
Marki1 | [IKinaseR | ABMSI2T
STK10 | AF170723

Séquence partielle

AF159295

Figure 33. Représentation schématique des principaux membres homologues de la

famille des kinases Mark

Cette structure rappelle celle présentée a la figure 18 de l'introduction qui définit les divers
domaines de kinases de cette famille. Des petites boites sont ajoutées ici pour indiquer les
insertions dans la séquence de diverses kinases. LLa kinase m-Mark2 réfere a I’espéce
murine. Les numéros d’accession des séquences de ces membres dans la base de données

Genbank sont indiqués a la droite de la figure.
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kinase p78. On s'attend & produire respectivement des produits de PCR de 235 pb et de 187
pb. Dans la deuxiéme situation, les amorces S2 devraient générer un produit de PCR de 166
pb pour c-takl et un amplicon de 235 pb pour le variant c-tak75a. Les résultats du gel
d’agarose sont illustrés a la figure 34. Dans la partie de gauche (pistes 2-3), nous montrons
d'abord les contréles positifs, i.e. les produits de PCR pour chacune des paires d’amorces
utilisant le vecteur pcDNA3.1-myc—c-takl. Les tailles des fragments obtenus au moyen des
2 amorces différentes sont respectivement les tailles attendues pour ce transcrit soient 235
et 166 pb. Les pistes suivantes montrent les profils obtenus pour les cellules prostatiques.
Dans tous les cas, les fragments obtenus sont de la taille correspondant a c-takl et non
celles prévues pour p78 et c-tak75a.. Le produit de PCR d’environ 350 bp dans la piste 6
correspondant a la lignée cellulaire canine DPC1 pourrait toutefois résulter de
Pamplification d’un intron (# accession de Genbank du géne Mark3: NC_000014) de
matériel génomique. Ces données suggérent que les kinases p78 et c-tak75a ne sont pas

exprimées dans nos modéles prostatiques.

Pour confirmer I’expression de ' ARNm de c-takl, nous avons réalisé une analyse de type
Northern au moyen d’une sonde de 557 pb marquée a la digoxigénine et dont la séquence
pourrait aussi s’hybrider avec les transcrits de p78 (2,9 kb), et c-tak75a (4,0 kb) mais qui
ont été exclus par les résultats de RT-PCR. La figure 35 révéle la présence d’un seul
transcrit de 2,7 kb, qui correspond donc 2 la taille du messager de c-tak1 et ce, autant pour
les cellules PC-3 que pour les cellules LNCaP. La spécificité de la sonde est démontrée par

I’absence d’hybridation de la sonde sens avec les ARN des cellules PC-3 et LNCaP (figure
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235(S1)
- [4166(S2)

PCDNA CEC DPCI PC-3 LNCaP
myc-His-c-takl

Figure 34. Analyse par RT-PCR des transcrits des kinases mark.

Les amplicons obtenus sont séparés sur un gel d’agarose de 2% et visualisés par coloration
au bromure d’éthidium. La portion de droite de la figure est présentée en image directe
(couleur non inversée) pour une meilleure clarté. Dans les pistes 2 et 3, les produits de PCR
sont obtenus a partir du plasmide pcDNA myc-His-c-takl comme contrdle positif pour les
paires d'amorces S1 et S2 qui générent respectivement un produit de PCR de 235 et de 166
bp. Les puits 2, 4, 6, 9 et 11 correspondent aux fragments obtenus & I’aide des amorces S1
et les puits 3, 5, 7, 10 et 12 proviennent des produits des amorces S2 et montrent les
produits de la transcription reverse de ’ARN total pour les cellules épithéliales normales de
la prostate de chien (CEC) en culture primaire (identifiées au bas de la figure), les lignées
cellulaires DPC-1, PC-3, LNCaP.
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PC-3 LNCaP PC-3 LNCaP

Figure 35. Analyse Northern des transcrits des kinases Mark c-takl, p78 et c-tak75a.

L’ARN total des cellules est séparé sur gel d’agarose-formaldéhyde de 2% puis transféré
par capillarit¢ sur une membrane de nitrocellulose. L’ARN est hybridé avec les sondes
antisens (A) et sens (B) de 557 pb marquées a la digoxigénine correspondant a c-takl, c-
tak75a, et p78. La révélation se fait a l’aide d’un systéme d’amplification. La partie
inférieure illustre l'hybridation pour le transcrit d'actine des cellules PC-3 et LNCaP et
permet de contrdler la quantité d’ARN chargée pour I’électrophorése L’expérience a été

répétée deux fois.
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35B). Le contrdle d'actine est aussi montré. L'analyse de I’'intensité des transcrits de c-takl
par rapport a celle de I’actine révéle des ratios de 1,34 et 1,15 pour les cellules PC-3 et
LNCaP et les différences (n=2) ne sont pas significatives. Ces données indiquent que les

deux types de cellules expriment le transcrit de fagon équivalente.

3.5. Production d’anticorps

Le fait que la kinase c-takl n’ait pas fait I’objet d’études approfondies et qu’aucun
anticorps n’était disponible pour sa caractérisation dans les modeles cellulaires prostatiques
nous a incité & produire des anticorps. Des essais ont été réalisés, d’abord en utilisant
comme antigéne une protéine de fusion correspondant a un fragment de c-takl-avec la GST

(glutathione S-transferase) puis différents peptides de synthése dérivés de sa séquence.

3.5.1. Obtention des anticorps

3.5.1.1. Protéine de fusion GST/c-takl

Le systéme de fusion génique GST permet I’expression, la purification, et la détection de
protéines de fusion produites, entre autres, dans les bactéries. Brievement, une séquence
codant pour une portion de la protéine GST est incorporée dans le vecteur (PGEX-4T3) en
aval des sites de clonage multiples avec le géne d'intérét, en l'occurrence une portion de la
séquence codant pour c-takl clonée dans ce vecteur. La transformation de bactéries suivie
de ’induction du vecteur PGEX-4T3 conduit alors a la production d'une protéine de fusion

contenant les portions des 2 génes de départ, i.e. GST/c-takl1.

Ayant obtenu I'ADNc correspondant a la séquence compléte de c-takl a partir d’une

librairie d’ADNc de cellules PC-3 (travaux de A.Atfi et P. Beaulieu; non publiés), nous
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lavons sous-cloné dans le vecteur pCR-Script Amp SK (+) et avons généré par PCR un
fragment de 1253 pb (montré a la figure 36A et correspondant a la taille attendue) qui a par
la suite été cloné dans le vecteur de fusion génique GST aux sites de restriction EcoR1 et
Sall et analysé sur gel d’agarose. La figure 36B (piste 2) illustre le vecteur PGEX-4T3
contenant I’insert de c-takl et les pistes 3 et 4 révelent la présence de I'insert de 1253 pb

apres digestion avec les enzymes de restriction EcoR1 et Sall.

Un tel vecteur GST/c-tak1 induit dans les bactéries devrait produire une protéine de fusion
de 71 kDa, i.e. correspondant a I’addition de la taille des fragments de la GST (29 kDa) et
c-takl (42 kDa). Différentes conditions d’induction ont donc été testées. Un exemple
représentatif des résultats obtenus est montré a la figure 37. Le gel d’électrophoreése SDS-
PAGE, coloré au bleu de Coomassie, ne révéle aucune protéine de 71 kDa produite par le
systéme d’induction. En effet, la comparaison des pistes correspondant aux différentes
conditions d’induction (pistes 3, 4, 5 et 6) et de purification (fractions solubles (S), pistes 3
et 4; fractions insolubles (C), pistes 5 et 6) avec celle illustrant le profil de protéines du
vecteur non induit (piste 2; N.I.) ne montre pas la présence spécifique de la protéine
d’induction. Considérant ’absence de production de la protéine de fusion par les différents
clones au terme de différentes conditions expérimentales, nous avons eu recours a la
synthése de deux peptides retrouvés dans la séquence de c-takl comme source d’antigénes

pour I'immunisation.
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marqueur fragment
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PGEX-4T ND PGEX-4T digéré

Figure 36. Clonage de c-takl

Un fragment de c-takl a été obtenu par PCR et inséré dans le vecteur PGEX-4T. Les
colonies obtenues aprés la transformation de bactéries compétentes sont analysées sur gel
d’agarose aprés digestion avec les enzymes de restriction EcoRI et Sall. Les fléches

indiquent le fragment de 1253 bp correspondant a I’insert de c-tak1 attendu.
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Figure 37. Gel représentatif des essais d’induction de la protéine fusion GST/c-takl1.

Les clones ont été induits a différentes concentrations d’IPTG pendant 4 h. Les extraits ont
été fractionnés de maniére a obtenir les protéines solubles (S) et insolubles (C) puis
analysés par électrophorése SDS-PAGE. Les protéines sont révélées par coloration au bleu

de Coomassie. La piste 2 correspond aux bactéries non induites (N.I).
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3.5.1.2. Peptides de synthése

Deux peptides de synthése ont été produits. Le premier peptide (P1805) correspond a un
domaine de 16 acides aminés unique a c-takl tandis que le deuxiéme peptide (P1806),
localisé dans la région 20-39 de la séquence, est aussi retrouvé dans les séquences de p78 et
c-tak75a. Les 2 peptides ont servi d’antigénes pour immuniser les lapins a raison de 2
animaux pour chacun des antigénes. La réponse immunitaire produite apreés chaque
injection d’antigénes est vérifiée par un test ELISA permettant d’évaluer la réactivité de
Panticorps produit face a son antigéne. Le graphique de la figure 38 illustre la réponse
immunitaire la plus élevée pour chacun des peptides chez un des lapins de chaque
catégorie, 4 semaines suivant la premiére injection d’antigénes. La comparaison des
courbes d’ELISA révéle que le lapin immunisé avec le peptide P1806 a produit rapidement
des anticorps ayant un titre élevé maximal & la premiére injection de 1/100 000 et
surpassant de 10 fois la valeur du titre obtenu avec I’antigéne P1805. Tel qu’attendu, le

sérum pré-immun ne montre aucune réactivité.

Le résumé des titres obtenus au cours de l'immunisation est présenté au tableau 11. Trois
des quatre lapins immunisés ont donné des titres d’anticorps égal ou supérieur a 1/400 000
aprés la troisiéme dose de rappel. Ces valeurs de dilution étant suffisamment élevées, les

lapins ont été sacrifiés et les antisérums testés en immunobuvardage.
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Figure 38. Réactivité des antisérums aux peptides P1805 et P1806.

Titres des antisérums obtenus chez les lapins ayant eu la plus forte réponse immunitaire aux

antigénes P1805 et P1806 suivant la premiére immunisation.
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3.5.2. Expression de la protéine c-takl

3.5.2.1. Détection de la protéine

Chacun des anticorps a d’abord été purifié sur une colonne de protéine A pour obtenir une
fraction enrichie en IgG. La quantité d’IgG purifiée est évaluée par sa valeur de densité
optique & 280 nm et les fractions dont les valeurs correspondent au pic d’élution sont

récupérées, concentrées en une seule aliquote a I’aide d’unités de centrifugation par filtres.

Tableau 11. Titre des antisérums en réponse aux peptides P1805 et P1806.
Deux lapins ont été immunisés avec chacun des peptides et ont regu trois doses de rappel

avec leur peptide respectif.

litrejpjection 3 me dose de rappel

Lapin 1 1/10 000 1/400 000
P1805
Lapin 2 1/50 000 1/100 000
Lapin 1 /¢
p1g0g | L2Pin 1/100 000 /(>400 000)
Lapin 2 1/10 000 1/(>400 000)

Les IgG purifiées sont par la suite testées pour leur réactivité en ELISA et les résultats sont
présentés a la figure 39. Les titres optimaux pour les IgG purifiées des deux lapins
immunisés avec le peptide P1806 sont similaires et de 1’ordre de 1/100 000 et 1/1 000 000
tel qu'attendu, les IgG pré-immunes ont peu de réactivité avec le peptide antigénique. Des

résultats similaires (non montrés) ont €té obtenus pour les IgG du peptide P1805.

L'étape subséquente est de tester les anticorps pour détecter la protéine (taille attendue de
80 kDa) par immunobuvardage. Une représentation des résultats obtenus avec les anticorps
du lapin 1 contre P1805 sur des extraits totaux de cellules PC-3 est illustrée a la figure 40.
Aucune immunodétection de la protéine c-takl (PM de 80 kDa) a été observée (pistes 1, 2

et 3) a laide de différentes concentrations d’anticorps (1, 3 et 5 pg). Quelques bandes non



167

Purification des anticorps P1806
sur colonne d'affinité

4 -
m lapin1IgG

e 3 ¢ lapin 1 IgG pré-immun
-% O lapin 21gG
o lapin 2 IgG pré-immun
2 2
‘@
c
[
09 -

0 -

0.1 1 10 100 1000 10000

Dilution des IgG purifiées
(X100)

Figure 39. Réactivité des IgG purifiées envers le peptide P1806

Les antisérums et les sérums pré-immuns ont ét¢ purifiés sur une colonne d’affinité et testés

pour leur réactivité par ELISA.
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Figure 40. Recherche de la protéine c-takl avec les anticorps purifiés du lapin P1805

Des extraits totaux de cellules PC-3 ont été séparés par électrophorése et transférés sur
membrane de nitrocellulose. Différentes concentrations d’IgG purifiées (P1805; pistes 1, 2
et 3) ainsi que les IgG contrles du lapin (pistes 4, 5 et 6) ont été utilisées pour

Iimmunobuvardage visant & détecter c-takl.
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spécifiques sont détectées dans la zone de migration de 116-200 kDa, tant par I’anticorps
P1805 que par les IgG controles de lapin (pistes 4, 5 et 6) Les mémes résultats
d’immunodétection sont obtenus pour les anticorps P1805 du lapin 2 ainsi que les anticorps

des lapins 1 et 2 immunisés avec le peptide P1806.

Devant cette absence d’immunoréactivité, nous avons repris ce type d’expériences en
utilisant des immunoprécipités obtenus & partir d’extraits totaux de cellules PC-3.
Bri¢vement, les extraits protéiques sont préalablement incubés avec des billes de protéine G
afin d’éliminer les protéines qui adhérent de fagon non spécifique sur les billes. Les IgG des
sérums pré-immuns correspondants ont été utilisés en paralléle avec les anticorps pour
I’immunoprécipitation des protéines. Les résultats obtenus avec 1’anticorps P1805 (lapin 1)
sont représentés a la figure 41. La partic B montre qu’aucune protéine spécifique est
détectée par I’anticorps apreés immunoprécipitation tout comme pour le controle (partie A).
Les parties C et D montrent le profil de détection tel qu’en A et B mais cette fois-ci en
utilisant les anticorps P1805 du lapin 2. Les mémes essais ont €té reproduits pour les
anticorps P1806 des lapins 1 et 2 et n'ont pas permis de détecter la protéine c-takl. Ainsi
aucun des anticorps produits ne détecte une protéine immunoprécipitée malgré le fait que

les anticorps, notamment le P1806, aient un titre trés élevé.

Tous ces essais d’immunodétection s’étant avérés négatifs, nous avons voulu vérifier si les
anticorps pouvaient reconnaitre la protéine dans sa forme native. A cet égard, des extraits
protéiques de cellules PC-3 ont été resuspendus dans du tampon de solubilisation non

réducteur et sans SDS préservant ainsi les protéines dans leurs conditions natives. Elles ont
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Figure 41. Recherche de la protéine c-takl par immunobuvardage aprés
immunoprécipitation avec les anticorps P1805.

Des extraits protéiques de cellules PC-3 ont été immunoprécipités avec le sérum pré-immun
(PI) (A) et avec les antisérums (I) du lapin 1 P1805 (B). L’immunodétection a été réalisée
avec les mémes antisérums. Les parties C et D correspondent aux immunoprécipités des

antisérums du lapin 2 P1805. La membrane a été surexposée (2 heures).
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ensuite été séparées dans un gel PAGE non dénaturant, puis transférées sur membrane et
soumises 4 I’immunodétection, respectivement avec les anticorps et IgGs purifiés des
sérums pré-immuns et immuns P1805 et P1806 et ce, pour chacun des lapins. Les résultats
pour les anticorps P1805 des 2 lapins peuvent étre visualisés a la figure 42. Ils révélent
aucune protéine spécifique. Le méme profil a été obtenu pour les anticorps P1806 des

lapins 1 et 2.

3.5.2.2. Activation de c-takl

Comme derniére tentative, nous avons mis a profit le fait que la protéine c-takl est une
protéine kinase et avons misé sur I’expérience antérieure du laboratoire qui a rapporté une
technique de renaturation des protéines en gel permettant de détecter I’activité kinasique
des protéines (Durocher et al., 1992). Briévement, les protéines sont séparées sur un gel
d’acrylamide, dénaturées, renaturées, incubées par la suite en présence d’ATP-y*?P afin de
détecter I’activité kinasique visualisée par des bandes phosphorylées en autoradiographie.
Dans le cas présent, les extraits protéiques de cellules PC-3 ont été immunoprécipités avec
les deux anticorps pour vérifier si les anticorps reconnaissaient bel et bien une protéine dont
l'activité enzymatique pouvait étre testée aprés immunoprécipitation. La figure 43 montre
les résultats obtenus. L’autoradiogramme révéle une bande active migrant au PM
correspondant a celui de c-takl et ce, pour I'immunoprécipité effectué avec les deux
antisérums P1806 et avec une de plus forte intensité pour le lapin 2. Les anticorps P1805
des deux lapins n’ont pas immunoprécipité aucune protéine kinase active de méme que tous

les sérums pré-immuns. Ces résultats indiquent que les anticorps du sérum P1806
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Figure 42. Recherche de la protéine c-takl native.

Les extraits protéiques de cellules PC-3 ont été séparés sur un gel PAGE non dénaturant,
transférés sur membrane de nitrocellulose et immunodétectés a ’aide des IgG purifiés des

lapins 1 et 2 immunisés avec P1805 (I) et les IgG pré-immunes correspondantes (PI).
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Figure 43. Activité kinasique en gel.

Les protéines des cellules PC-3 ont été immunoprécipitées avec les antisérums (I) des
lapins 1 et 2 (L1 et L2) et leurs sérums pré-immuns (PI), soumises a une électrophorése
SDS-PAGE, renaturées en gel, testées pour leur activité kinasique a I’aide d’ATP-yJZP, puis

détectées par autoradiographie.
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reconnaissent spécifiquement une kinase active et suggérent que la réactivité de l'anticorps
(peptide P1806) avec l'antigéne (kinase) implique un épitope conformationnel reconnu dans
la protéine native. L'antisérum du lapin 2 a donc été utilisé pour la suite des travaux et a été

désigné sous le nom mark.

3.5.3. Spécificité de Panticorps mark

Afin de confirmer la spécificité de ’anticorps mark envers la protéine c-takl, nous avons
opté pour une stratégie directe, i.e. via l'utilisation de la protéine recombinante c-tak! elle-
méme. A cette fin, PADNc c-fakl, portant une étiquette myc-His en C-terminal a été
transfecté dans les cellules 293. L'immunobuvardage des protéines avec un anticorps anti-
myc révéle une seule protéine migrant au PM de 80 kDa (figure 44A, partie A, piste 2),
confirmant donc que I'ADNc code bien pour c-takl. Par ailleurs, I’anticorps anti-myc ne
détecte aucune protéine dans les cellules transfectées avec le vecteur vide (figure 44A, piste
1). L’immunoprécipitation des protéines avec les anticorps anti-myc, suivie de 1’essai
d’activité kinasique en gel, montre aussi que la protéine détectée est une kinase active de 80
kDa (figure 44B, piste 4). De plus, les anticorps anti-myc détectent une protéine de 80 kDa
qui est spécifiquement immunoprécipitée avec I’anticorps mark (figure 44A, piste 6). Par
ailleurs, aucune protéine n’est décelée par les anticorps anti-myc lors de
l'immunoprécipitation avec le sérum pré-immun (figure 44A, piste 5). De plus, soulignons
que Pactivité kinasique de la protéine c-takl endogene dans les cellules 293 parentales ou
transfectées avec le vecteur vide est trés faible lorsqu’elle est comparée a I’activité décelée

dans les cellules surexprimant la protéine recombinante (figure 44B, piste 4 vs piste 2). Les
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Figure 44. Spécificité de I’anticorps anti-mark.

La protéine recombinante myc-His-c-tak1 est immunoprécipitée avec le sérum anti-mark,
soumise & I’électrophorése, et soit transférée sur membrane pour I'immunodétection ou
testée pour son activité kinasique en gel. A) Les cellules 293 sont transfectées de fagon
transitoire avec le vecteur vide (pistes 1, 3 et 4) ou le vecteur pcDNAmyc-His-c-takl
(pistes 2, 5 et 6). Aprés I'immunoprécipitation avec I’antisérum mark (pistes 4, 6) ou le
sérum contrdle pré-immun (pistes 3, 5), 'immunodétection est effectuée avec un anticorps
monoclonal anti-myc. Des extraits totaux des cellules transfectées avec la protéine c-takl
(piste 2) ou avec le vecteur vide (piste 1) sont aussi immunodétectés avec P'anti-myc. B)
Les extraits de cellules transfectées avec le vecteur vide (pistes 1 et 2) ou le pcDNAmyc-
His-c-tak1 (pistes 3 et 4) sont immunoprécipités avec I’anticorps anti-myc (pistes 2, 4) ou
les IgG contrdles de souris (pistes 1, 3) et analysés par I’essai d’activité kinasique en gel.
La méme expérience est répétée pour les pistes 5 & 8 avec I'immunoprécipitation des

protéines avec I’antisérum mark.



176

résultats obtenus indiquent que la protéine recombinante codée par I’ADNc c-fakl est une
kinase active immunoprécipitée avec 1’antisérum anti-mark produit & partir du peptide de

20 acides aminés dans la portion N-terminale de la protéine.

3.6. Activité de c-takl dans les cellules prostatiques
L’immunoprécipitation des protéines avec I’anticorps anti-mark suivie de I’analyse de
Pactivité kinasique en gel a donc été utilisée comme stratégie pour vérifier si la protéine c-

tak1 est active dans nos modéles prostatiques.

3.6.1. Activation de c-takl dans les cellules prostatiques normales et cancéreuses

Selon les résultats précédents de RT-PCR et les niveaux de transcrits (figure 35), c-takl
serait la principale kinase parmi les membres de cette sous-famille des mark exprimée dans
les lignées de CaP humaines et canines ainsi que dans les cellules primaires normales de
chien. Dans un premier temps, nous avons comparé ’activité basale de c-takl dans les
cellules PC-3 et LNCaP reflétant des stades différents du CaP humain. L’autoradiogramme
de la figure 45 (piste 2) révéle d’abord que ’antisérum mark immunoprécipite une protéine
de 80 kDa parmi les nombreuses kinases actives détectées par 1’essai d’activité en gel sur
des extraits protéiques totaux de cellules PC-3 (figure 45, piste 1). Cette kinase active est
spécifique puisqu’aucune bande n’est immunoprécipitée avec une quantité équivalente de
protéines de sérum immun (vérifiée au bleu de Coomassie). L’essai kinasique montre qu’il
y a une différence significative entre les niveaux de I’activité de la kinase, le plus haut

niveau étant atteint par les cellules PC-3 suivi des LNCaP>CEC en culture (a partir
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Figure 45.  Activité kinasique mark dans les cellules épithéliales prostatiques.

A) Les extraits protéiques des cellules PC-3 ont été¢ immunoprécipités avec I'antisérum
mark (piste 2) et les IgG contrdle de lapin (piste 3). Ces immunoprécipités ainsi que des
extraits totaux (piste 1) ont été analysés pour leur activité kinasique en gel. B) Des extraits
de cellules prostatiques de chien cultivées pendant trois jours (CEC) (piste 1) et de cellules
PC-3 et LNCaP (piste 2, 3) sont immunoprécipités et testés pour leur activité kinasique. Les
différences d’activité obtenues entre les cellules sont significatives, Student ¢ test two-
tailed, PC-3 vs CEC, P<0,001; PC-3 vs LNCaP, P<0,02 et LNCaP vs CEC, P<0,01; n=5 C)
Analyse des acides aminés phosphorylés de la bande de 80 kDa aprés hydrolyse acide,
purification, et séparation par électrophorése sur couche de cellulose. Ceci révéle la
présence de la phosphorylation des résidus sérine et quelques traces de résidus thréonine.

La position des marqueurs internes pSérine, pTyrosine et pThréonine est indiquée.
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desquelles c-takl a été clonée): PC-3 vs CEC, 16 fois, P<0,001; PC-3 vs LNCaP, 2 fois,
P<0,02; LNCaP vs CEC, 8,3 fois, P<0,01. Les différences de niveaux d’activité demeurent
lorsqu'ils sont exprimés en fonction d’un nombre égal de cellules. Ces résultats suggerent

une relation entre cette kinase, les cellules prostatiques et le CaP.

3.6.2. Confirmation du type de kinase

L’analyse des acides aminés phosphorylés de la bande de 80 kDa immunoprécipitée avec
I’antisérum mark est effectuée aprés I’extraction de la bande, suivie de I’hydrolyse et de
I’électrophorése sur couche mince. L’autoradiographie révele les positions des acides
aminés phosphorylés par comparaison a celles des résidus phosphotyrosine,
phosphothréonine et phosphosérine ajoutés lors de 1’électrophorése et préalablement
révélés a la ninydrine. Ainsi, tel que montré a partir de la protéine extraite des gels, la
phosphorylation touche majoritairement les résidus sérine (figure 45C) avec quelques traces
de phosphorylation sur les résidus thréonine et aucune sur tyrosine. Ceci confirme que la
kinase exprimée et active dans les cellules prostatiques est bien une S/TK, concordant donc

avec ’activité des kinases mark précédemment décrite (Espinosa and Navarro, 1998).

Les sections précédentes ont montré que I’expression de cette kinase est non détectable par
les anticorps mark. Toutefois, l'activité peut étre mesurée, elle sera donc étudiée apres
immunoprécipitation des protéines avec I’anticorps suivie de la détermination de I'activité
kinasique en gel. Une limitation de ces essais réside dans le contrfle de
I’immunoprécipitation des protéines. Pour minimiser ce facteur, nous avons eu recours a la
coloration des protéines immunoprécipitées au bleu de Coomassie comme standard de

contrdle de la quantité de protéines. Ainsi lorsque les activités c-takl des cellules sont
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comparées et a moins d’indications contraires, les résultats montrés ont été validés par la
présence d’une coloration constante des immunoprécipités (non montrée afin d'alléger les

figures).

3.7. Régulation de c-takl

Etant donné que: 1-les cellules PC-3, LNCaP et les cellules prostatiques primaires de chien
n’expriment que le transcrit de c-takl parmi les membres c-tak75a et p78 et que 2-
Iimmunoprécipitation des protéines des cellules prostatiques et des protéines
recombinantes avec I’antisérum mark génére une méme bande a4 80 kDa avec une activité
phosphosérine et phosphothréonine, le lien possible de P’activité de c-takl selon les
phénotypes cellulaires et le CaP chez 'humain de méme que la régulation directe de
Pactivité par des agents connus pour stimuler les fonctions des cellules seront étudiés.
L’activité de c-takl sera d’abord analysée dans le modéle de cellules prostatiques normales
canines in vivo et in vitro, suivi des modéles prostatiques humains. La relation directe des
effets des neuropeptides, de I'interleukine 6 et du TGFB sur I’activité de c-takl sera évaluée
in vitro. La recherche de partenaires de c-takl en relation avec son appartenance avec la
famille des Mark sera investiguée, dont la formation de complexes c-tak1-MAP4, c-takl-
tubuline ainsi que I’association de c-takl avec la phosphatase Cdc25C qui est impliquée
dans le cycle cellulaire. Finalement, l'effet de drogues chimiothérapeutiques réliées aux

microtubules sur I’activité de c-tak1 sera étudié.
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3.7.1 Association de Pactivité de c-takl avec la prolifération des cellules prostatiques
normales canines et le CaP chez le chien

La prostate normale chez le chien se compose des trois types cellulaires soit les cellules
basales, les cellules sécrétrices/luminales, ainsi que les cellules NE. Tout comme la prostate
des autres mammiféres et I'humain, il y a une prédominance des cellules sécrétrices de
I'épithélium en présence d'androgénes testiculaires. Il a été démontré (travaux du
laboratoire ainsi que ceux de la littérature) que les manipulations hormonales changent le
phénotype et les fonctions des cellules épithéliales prostatiques. Rappelons que
I’administration d’cestrogénes chez le chien castré conduit a la métaplasie des cellules
basales ainsi que I’augmentation du stroma fibromusculaire. L’apport des androgénes chez
le chien castré favorise le renouvellement de I’épithélium différencié, ie. composé de
cellules sécrétrices/luminales. Nous avons donc mis a profit ’avantage de ce systéme pour
vérifier si activité de c-takl peut étre modulée chez ces animaux. L’histologie et la
présence de marqueurs spécifiques visualisés par [I'immunohistochimie ont confirmé
I’identité des cellules renouvelées par I’apport des stéroides en accord avec les études

antérieures (Landry et al., 1996) (figure 46).

3.7.1.1. Modulation de Pactivité c-takl in vivo

L’activité de c-takl est mesurée au niveau des tissus prostatiques chez le chien intact ainsi
que le chien castré recevant des androgénes ainsi que des cestrogénes. Aprés
I'immunoprécipitation des protéines des fractions solubles (cytosoliques) et particulaires
(membranaires) avec I’anti-mark, I’activité de c-takl est obtenue par I’essai kinasique en

gel. La figure 47 (pistes 1 a 4) montre qu’il n’y a aucune activité détectée dans le tissu
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Figure 46. Immunohistochimie des prostates de chien

A) La prostate de chien castré traité aux androgénes est caractérisée par la présence d'un
épithélium renouvelé composé de cellules sécrétrices. Les cellules sont marquées avec un
anticorps anti-arginine estérase. B) La prostate de chien métaplasique suite au traitement
avec des cestrogénes aprés la castration est marquée a I’aide d’anticorps anti-cytokératines

de haut poids moléculaire (spécifique aux cellules basales). Grossissement 40X.



182

ablation des androgénes
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Figure 47. Modulation de Pactivation de c-takl in vivo

Schématisation des changements histologiques de la prostate aprés la castration et le
traitement avec des stéroides sexuels et activité de c-takl dans les tissus prostatiques de
chiens intact et castrés ayant regu des androgénes et des cestrogénes. Les fractions
particulaires (P) et solubles (S) ont été obtenues par centrifugation différentielle. Les
protéines ont été immunoprécipitées avec I’anticorps anti-mark et testées pour I'activité de

c-tak1 par I’essai kinasique en gel.
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prostatique de chien intact (prostate normale) ainsi que dans I’épithélium renouvel¢ de
chien castré ayant regu des androgénes et composé de cellules sécrétrices. Cependant, une
activité élevée de c-takl (2 80 kDa; voir fléche) a été détectée dans la fraction particulaire
de la prostate métaplasique du chien castré traité avec des cestrogénes (figure 47, pistes 5 et
6). Ainsi, cette protéine est une enzyme dont I’activité peut étre induite in vivo par I'apport
des cestrogénes favorisant la métaplasie des cellules basales, ce qui dans le contexte de la

prostate constitue une croissance indépendante des androgénes.

3.7.1.2. Modulation de Pactivité c-takl in vitro

Etant donné P’expression de c-takl dans: 1-les cellules de chien au jour trois de la culture
primaire; 2-la prostate métaplasique induite in vivo sous I’action des cestrogenes alors que
3-Pactivité est absente dans la prostate normale et 4-1épithélium différencié suite au
traitement du chien castré aux androgénes, nous avons voulu déterminer d’une part,
Iactivité de c-tak]l dans les populations enrichies de cellules épithéliales obtenues lors de
Iisolation des cellules prostatiques canines et d’autre part, vérifier l'effet des androgénes et
les cestrogénes de méme que les FC contenus dans le sérum de chien sur I’activité de c-takl
de cellules primaires in vitro. Les résultats obtenus a la figure 48A montrent I’absence
d’activité dans les préparations fraichement isolées de cellules basales (B) et luminales (L)
confirmant une fois de plus les résultats de la prostate normale. Par la suite, les cellules ont
été cultivées en présence de stéroides dans du milieu enrichi ou non de sérum de chien et
ce, pendant 4 jours. Nous observons que ’activité de la kinase n’est pas modulée par P’ajout

des stéroides in vitro, en absence de sérum (figure 48B, pistes 2 et 3) ou en sa
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Figure 48. Modulation de c-takl dans les cellules de chien in vitro et ajout de
stéroides sexuels

A) Les extraits protéiques des cellules épithéliales prostatiques canines, non sécrétrices B),
et luminales/sécrétrices (L) isolées de gradient de Percoll et des cellules primaires (jour 3;
méme prostate) sont immunoprécipitées avec les anticorps anti-mark et ’activité de c-takl
est analysée par I’essai kinasique en gel. B) Les cellules en culture primaire (jour 3) sont
exposées aux androgénes (DHT) et aux cestrogénes (E2) pendant 4 jours en absence de
sérum de chien. Les protéines sont analysées tel que décrit en A pour l'activité c-takl. La
partie inférieure de la partie B montre le contrdle de chargement des IgG via la coloration

du gel au bleu de Coomassie. Les expériences ont été répétées trois fois.



N,

310 % sérum 185

A [_1sans sérum
400
0 1
k)
= 300-
O
=]
@
° & 200+ 1
o X
= T T
£
(=} 100
pd
oL |
3 5 7 10
Jours
B
-
sans sérum sérum de chien
Jour 5

Figure 49. Stimulation de la prolifération des cellules avec le sérum de chien et
activation de c-takl

A) Les cellules prostatiques de chien en feuillets ont été incubées ou non avec du sérum de
chien pendant les périodes de temps indiquées. Les valeurs du nombre de cellules obtenues
représentent la moyenne + écart-type (EC) (student t test two-tailed, traité vs contrdle
P<0,001; n=3). B) L’activité¢ de c-takl a été mesurée aprés l’immunoprécipitation des
protéines avec I’anticorps anti-mark (méme quantité de protéines) suivie de Iessai
kinasique en gel d’extraits des cellules traitées pendant 2 jours ou non en présence de sérum

comme sources de facteurs de croissance non stéroidiens.
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présence (non montrés). Par ailleurs, comme le sérum de chien est mitogénique pour ces
cellules (Chevalier et al., 1991), nous avons stimulé ces cellules aprés leur adhésion avec et
sans sérum de chien et avons mesuré leur activité c-takl. La figure 49 démontre que le
sérum de chien stimule la prolifération cellulaire (P<0,001). Ceci est associé a une
augmentation de l'activation de la kinase c-takl, de ’ordre de 6,3 fois comparativement aux

cellules sans sérum (figure 49B; étudiée apres 48 h).

Afin de tester la relation entre c-takl et le CaP chez le chien, Pactivité de c-takl a été
mesurée dans la lignée DPC-1 représentant un modele de CaP avancé chez le chien. La
figure 50 montre une activité constitutive de c-takl dans ces cellules.Une activité kinasique
supplémentaire a été décelée dans la région de 60-70 kDa mais n’a pas été investiguée
jusqu’a maintenant. Les résultats de plusieurs expériences comparatives de I'activité c-takl
entre cette lignée et les PC-3, montrent qu'il n'y a pas de différence d'activité

statistiquement significatives

3.7.2. Association de la kinase c-takl et les pathologies prolifératives de la prostate

humaine
L’activité c-takl a été analysée dans des tissus prostatiques humains normaux (n=3) ainsi
qu’hyperplasiques (n=2) et cancéreux (n=3) provenant respectivement d’autopsies et de
biopsies chirurgicales. La méthode utilisée est la méme que précédemment, a savoir
I’'immunoprécipitation des protéines suivie de la détermination de I’activité kinasique en
gel. L’autoradiogramme de la figure 51 montre I’analyse de ces spécimens. Aucune activité

kinasique n’est détectée dans les immunoprécipités de tissus normaux et hyperplasiques,
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Figure 50. Activité de c-takl dans la lignée cancéreuse de prostate canine DPC1

Les extraits protéiques des cellules DPCI, cultivées dans du milieu complet (avec sérum,
voir Méthodes), sont soumis 4 1’'immunoprécipitation avec I’anticorps mark et a Pessai
kinasique en gel, tel que décrit auparavant. La méme procédure a été effectuée pour les

cellules PC-3.



N\

188

-

Normal BPH Cancer

Figure 51. Activité de c-takl dans le CaP chez ’humain

Les extraits de tissus prostatiques humains ont été pré-incubés avec des billes de protéine G
agarose et le mélange a été centrifugé. Les surnageants ont été immunoprécipités avec les

anticorps anti-mark et analysés par ’essai kinasique en gel.
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contrairement 3 ceux issus des tissus cancéreux. Plusieurs kinases jusqu’a maintenant non
identifiées co-immunoprécipitent avec I’enzyme c-takl, ce qui est non observé dans les

lignées de CaP humaines (ex: figures 43, 45B et 48).

Nous avons déja mentionné que les lignées LNCaP et PC-3 représentent respectivement des
modeles de cancer métastatiques de stades différents quant a leur degré de différenciation et
sensibilité aux androgénes. De plus, des sous-lignées aux propriétés différentes ont été
dérivées de ces lignées parentales (revoir le tableau 7). Nous avons testé leur niveau
d’activité de c-takl, incluant celle de la lignée androgéno-indépendante DU-145 qui
PC-3. La figure 52 montre que toutes les lignées prostatiques métastatiques humaines
présentent une kinase active immunoprécipitée avec l'anticorps c-takl. La comparaison des
activités indiquent que les cellules PC-3 expriment une plus forte activité comparativement
aux cellules LNCaP (PC-3 vs LNCaP; 1,95 fois, P<0,01). Quant aux sous-lignées PC-3M,
PC-3 Pro4, PC-3LN4, elles possédent une activité c-takl équivalente a la lignée parentale
PC-3. De méme, il n’y a aucune différence significative d’activité entre les sous-lignées C4
et C4-2 et Ia lignée LNCaP. Quant aux cellules DU-145, I’activité mesurée représente un
niveau d’activité inférieure a celle des cellules LNCaP mais la différence n’est pas
significative. L’ensemble de ces données montre qu’une kinase active de 80 kDa est
détectée dans les immunoprécipités de tissus prostatiques cancéreux et des lignées
humaines prostatiques cancéreuses alors qu’aucune activité n’est mesurée dans les tissus

prostatiques humains normaux et hyperplasiques. Ceci suggére que I’expression de
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Figure 52. Activité c-takl dans les différentes sous-lignées de CaP humain

Les extraits protéiques des différentes lignées cellulaires ont été immunoprécipités avec
I’anticorps anti-mark et analysés pour Dactivité c-takl dans l'essai kinasique en gel. La
différence d’activité de c-takl entre les cellules PC-3 et LNCaP est statistiquement
significative telle que définie par le Student t test two tailed, PC-3 vs LNCaP, P<0,01; n=3.
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activité de la kinase mark chez ’humain est associée au CaP. Suite a ces résultats, nous
avons voulu moduler le niveau d’activité de c-takl en utilisant les cellules PC-3
représentant un CaP avancé et d'activité relative plus ¢levée que les autres lignées

parentales et vérifier en paralléle I’effet sur le phénotype et la croissance cellulaire.

3.8. Surexpression de c-takl

Notre premiére stratégie consiste & déterminer l'effet de la surexpression de c-takl via le
systéme inductible Tet-On qui permet d’obtenir des transfectants stables dont le niveau de
P’expression du géne peut étre finement régulé par la présence de concentrations variées de
doxycycline. Le systéme Tet-On requiert deux transfections stables consécutives, la
premiére permettant d’introduire un plasmide codant pour un gene de régulation Tet-On
dans les cellules PC-3 et la deuxiéme consistant a intégrer le plasmide de réponse contenant

le géne de c-takl. Nous avons donc établi une lignée double stable Tet-On-c-tak1.

3.8.1. Contréle de la capacité d’induction des lignées stables Tet-On

La premiére lignée stable Tet-On PC-3 a été d’abord établie via la transfection du plasmide
de régulation pTet-On. Selon nos observations, les cellules commencent a mourir apreés 6
jours de culture dans le milieu de sélection contenant le G418. Aprés 1 mois de culture, des
colonies sont apparues et ont été récupérées de fagon isolée & I'aide des cylindres de
clonage. Les clones ont été multipliés afin de tester leur potentiel d’induction en réponse a
Pajout de la doxycycline, vérifi¢e par un essai B-galactosidase suivant la transfection
transitoire d'un plasmide (pBI-G) exprimant le géne rapporteur de la B-galactosidase. Les
résultats des 21 clones testés sont résumés au tableau 12. Parmi ceux-ci, 13 ont montré une

augmentation d’au moins 10 fois le niveau d’activité¢ basale de la B-galactosidase en
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Tableau 12. Liste partielle des analyses de 'induction des clones par I’essai de la B-

galactosidase
Clone sans doxycycline avec doxycycline induction
U/mg U/mg fois

1 1,25 2,39 1,91
2 0,17 4,70 27,65
3 0,20 3,35 16,75
4 0,13 2,22 17,08
5 0,27 0,12 0,44
6 0,30 3,20 10,67
Al 0,79 12,41 15,71
A2 0,13 5,95 45,77
A3 0,57 9,11 15,98
A4 0,93 18,66 20,06
AS 0,67 5,72 8,54
A6 1,27 24,39 19,20
C4 0,92 21,27 23,12
CA3 2,32 2,12 0,91
CAS 2,13 1,51 0,71
C3 0,79 3,55 4,49
C6 0,42 34,89 83,07
C2 0,15 1,00 6,67
Cl1 0,76 5,04 6,63
F5 0,21 2,60 12,38
I1 0,29 3,67 12,65

présence de doxycycline. Chacun des clones positifs a €té cultivé et utilisé pour générer des
lignées de doubles transfectants stables contenant le plasmide de réponse pTRE-c-takl sous

le contrdle de la doxycycline.
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3.8.2. Expression de c-takl sous le contrdle de la doxycycline

L’introduction des vecteurs pTRE-c-tak1 et pTK-Hyg permettant la sélection des nouveaux
clones via I’hygromycine a été réalisée afin d’établir les doubles stables ayant
potentiellement une capacité d’expression élevée de la protéine c-takl induite par la
doxycycline. Auparavant, I’ADNc de c-takl a été cloné dans le vecteur pTRE. La figure 53
montre la présence de I'insert de c-takl de 2,7 kb aprés la digestion du vecteur de réponse

pTRE avec les enzymes de restriction appropries.

Les clones obtenus aprés la transfection du plasmide de réponse sont ensuite testés en
présence et en absence de doxycycline pour mesurer I’induction de Pactivité kinase de c-
takl en gel aprés immunoprécipitation avec lanticorps mark. La figure 54 montre des
essais kinasiques représentatifs de I'induction de P’activité de c-takl sous le controle de 1
pg/mL de doxycycline. Nous avons observé des augmentations moyennes de 2 fois les
niveaux d’activité de base de c-takl des cellules contréles (sans doxycycline). Un total de
21 clones ont été sélectionnés et caractérisés pour leur phénotype et propriétés de
prolifération. Aucun des clones analysés n’a montré de changements notables dans la

morphologie et le profil de croissance en feuillet (résultats non montres).

3.9. Etudes de I’activation directe de c-takl in vitro

3.9.1. Effets des neuropeptides
Les travaux de la littérature ainsi que ceux du laboratoire ont montré que les cellules PC-3

étaient sensibles a différents FC et neuropeptides, leur ajout se traduisant par I’activation de
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Figure 53.  Clonage de c-takl dans le vecteur de réponse pTRE

L’ADNc de c-takl a été cloné dans le vecteur de réponse pTRE aux sites de restriction
Sacll. Aprés la ligation et la transformation dans les bactéries compétentes, les clones
obtenus ont été vérifiés pour la présence de I’insert de c-tak1 aprés la digestion du plasmide
avec I’enzyme de restriction SaclI (piste 3). Le plasmide non digéré est représenté a la piste
2.
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Figure 54. Contrdle de P'induction de Pactivité c-takl par la doxycycline

Les clones PC-3 doubles transfectants Tet-On ont été exposés (+) ou non (-) a la
doxycycline 1 pg/mL pendant 48 h et testés pour I’induction de Pactivité c-tak1 par ’essai

kinasique en gel aprés I’'immunoprécipitation des protéines avec Panticorps anti-mark.



196

certaines tyrosine kinases. Les cellules NE dans la prostate sécrétent divers neuropeptides
(Aprikian et al, 1993) dont l'action paracrine sur les cellules cancéreuses pourrait
influencer la progression du CaP. Parmi ceux-ci, il a été montré que la bombésine a 10 nM
activait rapidement (5-10 min) la kinase d'adhésion focale (FAK), résultant par la suite en
une motilité accrue des cellules PC-3 (Aprikian et al., 1997). Des études sur d’autres
produits tels que la calcitonine, la katalcine, ainsi que la substance P ont montré qu'is
activent aussi la phosphorylation sur tyrosine de FAK (Defoy, I; thése de doctorat, 2002).
Dans ce contexte, nous avons voulu vérifier si ces mémes neuropeptides avaient un effet
direct sur les cellules reli¢ a la modulation de I’activation de c-tak1. La figure 55 représente
un exemple de [lactivit¢ de c-takl des cellules PC-3 exposées a ces produits
neuroendocriniens aux conditions (concentration de 10 nM pendant 10 min) d'activation de
FAK, tel que confirmée par sa phosphorylation (résultats non montrés). La quantification
des bandes de P’autoradiogramme a révélé que dans ces conditions d’essais, aucun des

neuropeptides ne module de fagon significative I’activité de c-tak1.

3.9.2. Modulation par Pinterleukine 6

Des études récentes chez les patients ayant un CaP avancé ont montré qu’un taux sérique
élevé de la cytokine IL-6 est associé a des valeurs anormales d’APS et la progression du
CaP (Chung et al., 1999). Dans le laboratoire, il a été démontré que cette cytokine modulait
la phosphorylation de la tyrosine kinase Fer des cellules PC-3 de fagon biphasique soit avec
des maximums d’activation a4 10 et 30 minutes de traitement. L’effet est d’abord

cytoplasmique puis nucléaire et conduit 4 la stimulation de la prolifération de ces cellules
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Figure 55. Modulation de Pactivité de c-takl par les neuropeptides

Essai représentatif d’activité kinasique en gel de cellules PC-3 exposées aux neuropeptides.
A) Les cellules PC-3 ont été traitées avec 10 nM de bombésine (B), calcitonine (CA),
katalcine (K), et substance P (P) pendant 10 minutes. Les extraits protéiques ont &té
immunoprécipités avec I'anticorps anti-mark pour mesurer Iactivité c-takl par Iessai
kinasique en gel en comparaison des cellules non traitées contrdles (C). B) La quantité
d'IgG déposée sur gel aprés immunoprécipitation est vérifiée par la coloration au bleu de
Coomassie. Les variations ont été considérées pour l'analyse comparative des niveaux

d’activité c-tak1.
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(Zoubeidi et al., soumis). L activation de la kinase c-tak1 par I’IL-6 a donc été vérifiée dans
les mémes conditions. Les résultats rapportés en fonction de la quantité de protéines
immunoprécipitées chargées pour 1’électrophorése indiquent que dans ces conditions,
I’activité kinase de c-takl n’est pas modulée par I’'IL-6 (figure 56). Ceci suggére que les
sentiers de signalisation de la kinase c-takl différent de ceux impliqués dans la réponse
induite par les neuropeptides et I'IL-6 ou que les conditions choisies de stimulation

n’affectent pas I’activité enzymatique de cette kinase de la famille mark.

3.9.3. Modulation par le TGFf§

Des travaux antérieurs effectués dans le laboratoire ont montré que le TGF-81 activait une
protéine kinase p78 de type S/TK (Atfi et al., 1995) non identifiée dont les caractéristiques
de migration dans les essais d’activité kinase en gel rappellent celles de c-takl. Dans cette
thése, nous avons confirmé l'effet inhibiteur du TGF-B1 sur la prolifération des lignées
prostatiques humaines, dont celle des PC-3 (voir figure 22). Nous avons donc étudié I’effet
du TGF-B1 sur I’activation de la kinase mark. Dans un premier temps, les cellules ont été
exposées a différentes concentrations (10-240 pM) de TGF-B1 et P’activité¢ de la kinase c-
tak1 a été mesurée par 1’essai d’activité kinasique en gel. La quantification des bandes dans
la figure 57A montre une légére augmentation de ’activité mark (1,2 fois) en fonction de la
dose, atteignant un maximum a 40 pM de TGF-81 et ce pour une stimulation rapide de 5
minutes. L’étude cinétique de stimulation de ’activité de c-takl par le TGF-B1 a une dose
de 40 pM (figure 57B) a montré que ’augmentation de I’activité est décelée dés 5 ou 10

minutes d’exposition. Une analyse de variance de type Anova one way indique que la
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Figure 56. Modulation de Pactivité de c-takl par I'IL-6.

A) Les extraits protéiques des cellules traitées pendant différents temps en présence de
100ng/mL d'TL-6 ont été immunoprécipités et analysés par I’essai kinasique en gel. B) La
quantité d’IgG déposée sur gel aprés immunoprécipitation est vérifiée par la coloration au

bleu de Coomassie.
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Figure 57.  Effet du TGF-81 sur Pactivité kinase des cellules PC-3

A) Les cellules PC-3 ont été traitées avec des doses croissantes de TGF-B1 et analysées
pour leur activité c-takl par un essai d’activité kinasique en gel. B) Les cellules sont
stimulées avec 40 pM de TGF-B1 pendant les temps indiqués et Iactivité c-takl a été
mesurée comme en A. La modulation est significative selon ’analyse de variance de type

Anova one way, P<0,01; n=4.
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modulation de Pactivité de c-takl est significative (P<0,01, n=4). Cependant, nous avons
observé au cours de ces expériences des variations importantes des effets du TGF-81 dont 3
expériences sur 7 dans lesquelles Ieffet du TGF-81 n’est pas significatif, affaiblissant ainsi
les résultats. Devant ces données, nous avons modifié notre approche et avons recherché

des partenaires de signalisation.

3.10. Interactions de c-takl avec des molécules de signalisation

L’appartenance de c-takl & la famille des kinases marks dont les membres sont reliés aux
microtubules, suggére que celle-ci puisse avoir des interactions directes avec les
microtubules eux-mémes ou leurs protéines associées. Jusqu’a maintenant, aucune étude
n’a porté sur ces interactions. Nous avons abordé I’étude des complexes c-tak1-MAP4 et c-
tak1-tubuline au moyen d’immunobuvardage et d’essai kinasique en gel. De plus et ¢tant
donné qu'il a été rapporté que c-tak1 phosphoryle la phosphatase Cdc25C dans un systeme
surexprimant ces deux protéines, nous étudierons aussi I’association de c-tak1-Cdc25C

dans les cellules PC-3.

3.10.1. Association c-takl-MAP4

La protéine associée aux microtubules MAP4 est phosphorylée par les kinases de rat,
Mark1l et Mark2, lorsqu'elles sont surexprimées dans les cellules CHO (Ebneth et al.,
1999). De plus, ’expression soutenue, via un systéme inductible, de la kinase Mark2
provoque le détachement et la mort de ces cellules, en altérant I'intégrité des microtubules
(Ebneth et al., 1999). Cependant, I'interaction directe entre ces kinases et MAP4 n’a pas été

démontrée. Puisque c-takl représente un membre de la méme famille que les kinases Mark
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de rat et que jusqu’a maintenant, elle est la principale kinase de la sous-famille exprimée
dans les cellules de CaP humain, nous avons testé une association possible entre c-takl et
MAP4 dans les cellules PC-3. La figure 58 résume les résultats d’immunobuvardage
obtenus & I’aide de I’anticorps commercial anti-MAP4. La piste 1 constitue un controle
positif résultant de Iimmunobuvardage de l'extrait protéique commercial de cellules
HepG2. La bande attendue est de haut poids moléculaire et se situe dans la zone de 200-220
kDa. La piste suivante illustre I'expression de la protéine MAP4 dans les cellules PC-3.
Etant donné lintensité de la réactivité, une exposition plus bréve de la membrane est
montrée complétement A droite de la figure. Les résultats de co-immunoprécipitation ou
d’interaction sont ensuite présentés. On note une interaction non spécifique de MAP4 avec
les billes de protéines G, telle que vérifiée par I'incubation d’un extrait total de PC3 avec
les billes de protéine G sépharose et montrée par la présence d’une bande dans la piste 3.
Pour minimiser cet effet, les extraits protéiques ont d’abord été pré-incubés avec les billes
de protéine G, puis récupérés par centrifugation, et immunoprécipités avec les IgG de
sérum immun mark (piste 5) et des quantités équivalentes d’IgG de sérum de lapin pré-
immun (piste 4). Pour chacun des essais, une bande dans la région de 200-220 kDa a été
obtenue, signifiant une interaction non spécifique de c-takl et de la protéine MAP4. La
contrepartic de I’expérience a savoir 1'immunoprécipitation avec I’anticorps anti-MAP4,
suivie de la détection de la kinase mark par I’essai kinasique en gel, n’a pu étre réalisée

puisque P’anticorps anti-MAP4 ne fonctionne qu’en immunobuvardage direct.
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Figure 58. Recherche de complexes c-takl-MAP4

Les extraits protéiques des cellules PC-3 ont été préalablement pré-incubés avec les billes
de protéine G agarose. Le surnageant est récupéré pour obtenir les immunoprécipités avec
les IgG contrdle de lapin (piste 4) et I’anti-mark (piste 5). Les contrdles positifs sont des
extraits de cellules HepG2 (piste 1) et PC-3 (piste 2). L’adhésion non spécifique des
protéines sur les billes de protéine G est vérifiée par leur incubation avec un extrait
protéique de cellules PC-3, suivie de I’élution dans le tampon de Laemmli. Les échantillons
sont soumis a I’électrophorése et I'association de c-takl avec MAP4 est vérifiée par
immunobuvardage avec I’anticorps anti-MAP4. La membrane de gauche a été surexposée

(1heure) et celle de droite résulte d’une exposition bréve de 30 sec.
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3.10.2. Association c-takl-tubuline

La protéine MAP4 est une molécule qui, par son domaine de liaison aux microtubules
contenant 3 ou 4 séquences répétitives, les stabilise (Nogales, 2000). De plus, il a été
démontré que les protéines Smads, des effecteurs de signalisation du TGFR, étaient liées a
la tubuline B (Dong et al., 2000). Etant donné I’appartenance de c-takl a la famille des
Mark et sa régulation possible par le TGF8, nous avons déterminé si la kinase c-takl est
directement reliée a la tubuline B. Les résultats sont illustrés & la figure 59. Une bande
franche correspondant a la tubuline est détectée & la piste 1, issue de I'immunobuvardage
d’un extrait total de cellules PC-3 avec I’anti-tubuline. Etant donné le PM trés rapproché de
la tubuline avec celui de la chaine lourde des IgG de souris (55 kDa vs environ 50 kDa), la
bande immunoprécipitée par 1’anticorps monoclonal anti-tubuline apparait probablement a
Iintérieur de la large bande présentée dans la piste 3. L’immunoprécipitation des protéines
avec lanticorps anti-mark suivie de PIimmunodétection avec I’anti-tubuline révele
’absence d’une association. La figure 59A montre que dans les conditions testées,
I’association de c-takl ne semble pas étre directe avec la tubuline (piste 5). La présence des
bandes floues dans les pistes 4 et 5 résulte possiblement d’une interaction non spécifique
des IgG de souris avec la forte concentration d’IgG de lapins. Pour mieux étudier cette
interaction possible de c-tak1 avec la tubuline, des essais d’activité en gel ont été€ effectués
(figure 59B). Ainsi, des extraits protéiques de cellules PC-3 immunoprécipités avec les IgG

contrdle de souris (A, piste 1), ’anti-tubuline (A, piste 2), les IgG contrdle de lapin (A,
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Figure 59. Recherche de complexes c-takl-tubuline

A) Les extraits protéiques des cellules PC-3 ont été immunoprécipités avec les IgG contrdle
de souris (piste 2), I’anti-tubuline (piste 3), les IgG contrdle de lapin (piste 4) et I'anti-mark
(piste 5). La présence ou non de I’association de c-takl avec la tubuline est évaluée par
immunodétection des immunoprécipités avec ’anti-tubuline. B) Les extraits protéiques des
cellules PC-3 ont été immunoprécipités avec les IgG contrdle de souris (piste 1), I’anti-
tubuline (piste 2), les IgG contrdle de lapin (piste 3) et ’anti-mark (piste 4). L’association
de c-takl avec la tubuline est vérifiée par I’essai d’activité kinasique en gel. La fleche

indique la position de c-tak1 sur le gel de renaturation.
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piste 3) et I’anti-mark (A, piste 4) ont été testés pour leur activité kinasique. Tel que
précédemment, 1’association de c-takl avec la tubuline n’a pas été trouvée. Aucune bande
spécifique n’apparait lorsque les extraits sont immunoprécipités avec I’anti-tubuline (piste
2) en comparaison du contrdle positif de la technique (piste 4). Ce résultat va de pair avec
celui de la figure 59A montrant Pabsence de I’immunodétection de la tubuline dans
I’immunoprécipité effectué avec I’anti-mark. Ces expériences démontre que la kinase c-

tak1 ne forme pas de complexe avec la tubuline f.

3.10.3. Association c-takl-Cdc25C

La phosphatase Cdc25C est impliquée dans la régulation de la transition de la cellule de la
phase G2 en phase M. L’interaction physique entre c-takl et Cdc25C a été montrée dans les
cellules COS lors de la surexpresion des deux enzymes (Peng et al, 1998). Or, cette
interaction n’a pas été définie dans des conditions d’expression endogéne de ces deux
protéines. Nous l'avons donc recherché dans les cellules PC-3. La figure 60A représente
I’immunobuvardage d’un extrait total et d’immunoprécipités de cellules PC-3 avec
I’anticorps anti-Cdc25C. La piste 1 montre clairement la présence de Cdc25C dans Pextrait
total de cellules PC-3. La protéine Cdc25C est détectée dans I'immunoprécipité avec
’anticorps anti-mark suggérant une association avec la kinase mark (piste 3). L’absence de
la protéine Cdc25C dans I'immunoprécipité avec les IgG contréle de lapin (piste 2) indique
que cette interaction est spécifique. De fagon inverse, I'immunoprécipitation des protéines

avec I’anticorps anti-Cdc25C, suivie de la détection de la kinase mark par renaturation sur
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Figure 60. Association de c-takl avec Cdc25C

A) Les extraits protéiques de cellules PC-3 ont été pré-incubés avec les billes de protéines
G. Le surnageant récupéré est immunoprécipité avec les IgG contrdle de lapin (piste 2) et
P’anticorps anti-mark (piste 3). La recherche des complexes c-tak1-Cdc25C est effectuce
par I'immunobuvardage avec lanticorps anti-Cdc25C. B) Les extraits protéiques ont €té
traités comme en A. Les surnageants sont immunoprécipités avec les IgG contrdle de lapin
(piste 1) et Panticorps anti-Cdc25C (piste 2). L’essai d’activité kinasique en gel permet de

détecter une protéine migrant au PM de c-tak] ainsi qu’une seconde kinase de 30 kDa.
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gel laisse voir une bande de faible activité (figure 60B, piste 2), absente de
I’immunoprécipité obtenu avec les IgG contrdle de lapin (piste 1). Une autre kinase de
faible PM (~30 kDa) jusqu’a maintenant non identifiéc est aussi observée co-
immunoprécipitée avec I'anticorps anti-Cdc25C et renaturée. Ainsi, dans un contexte

d’expression physiologique, nous démontrons I’association de Cdc25C avec c-takl.

3.11. Activité de c-takl et le cycle cellulaire

La présence de ce complexe ainsi que I'appartenance de c-takl & la famille des kinases
Mark nous ont incité & vérifier la modulation possible de I’activité de c-takl en fonction des
phases du cycle cellulaire. A cette fin, les cellules PC-3 ont été synchronisées en phase
G2/M et en phase G1/S respectivement a I’aide du nocodazole et de ’aphidicoline ainsi que

la mimosine (Merrill, 1998).

Les cellules PC-3 exposées aux différentes drogues ont été analysées pour leur contenu en
ADN marqué 2 liodure de propidium ainsi que I’activité c-takl. La figure 61A représente
le profil du cycle cellulaire des cellules PC-3 contrdles, caractérisé par la présence
équivalente des cellules en phase G2/M et S (21% chacune) et constituant donc 42 % de la
population analysée ot 58 % des cellules sont en phase GO-G1. Le traitement des cellules
au nocodazole ne bloque que partiellement les cellules puisque 44 % des cellules sont alors
en phase G2/M (figure 61B). Quant & la synchronisation induite par I’aphidicoline ou la
mimosine, une moyenne de 66 % des cellules se situent en phase Gl (figure 61C),

proportion qui est légérement plus élevée que celle des cellules controles.
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La comparaison de Dl'activité de c-takl en relation avec les phases G1/S et G2/M des
cellules synchronisées et ce, en fonction des différentes phases du cycle des cellules
contrdles asynchrones, montre I’absence de modulation de la kinase (panneaux de droite de

chacune de la figure 61B, C, D).

3.12. Modulation par les drogues chimiothérapeutiques

C-tak1 est une kinase de la famille des Mark qui a par définition une affinité et un r6le dans
la régulation des microtubules, bien qu'aucune interaction n'ait été décelée avec MAP4 et la
tubuline dans les cellules PC-3. Par ailleurs, la formation d’un complexe c-takl avec la
phosphatase Cdc25C associée au cycle cellulaire souléve la possibilité d'une implication de
la kinase dans les mécanismes de régulation des microtubules au cours du cycle cellulaire.
Les microtubules sont des cibles thérapeutiques de diverses drogues chimiothérapeutiques
utilisées dans différentes formes de cancers dont le CaP. Or de telles drogues affectent
I’intégrité des microtubules résultant en la perturbation du cycle cellulaire, l'objectif étant
de provoquer la mort des cellules quoique certaines peuvent malgré tout survivre et y
échapper. Les mécanismes d’action moléculaire des drogues sur Dintégrité des
microtubules demeurent partiellement méconnus et différent selon les types de cellules.
Nous avons étudié les effets de drogues comme les taxanes et les alcaloides de Vinca
(vinblastine, vincristine) sur Dactivité de c-takl et déterminé d’abord leurs effets

cytotoxiques sur les lignées cellulaires humaines PC-3 et LNCaP.
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Figure 61.  Activité de c-takl au cours du cycle cellulaire

Distribution des cellules PC-3 contrdles (A) et incubées avec (B) le nocodazole (C)
I’aphidicoline et (D) la mimosine pendant 24h selon les phases du cycle cellulaire. Aprés le
traitement, une fraction des cellules est trypsinisée et colorée avec I'iodure de propidium
afin de mesurer leur distribution dans le cycle cellulaire par cytométrie en flux a I’aide du
logiciel ModFiLT. L’autre partie est utilisée pour I’analyse de Iactivit¢ de c-takl par
I’essai kinasique en gel aprés I'immunoprécipitation des protéines avec I’anticorps anti-

mark: (C) cellules non traitées et cellules traitées (analyse en duplicata).
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3.12.1. Effet inhibiteur des drogues sur la prolifération cellulaire

Les cellules LNCaP et PC-3 ont été choisies respectivement comme modéles de CaP
avancé, respectivement sensible et insensible aux androgénes et dont les sensibilités aux
effets des drogues chimiothérapeutiques ou d’agents pharmacologiques different aussi. Les
cellules LNCaP montrent généralement une sensibilité plus grande a I’inhibition de
croissance par les drogues que les cellules PC-3 (Geldof et al., 1999; Blagosklonny et al.,
2000; Gruber et al., 2001). Nous avons voulu confirmer Iefficacit¢ du taxol, de la
vincristine, de la vinblastine, ainsi que de la colchicine en mesurant la croissance cellulaire,
en présence de sérum par le test MTT. La figure 62 montre les courbes d’inhibition de la
croissance des cellules PC-3 en fonction des doses croissantes des 4 drogues. Nous
observons que le taxol, la vinblastine, la vincristine et la colchicine générent le méme profil
d’inhibition, la concentration minimale pour obtenir un effet significatif étant de 0,01 pM
chez les cellules PC-3. Les courbes d’inhibition se caractérisent par la présence d’un
plateau pour les doses de 0,1 pM et 10 pM et ce, pour toutes les substances testées. Le
maximum d’inhibition atteint 40%, suggérant donc que 60% des cellules PC-3 échappent a
Peffet des drogues. La comparaison des courbes de croissance en fonction du temps (figure
62B) indique que I’effet observé est une inhibition et non pas une perte du nombre des

cellules. Des expériences similaires ont été répétées en utilisant les cellules LNCaP et le
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Figure 62. Effet inhibiteur des drogues chimiothérapeutiques sur la croissance des
cellules PC-3.

(A) Inhibition de Ia croissance des cellules PC-3 traitées pendant 48 heures avec différentes
concentrations des composés en présence de sérum. L'effet sur la croissance est mesuré par
’essai MTT. Des résultats similaires sont obtenus aprés 72 heures de traitement. (B) Les
histogrammes montrent la croissance des cellules contrdles et traitées au Taxol (1 pM) en
fonction du temps, tel que mesurée par le test MTT (* différence significative selon

I’anayse de Student ¢ test two-tailed, contrdle vs traité P< 0,01; n=3).



213

méme profil de réponse que celui décrit pour les cellules PC-3 a été obtenu (figure 63). Les
cellules LNCaP atteignent un maximum aux environs de 50% d’inhibition pour les drogues
chimiothérapeutiques mais sont plus sensibles a leurs effets, tel que montré par la
comparaison des ICso au tableau 13. En effet, les cellules LNCaP sont en moyenne 2 fois

plus sensibles que les cellules PC-3 & I’effet des drogues.

Tableau 13. Comparaison des ICs, des différentes drogues

Drogue LNCaP PC-3 1C5 (nM)

Taxol 17,50+ 8,0 37,0+6,0 (P<0,05)

Vinblastine 44,37+6,6 77,1+7,0 (P<0,001)
Vincristine 9,50+0,3 16,3% 2,6 (P<0,02)
Colchicine 17,92+84 423+ 8,7 (P<0,05)

* Les valeurs de P (entre parenthéses) représentent I’analyse statistique de la différence obtenue

entre les 2 lignées par le Student t test two tailed.

Par ordre d'efficacité d’inhibition, la vincristine est la plus efficace alors que la vinblastine
est la moins puissante pour les deux lignées de cellules quoiqu’a des concentrations
différentes. Le taxol et la colchicine se situent entre les deux et sont d'efficacité comparable
a lintérieur de chacune des lignées. Dans les cellules PC-3, les drogues ont des effets
significativement différents entre elles (analyse de covariance, Anova two-way), P<0,01;
n=3) sauf entre le taxol et la colchicine. Par ailleurs dans les cellules LNCaP, seule la
différence de niveau d’inhibition induit par la vinblastine est statistiquement significative

de celui des autres drogues (analyse de covariance, Anova two-way), P<0,01; n=3). Ces
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Figure 63. Effet inhibiteur des drogues chimiothérapeutiques sur la croissance des

cellules LNCaP

A) Inhibition de la croissance des cellules LNCaP traitées pendant 48 heures avec
différentes concentrations des composés en présence de sérum. L'effet sur la croissance est
mesuré par I’essai MTT. Des résultats similaires sont obtenus aprés 72 heures de
traitement. (B) Les histogrammes montrent la croissance des cellules contrdles et traitées au

Taxol (1 pM) en fonction du temps, tel que mesurée par le test MTT. (analyse par le

Student t test two-tailed, * P<0,02; **P< 0,001, n=3).
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résultats sont en accord avec les données de la littérature et indiquent que les cellules
sensibles aux androgénes ont aussi une plus grande sensibilité de réponse aux drogues
(Blagosklonny et al., 2000; Mastbergen et al., 2000, Vadgama et al., 2000). L'inverse
prévaut pour les cellules PC-3 qui reflétent un CaP métastatique plus avancé, aussi plus
difficile a traiter, d'od la possibilité de mécanismes différents de régulation de leur
croissance. De plus, dans les mémes conditions de traitement, les drogues produisent
différentes amplitudes ou degrés d’inhibition. Ceci implique des mécanismes d'action

différents et possiblement des cibles moléculaires distinctes.

3.12.2. Effet sur le phénotype et 'induction de la mort cellulaire

Au cours de ces études sur les effets des drogues sur la croissance des cellules PC-3 et
LNCaP, nous avons noté des altérations morphologiques progressives des cellules qui
varient selon la durée du traitement et les doses de vinblastine, vincristine, colchicine et
taxol. En fait, les observations des effets morphologiques sont relativement semblables
entre elles. La figure 64B montre que Iexposition des cellules entraine des effets
négligeables aux concentrations de 0,001 uM et 0,01 pM, mis & part quelques cellules qui
deviennent arrondies aprés 24 heures de traitement et se détachent. Par ailleurs, & des doses
de 1 et 10 pM (figure 64C), les cellules présentent des noyaux multiples, des irrégularités
du contour cytoplasmique, et ce progressivement en fonction du temps d’exposition. Les
premiéres anomalies apparaissent dés 24 h de traitement. La principale caractéristique du
traitement au taxol consiste en I’hypertrophie progressive, telle qu'observée dans les
feuillets aprés 48 h de traitement (voir le figure 64C et D) et I’endoréduplication des

cellules.
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Figure 64. Effet du taxol sur la morphologie des cellules PC-3

L’observation des cellules contrdles (A) et traitées avec du taxol a (B) 0,001 uM et (C-D)
10 pM montre I’apparition d'altérations morphologiques & une dose élevée. Les cellules
sont observées en microscopie en contraste de phase. En D), les cellules ont été colorées au
crystal violet. Grossissement X10 pour les photos A 2 D. La photo D a été agrandie a I’aide

du logiciel Powerpoint.
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3.12.2.1. Induction de la mort cellulaire

Le taxol, par son action sur les microtubules, altére leur dynamique et la formation des
fuseaux mitotiques bloquant ainsi la progression du cycle cellulaire. La phase M est alors
perturbée et ceci peut provoquer la sortie prématurée des cellules de cette phase ou
’accumulation des cellules multinucléées (Abal et al., 2003). Rappelons que 1’apoptose se
caractérise par des modifications morphologiques, dont entre autres, le rétrécissement
cellulaire, des bourgeonnements cytoplasmiques, la fragmentation de la chromatine, la
dégradation de I’ADN alors que la membrane cytoplasmique demeure intacte. Ces
altérations structurales s’accompagnent de changements biochimiques et fonctionnels a
savoir, I’externalisation de la phosphatydylsérine, la perte du potentiel membranaire de la
mitochondrie, la protéolyse des protéines, la dégradation de I'ADN, etc. Quant a la cellule
nécrotique, elle se distingue de la cellule apoptotique par la perte de Iintégrit¢ de la
membrane cytoplasmique, des noyaux, de I'absence de régulation du processus et
d’activation des protéases, combinée au rdle inexistant de la mitochondrie (Nieminen,
2003). Afin d’apprécier la structure des noyaux, nous avons utilisé le réactif DAPI qui
forme un complexe fluorescent avec ’ADN double brin. La figure 65 montre les noyaux
intacts des cellules contrdles alors que les noyaux fragmentés des cellules traitées avec 10
uM de taxol pendant 24 h sont des signes précurseurs évidents d’apoptose. Afin de faire la
distinction entre les cellules apoptotiques et les cellules nécrotiques, nous avons utilisé le
double marquage des cellules avec I'iodure de propidium et les anticorps anti-annexine-V.

L’iodure de propidium est un marqueur de ’ADN et est utilisé comme colorant
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Figure 65. Effet du taxol sur la morphologie des noyaux

Les cellules PC-3 controles en (A) et traitées au taxol 10 uM (B) pendant 24 h sont

incubées en présence de DAPI. Les fléches indiquent des noyaux fragmentés.
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d’exclusion. Les cellules nécrotiques n’ayant plus une membrane plasmique continue

montrent alors une fluorescence pour I’iodure de propidium.

L’annexine-V est une protéine de liaison des phospholipides dépendante du Ca®* qui
posséde une forte affinité pour la phosphatidylsérine. Ainsi, I’annexine-V couplée a la
fluorescéine (FITC) est utilisée comme sonde pour détecter la présence de la
phosphatidylsérine a la surface cellulaire (Vermes et al, 1995). La cellule apoptotique
présente exclusivement le marquage & Pannexine-V et donc une absence d'iodure de

propidium.

La figure 66 montre les images obtenues lors de la détection de I’annexine-V et de I'iodure
de propidium des cellules PC-3 contrdles non traitées (A et B) et les cellules traitées avec le
taxol a une dose élevée, 10 pM (C et D). Le méme champ au microscope a été visualisé
dans le spectre de détection de la FITC (annexine-V) et de la phycoérythrine (iodure de
propidium) et photographié. L’image A représente la détection de I’annexine-V pour les
cellules contrdles et en B, celle de Piodure de propidium. Dans les deux situations,
quelques rares cellules ont capté le fluorochrome et I'iodure de propidium. L’image C met
en relief la présence de cellules apoptotiques suite au traitement avec le taxol et sont
marquées par I’annexine-V (fleches). L’image D présente des cellules traitées au taxol qui
sont nécrotiques par leur incorporation de I'iodure de propidium et exprimant aussi la
phosphatidylsérine & leur surface cellulaire. Des résultats similaires ont €t€ obtenus pour les

cellules traitées a la vincristine, vinblastine et la colchicine.
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Annexine-V Iodure de propidium

controle

taxol

Figure 66. Induction de I’apoptose par le taxol

Les cellules contrdles (A, B) et traitées au taxol (C, D) pendant 24 h ont été co-incubées
avec I’annexine-V-FLUOS et I'iodure de propidium afin de discriminer entre les cellules
apoptotiques et les cellules nécrotiques. Les fleches indiquent les cellules en apoptose. Le

méme champ microscopique a été visualisé pour les deux marqueurs.
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3.12.3. Effets des drogues sur Pactivité de c-takl

Nous avons déja mentionné que dans le systéme de surexpression des cellules COS (Peng
et al., 1998), c-takl phosphoryle Cdc25C et que cette phosphorylation facilite la liaison de
Cdc25C avec la protéine 14-3-3. Le complexe Cdc25C/c-takl est alors présent dans les
cellules en interphase et absent des cellules en mitose. Nous avons montré de tels
complexes c-tak1-Cdc25C dans les cellules PC-3. Etant donné le rdle de la phosphatase
Cdc25C dans le cycle cellulaire ainsi que l'effet des drogues chimiothérapeutiques sur le
cycle cellulaire, nous avons vérifié I'effet du taxol, de la vinblastine, de la vincristine et de
la colchicine sur activation de c-takl principalement dans les cellules PC-3. Les cellules
ont été exposées a 10 uM de chacune des drogues, correspondant a la dose maximum située
dans la phase plateau des courbes de croissance de la précédente expérience, selon une
courte (30 min) et une longue cinétique (1 et 24 h). Pour chaque condition, I’essai d’activité
kinasique en gel a été répété en moyenne entre trois fois et sept fois, aprés
I'immunoprécipitation avec ’anticorps anti-mark. L’activité de c-takl a aussi été testée
avec des extraits protéiques de cellules obtenus suivant des temps d’exposition trés courts
(2, 5, et 10 min) et intermédiaire (480 min) a différentes doses (0,01; 0,05; et 1uM) des
drogues. Les figures 67 et 68 montrent les autoradiogrammes représentatifs de ces
expériences dans les cellules PC-3, selon l'ordre de Dactivité inhibitrice des différents
composés sur la croissance cellulaire (voir figure 62). Nous observons que la vincristine, la
colchicine, et la vinblastine ont peu ou pas d’effets significatifs sur I’activation de c-takl

autant pour des temps de cinétique rapide (30 min) ou s’étalant sur 24 h. Cependant, le



vincristine 799

1.5
=
LS 2
o = 1.01
5 =
= =
= bl
0.5 -
0.0
0.0 0.5 1.0 24.0
Heures
taxol
5 -
s
e 9 4 -
= 2z
b
S = 3-
= %
= 24
14
0

0.0 0.5 1.0 24.0

Heures

Figure 67.  Effet représentatif de la vincristine et du taxol sur activation de c-takl

Les cellules PC-3 ont été exposées a 10 uM des différentes drogues pendant de courtes et
de longues périodes de temps. L’activité de c-takl est mesurée par I’essai kinasique en gel.

L’histogramme représente 1’augmentation de I’activité de c-takl1.
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Figure 68.  Effet représentatif de la colchicine et de la vinblastine sur Pactivation de

c-takl

Les cellules PC-3 ont été exposées a 10uM des différentes drogues pendant de courtes et de
longues périodes de temps. L’activité de c-takl est mesurée par I’essai kinasique en gel.

L’histogramme représente I’augmentation de I’activité de c-takl.
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taxol (figure 67B) augmente jusqu’a 4,8 fois le niveau d’activité de c-takl suivant une
longue période d’exposition de 24 h. Ces résultats montrent donc que Pactivité de c-takl ne
va pas de pair avec les effets d'inhibition des drogues sur la croissance cellulaire. Par
ailleurs, comme c-takl est sensible au taxol, ceci représente possiblement une certaine

spécificité d’action.

3.12.4. Effets des drogues sur les cellules normales prostatiques de chien

Selon nos résultats précédents, I’activité de c-takl est détectée dans les modeles de cellules
prostatiques cancéreuses humaines et canines de méme que les cellules normales de chien
qui se divisent in vitro et in vivo. Nous avons montré que le taxol module P’activité de la
kinase mark dans les cellules PC-3. Nous avons voulu déterminer si cette augmentation de

Pactivité de c-tak1 peut étre reproduite au niveau des cellules normales.

A cette fin, les cellules prostatiques de chien en culture primaire en phase de prolifération
ont été testées pour I’activation de c-takl sous P’effet des drogues chimiothérapeutiques en
présence de sérum de chien. Celles-ci ont été utilisées a une concentration de 1 uM suivant
des courtes et des plus longues périodes d’exposition. Les figures 69 et 70 montrent les
autoradiogrammes représentatifs obtenus. Alors que la vinblastine et la vincristine
n’affectent pas significativement le niveau d’activation de c-takl, le taxol module
légérement Dactivité enzymatique & la hausse (temps 30, 60 et 1440 min; 1,2 fois). Ces
effets sont plus faibles que dans les cellules PC-3 par un facteur moyen de 10. De plus, la

bande supplémentaire de 55 kDa observée précédemment, co-immunoprécipitée avec
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Figure 69. Effet représentatif des drogues associées aux microtubules sur
Pactivation de c-takl dans les cellules prostatiques de chien

Les cellules prostatiques de chien ont été exposées a 1 pM de vinblastine et de vincristine
en présence de sérum de chien. L activité de c-takl est mesurée par I’essai kinasique en gel.

L’histogramme représente I’augmentation de I’activité c-tak1 par rapport au contrdle, n=3.
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Figure 70. Effet du taxol sur Pactivation de c-takl dans les cellules prostatiques de
chien

Les cellules prostatiques de chien ont été exposées a 1 pM de taxol. L’activité de c-takl est
mesurée par I’essai kinasique en gel. L histogramme représente I’augmentation de I'activité

de c-takl et de la kinase de 55 kDa par rapport au contrdle, n=3.
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c-tak1 dans ces cellules (voir la figure 70), serait affectée par le traitement au taxol. Ainsi,
I’intensité de cette bande augmente de 1,6 fois selon une cinétique rapide, soit aprés 2 min
de traitement, et plafonne en moyenne a 2,1 fois le niveau d’activation de base de I’enzyme
dans les temps d’exposition plus longs (30, 60 et 1440 min). Cette bande est détectée dans
chacun des autoradiogrammes sans toutefois montrer des variations significatives

d'intensités avec les autres drogues.

3.12.5. Effet dose-réponse du taxol

Les concentrations minimales du taxol nécessaires pour induire une augmentation de
Pactivité de c-takl ont été établies par un essai de dose-réponse en utilisant les cellules PC-
3. La figure 71 montre pour une période d’exposition de 24 h, les cellules traitées avec 0,01
pM de taxol. Nous observons une augmentation de 2,8 fois le niveau de I’activité basale de
c-tak1l. L'effet progresse en fonction des doses croissantes du taxol jusqu’a un maximum de
11,3 fois. Le profil de la réponse enzymatique mime celui de I’inhibition de la prolifération,
i.e. par la présence d’un plateau dans P’effet maximal observé pour les doses de 0,1, 1 et 10
pM de taxol. La courbe de la figure 71B illustre I'induction relative de I’activité de c-takl
selon la dose de taxol. Le profil de cette réponse enzymatique suggére que I’effet obtenu
soit saturable. Une corrélation peut étre définie entre le niveau d’activation et I’amplitude

d’inhibition des cellules PC-3 par le taxol (voir I’insert dans la figure 71).
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Figure 71.

A) Les cellules PC-3 sont traitées pendant 24 h avec des doses croissantes de taxol.
L’activité de c-takl est mesurée par Dessai d’activité kinasique en gel. B) Courbe
représentant I’effet du taxol sur I’activité de c-takl. L’augmentation maximale est observée
4 une dose de 0,1 pM. L’expérience a été répétée trois fois. L’insert représente la

corrélation significative entre I’activation de c-takl et le niveau d’inhibition de la

Activation de c-takl selon la dose de taxol

croissance des cellules en fonction des doses de taxol (*=0,85).
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3.12.5.1. Effet de la cycloheximide sur Pactivation de c-takl

Les résultats d’activation tardive de c-tak1 par le taxol selon un temps d’exposition de 24 h
suggérent un effet au niveau de la protéine elle-méme plut6t que sur I’activité de ’enzyme,
ou encore, la médiation des effets par une autre protéine. Etant donné que I’anticorps mark
ne détecte pas la protéine, nous avons vérifi€é si la cycloheximide, un inhibiteur de la
synthése protéique, affecte I’effet du taxol sur I'activité de c-takl. La figure 72 montre les
résultats obtenus par ’essai kinasique en gel sur des cellules traitées au taxol en présence
ou non de cycloheximide sur une période de 24 h. Ainsi, la cycloheximide diminue le
niveau de P’activité de c-takl résultant du traitement des cellules avec le taxol. On observe
que le niveau d’activité des cellules contrdles est identique en présence ou en absence de
cycloheximide, suggérant une longue demi-vie de la protéine c-takl. Par ailleurs, la
cycloheximide empéche Peffet du taxol sur Pactivité de c-takl. Ces résultats suggérent
implication d’une protéine sur la synthése de c-takl afin obtenir P'effet du taxol sur
activité de la kinase.

3.12.5.2. Modification de la phosphorylation de Cdc25C

La phosphatase Cdc25C est reliée a la phase de transition G2/M du cycle cellulaire. Elle
contient plusieurs sites de phosphorylation. Pendant Iinterphase, la phosphatase est
principalement phosphorylée sur le résidu Ser 216, créant un site de liaison pour la proténe
14-3-3. Ce complexe inactive la phosphatase qui se distingue, en immunobuvardage, par la
présence de deux bandes de 57 et 60 kDa. En mitose, la phosphatase active est

hyperphosphorylée et se présente comme une bande d’environ 85 kDa
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Taxol 10pM - - +
CHX 10 pg/ml - + - +

Figure 72. Effet de la cycloheximide sur Pactivation de c-takl par le taxol

Les cellules ont été incubées pendant 24 h en présence de 10 pM de taxol, avec ou sans
cycloheximide (10 pg/mL). Les extraits cellulaires ont été immunoprécipités avec

I’anticorps anti-mark et analysés par ’essai kinasique en gel.
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(Bulavin et al., 2003) Nos résultats ont montré la présence d’un complexe C-tak1-Cdc25C
et un effet d’activation de la kinase par le taxol. L’entrée de la cellule et sa progression en
mitose nécessitent DPactivation de la phosphatase Cdc25C afin qu’elle puisse
déphosphoryler le complexe cycline B/Cdc2 et la formation adéquate des fuseaux
mitotiques. Ceci suggére que l'effet du taxol sur c-takl puisse affecter la phosphorylation
de Ccdc25C. Afin de vérifier si I’action du taxol sur c-takl implique Cdc25C, nous avons
étudié le profil de cette protéine par immunobuvardage obtenus sur des extraits totaux de
protéines de cellules PC-3 traitées pendant 24 h avec différentes concentrations de taxol. La
figure 73 montre qu'en fonction des doses de 0,001, 0,01 et 0,1 uM de taxol, la bande de 57
kDa correspondant a la phosphatase inactive augmente, pour s’estomper aux doses plus
élevées de taxol, soient 1 et 10 uM. Correspondant a ces deux dernieres doses, la forme
hyperphosphorylée de 85 kDa de la phosphatase est détectée. La partic B de la figure 73
montre le contrdle des protéines via I'immunobuvardage de I’actinc comme protéine de
référence. La modification du profil de phosphorylation de Cdc25C affectant les formes
rapides de migration de la phosphatase suggére que les cellules traitées soient bloquées en
phase G2. L’augmentation de P’activation de c-takl pourrait favoriser la forme inactive de
la phosphatase par son activité de phosphorylation sur Ser 216 (Peng et al, 1998).
L’apparition de la phosphatase mitotique correspondant aux hautes concentrations de taxol
suggére d’une part, qu'une population cellulaire offre une résistance a I’effet inhibiteur de
la prolifération et parvient a passer en phase M du cycle cellulaire et, d’autre part, que des

cellules peuvent entrer de nouveau en mitose aprés avoir prématurément quitter cette phase.
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Figure 73. Phosphorylation de Cdc25C par le taxol

Les—protéines des extraits totaux des cellules traitées ou non au taxol sont analysées par
électrophorése SDS-PAGE, puis transférées sur membrane de nitrocellulose.
L’immunobuvardage a été fait a laide d’un anticorps anti-Cdc25C. La quantité de
protéines déposée pour I’électrophorése est vérifiée sur la méme membrane au moyen d’un

anticorps anti-actine.
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4. Discussion

L’espérance de vie plus longue chez ’humain a contribué a I’apparition de maladies reliées
au vieillissement. Ainsi, beaucoup d’hommes voient généralement apparaitre les premiers
symptémes indiquant la présence d’hyperplasie bénigne et de cancer de la prostate apres
I'age de 50 ans (Carter and Isaacs, 1988; Schulman and Lunenfeld, 2002). Malgré les
efforts de dépistage précoce, plusieurs hommes regoivent un diagnostic de cancer. Lorsque
les cellules tumorales sont confinées & la glande, le traitement du CaP est relativement
efficace. Cependant, leur migration a I’extérieur de la capsule prostatique et a des sites
éloignés (métastases) affecte grandement la qualité de vie et met en péril la survie des
patients. Les traitements hormonaux visant a abolir les niveaux d’androgénes et a bloquer
leur action au niveau du RA s’avérent bénéfiques mais leurs effets ne sont que transitoires.
Le patient fait alors face 4 un pronostic sombre. Ces observations cliniques annongaient
déja la grande complexité du CaP, et ce, dés la découverte de la réponse des cancers
prostatiques aux thérapies hormonales il y a plus de 60 ans et établissant le dogme de son
androgéno-dépendance. Il a fallu attendre des années pour que les découvertes montrant
I'hétérogénéité des sous-types de cellules épithéliales de la prostate, la modulation directe
de leurs fonctions par des facteurs non stéroidiens, et I'activation de nombreuses molécules
de signalisation, permettent de voir le CaP sous un jour différent, i.e. autre que sous la seule
dépendance des androgénes et des RA. A présent et aux notions de cellules androgéno-
dépendantes, se sont ajoutées celles des cellules androgéno-sensibles et androgéno-
indépendantes, de méme que des boucles paracrines et autocrines favorisant le

développement du CaP et sa progression vers des stades de plus en plus agressifs. Les
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études visant la compréhension des mécanismes de régulation des cellules prostatiques sont
donc essentielles a la découverte de nouvelles molécules qui seront les bases du
développement de thérapies plus efficaces contre le CaP et encore mieux, pour prévenir
cette maladie insidieuse. C’est dans ce contexte que nous nous sommes attardés a certains
facteurs de régulation ainsi qu’a I’implication d’une nouvelle kinase dans le contrble de la

croissance des cellules prostatiques.

Le TGFB est un FC dont les effets sur les cellules sont pléotropiques. Son role dans la
progression du cancer reléve de plusieurs modifications dans les boucles de régulation
autocrine et paracrine. Le TGFB nécessite un systéme récepteur composé des récepteurs I et
II qui sont des S/TK ainsi que le betaglycan et I’endogline, deux récepteurs accessoires.
L’endogline est une molécule de surface homodimérique dont la région extracellulaire lie
les isoformes du TGFB-1 et 3 (Cheifetz et al., 1992). Typiquement, I’expression de
’endogline est associée au developpement des vaisseaux sanguins lors du développement
et explique par le fait méme, sa présence dans les cellules endothéliales reliée a
I’angiogenése pathologique (Duff et al., 2003). Son association aux cellules inflammatoires
et stromales annonce aussi des modifications de sa fonction au cours de ces processus
prenant place dans le stroma. De plus, alors que sa présence n'est pas observée dans les
épithéliums, quelques études ont indiqué la présence occasionnelle d’endogline dans le
cytoplasme des cellules néoplasiques de méningiomes (Fonsatti et al., 2001), de cancer
ovarien (Henriksen et al., 1995), et de carcinomes du sein canin (Fonsatti et al., 2000). Au
niveau fonctionnel, la plupart des évidences expérimentales permettent de lui attribuer non

pas un simple role de molécule accessoire dans le systéme récepteur du TGFB mais un rdle
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de régulation des effets du TGFB. La possibilité d'une fonction propre a I’endogline n'est

pas exclue.

4.1. Endogline

L’étude des mécanismes de signalisation du systéme récepteur du TGFB, incluant
I’endogline, ont pour but ultime de comprendre les mécanismes d’action du TGFS. Ainsi,
en relation avec le processus de 'angiogenése, nous avons étudié en collaboration avec le
Dr.Philip I'importance relative de l'endogline dans le principal type cellulaire impliqué dans
ce processus, les cellules microvasculaires. Ces études ont permis de démontrer
I’association de 1’endogline avec le betaglycan ainsi que d'identifier pour la premiére fois la
présence des complexes de haut PM formés des récepteurs I et II et du betaglycan dans
lesquels figure Pendogline. La présence de ces complexes dans les cellules
microvasculaires suggére qu’ils participent aux effets du TGFB dans le processus

d’angiogenese.

Les niveaux d’expression de l'endogline, notamment dans les cellules endothéliales et les
cellules stromales, varient selon les tissus, et sont vraisemblablement contrdlés lors de
divers processus biologiques, in vivo. Le stroma utérin chez la souris posséde des niveaux
particulierement élevés d’endogline (Gougos and Letarte, 1990; Cheifetz et al., 1992; St
Jacques et al., 1994). Pour mieux comprendre l'importance de I'endogline, nous avons mis
au point une technique permettant 'obtention d’une population hautement purifiée de
cellules stromales utérines. Ces cellules exprimant I’endogline ont permis sa caractérisation

en terme de composante du systéme récepteur du TGFB et de son implication dans les effets
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du TGFB sur leur prolifération. Les données obtenues concernant la modulation de Peffet
du TGFB par I’expression de Pendogline fonctionnelle dans les stromales de souris
concordent avec d’autres études (Lastres et al., 1996; Letamendia et al., 1998; Li et al,,
2000; Liu et al., 2002). Ainsi, ’endogline modifie les réponses des cellules au TGFf non
seulement en terme de prolifération, mais aussi en termes de motilité, d’adhésion, de
synthése de protéines de la matrice extracellulaire, de phosphorylation de molécules
d’adhésion, de formation de microvaisseaux. L endogline semble donc jouer un réle dans la
régulation des effets du TGFB sur le stroma utérin. Bien que ’endogline soit dépourvue de
motif de signalisation, elle peut interagir avec le systéme récepteur du TGFB en absence du
ligand et ainsi, modifier le niveau de phosphorylation des récepteurs I et II du TGFB
(Guerrero-Esteo et al., 2002). Ce systéme récepteur peut alors favoriser la phosphorylation
de Smad2, une molécule effectrice du récepteur I, qui interagit au niveau du noyau avec

différents facteurs de transcription, co-activateurs ou suppresseurs.

La détection de l'endogline i la surface des lignées de cellules prostatiques humaines DU-
145, PC-3 et LNCaP (Rokhlin and Cohen, 1995), couplée aux quelques autres données de
son expression dans certains cancers nous apparaissaient représenter des bases solides et
prometteuses pour vérifier comment ’endogline pouvait possiblement expliquer les effets
paradoxaux du TGFB dans la CaP (augmentation dans le CaP et effet inhibiteur sur la
croissance des cellules). A cette fin, nous avons d’abord vérifié I’expression de I’endogline
dans les différentes sous-lignées des cellules de CaP. Contrairement aux résultats attendus,
nous n’avons pas pu mettre en évidence la présence d’endogline dans aucune des lignées

prostatiques cancéreuses malgré la diversité des approches abordées. L’utilisation
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d’anticorps reconnaissant des épitopes différents pourrait expliquer, du moins en partie, ces
résultats contradictoires. En effet, 'équipe de Rokhlin a effectué ses travaux a l'aide de
I’anticorps 29-G8 qui, selon le rapport d’analyse d’un atelier tenu sur I’endogline (EC/2
CDI105 Workshop), posséde une réactivité en immunobuvardage seulement sur des extraits
de placenta alors qu'il montrerait peu de réactivité en cytométrie en flux sur des fibroblastes
de souris transfectées avec la forme longue de ’endogline humaine. Ceci laisse planer un
doute certain sur la spécificité de cet anticorps. Quant & P'anticorps 44G4 utilisé dans nos
études et qui est a l'origine de P’identification de ’endogline, sa spécificité est reconnue et
il réagit fortement envers I’endogline recombinante native et dénaturée sans pour autant
mettre en évidence ’endogline dans les cellules prostatiques. Soulignons que les épitopes
reconnus par le 44G4 sont situés dans la portion C-terminale du domaine extracellulaire, a
Pintérieur d’une petite région de 54 aa codée par 'exon 7 (EC/2 CD105 Workshop) qui a
récemment été associée a nouvelles formes mutées identifiées dans les familles atteintes de
la télangiectasic hémorragique héréditaire (Cymerman et al, 2003). L’endogline
potentiellement présente dans les modeles de cellules prostatiques pourrait étre mutée dans
cette portion et non détectée par cet anticorps. En ce qui concerne ’anticorps polyvalent
SN6h, il reconnait une longue portion de 204 acides aminés dans la partie N-terminale du
domaine extracellulaire et peut détecter la protéine native et dénaturée sous forme
homodimérique et monomérique (EC/2 CD105 Workshop). Son utilisation n’a pas non plus
permis de détecter la présence franche de I’endogline dans les cellules prostatiques,
contrairement a des travaux récents suggérant une trés faible expression dans les cellules

PC-3M par immunocytochimie et analyse du transcrit par Northern (Liu et al., 2002). Par
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ailleurs, des études d'immunohistochimie de I'endogline ont été réalisées au laboratoire sur
une banque de spécimens prostatiques (Coll: Dr A.G. Aprikian). En plus des cellules
endothéliales, il appert que I'endogline serait exprimée dans le stroma autour de certains
foyers cancéreux. De plus, alors que I'épithélium normal et hyperplasique n'est pas marque,
les 1ésions PIN et cancéreuses le sont, en partie car environ 30% de la surface des tumeurs
sont hautement positives (Kassouf et al, sous presse). Ce qui est plus significatif, et en
accord avec les résultats in vitro sur la faible ou non expression de I'endogline dans les
lignées cancéreuses de CaP, est la baisse de réactivité des tumeurs observée avec la
progression du cancer de méme qu'avec les traitements anti-androgénes (Ismail, ef al.; non
publiés). Ceci suggére que la hausse dexpression de l'endogline soit relice au
développement du CaP et sa baisse, associée a la progression. Ceci va de pair avec nos
résultats combinés avec ceux de la littérature selon lesquels les niveaux d’expression
endogéne de I’endogline dans le CaP avancé sont trés faibles sinon inexistants. Sa détection
dans I'épithélium nécessite des conditions particulieres dans des sous-populations des
cellules prostatiques pré-malignes et cancéreuses. Or, la surexpression de ’endogline dans
les cellules PC3-M favorisant I’augmentation de I’adhésion des cellules in vitro est associée
a une diminution de leur migration et invasion (Liu et al., 2002). Il a été suggéré que la
perte d’expression de Dendogline in vivo puisse figurer parmi les modifications
d’expression protéique apportées par la progression du cancer. Ainsi les observations chez
les patients et les cellules des lignées représentant des stades de CaP métastatiques vont en
ce sens et suggérent des modifications importantes, possiblement transitoires, du role de

T'endogline au cours de I'émergence du CaP. La signification de ces résultats quant a l'effet
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du TGFB n'est pas connue. A cet égard, les différences obtenues dans le niveau d’inhibition
du TGFB sur la prolifération des différents lignées cellulaires prostatiques ne peuvent pas
étre reliées a la présence de I’endogline. De fagon générale, les types cellulaires ou la
réponse du TGFB est modulée par I’endogline montrent une expression franche de la
protéine. D’ailleurs, la surexpression de I’endogline contrecarre I’effet inhibiteur du TGFB
sur la prolifération des cellules pro-monocytes U-937. De plus, I’endogline inhibe la
stimulation de la synthése de la fibronectine et de I’adhésion cellulaire dépendante de la
fibronectine, induits par le TGFB ainsi que la phosphorylation du récepteur d’adhésion
PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) (Lastres et al, 1996).
L’utilisation d’ODN anti-sens de P’endogline dans des cellules endothéliales humaines en
culture restaure ’effet inhibiteur du TGFB sur la migration et de la prolifération cellulaire
(Li et al., 2000). II est possible que les mécanismes de régulation du systéme récepteur du
TGFB et les nombreux effecteurs de sa voie de signalisation différent selon la malignité des
cellules et que conséquemment, ceci se traduise par une amplitude variée dans les effets du

TGEFB.

4.2. Caractérisation de c-takl

Le clonage des S/TK et des TK a été utilisé par diverses équipes pour identifier des
nouvelles kinases dans plusieurs types de cellules et tissus étudiés (Cance et al.,, 1993;
Wilks, 1993; Craven et al., 1995; Robinson et al., 1996). Cette approche est basée sur la
présence de séquences ultraconservées dans le domaine catalytique. Dans le laboratoire,
plusieurs kinases ont été identifiées dans une banque d’ADNc de cellules prostatiques de

chien et parmi celles-ci, un transcrit présentait 97 % d’homologie avec des membres de la
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famille des Mark kinases. La déduction de la séquence prévoit une protéine de 80 kDa.
Subséquemment, le clonage de la kinase c-tak1, aussi identifiée sous le nom de mark3 et de
kp78, a été réalisé dans les cellules prostatiques PC-3 (Atfi; résultats non publiés) et
I'ADNc a été obtenu et séquencé entiérement (Beaulieu; résultats non publiés). La
comparaison des séquences de nucléotides dans la banque Genbank a permis de montrer
une homologie de 97% entre les membres p78, c-tak75a et c-takl. Puisque cette kinase
n’avait jamais été étudiée mis & part par transfection dans les cellules COS, ceci nous a
incité a vérifier ’expression de c-tak1 dans les lignées de cellules prostatiques humaines et
canines. En fait, les données de la littérature indiquaient une diminution de I’expression de
p78 dans le cancer du pancréas (Parsa, 1988). L’utilisation d’une combinaison d’amorces
basées sur la présence de petits inserts spécifiques & chacune des kinases c-tak75a, p78 et c-
takl a permis de vérifier si les trois membres étaient présents dans nos modeles. Nos
résultats ont montré que non. En effet, parmi les kinases c-tak75a, p78 et c-takl, seule c-
tak1 est exprimée préférentiellement dans les cellules prostatiques cancéreuses humaines et
canines ainsi que dans les cellules prostatiques de chien en culture primaire. Dans les
cellules LNCaP et PC-3 représentant des stades différents des métastases du CaP,
I’expression d’un transcrit de 2,7 kb par analyse de Northern, associé a la présence d’un
amplicon de PCR correspondant a c-takl, a confirmé I’expression préférentielle de cette
kinase. Afin de poursuivre la caractérisation de c-takl en terme d’expression et de
régulation et de pallier ’absence d’anticorps commercial, nous avons produit un anticorps

polyclonal. Mentionnons qu’au cours de ces derniers mois, un tel anticorps a été
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commercialisé. Nos essais d'immunobuvardage ont montré une pietre qualité, ie. la

détection de nombreuses bandes de PM non représentatifs de c-tak]1.

4.2.1. La protéine de c-takl

La premiére approche a été d’utiliser le systéme génique d’induction des protéines de
fusion. Malgré les nombreux essais d’induction sur plusieurs clones de bactéries et dans
différentes conditions expérimentales, il n’a pas été possible dans aucun cas de détecter la
protéine de fusion GST-c-takl. L’absence de détection ou d’induction de c-takl pourrait
s'expliquer par le masquage de la protéine de fusion par une chaperonine de E.Coli, la
DnaK migrant dans la région de 70 kDa et toujours présente (Buchberger et al., 1994).
Malgré que les régions d’insertion du fragment dans le vecteur apparaissent adéquates, le
séquengage des zones d’insertion de I’ADN codant pour le fragment de c-takl aurait permis

de vérifier la justesse du cadre de lecture du vecteur.

La deuxieme stratégie fut d’utiliser deux peptides de synthése comme source d’antigénes.
Les anticorps P1805 produits a partir du peptide correspondant a I’insert de c-takl n’ont pas
montré de réactivité pour la protéine dénaturée et n’ont pas immunoprécipité la protéine c-
takl active, tel que testée par l'essai kinasique en gel. La présence de 5 résidus sérine
consécutifs dans cette séquence de 16 acides aminés pourrait expliquer le faible potentiel
immunogénique du peptide sélectionné. Par ailleurs, le deuxieme peptide de synthése
P1806 correspond a4 une séquence de 20 acides aminés couvrant une portion qui est aussi
commune aux kinases p78 et c-tak75a et est située dans la région N-terminale de la
protéine. Les anticorps dirigés contre le peptide ne démontrent aucune immunoréactivité

pour la protéine c-takl sous forme dénaturée malgré la présence des titres élevés en ELISA.
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Le profil hydropathique de la protéine, calculé selon I’algorithme de Kyte-Doolittle, montre
que le segment choisi a une tendance hydrophobe, et est donc potentiellement faiblement
antigénique. Cependant, une kinase correspondant au PM de c-takl est détectce dans les
immunoprécipités effectués avec les anticorps suite a I’essai d’activité kinasique en gel. La
spécificité de Panticorps a ét€ déterminée & P’aide de la protéine c-takl étiquetée avec un
épitope Myc-His. Ainsi, la protéine c-takl recombinante immunoprécipitée avec I’anticorps
suivie de I'immunobuvardage a I'aide de I’anti-myc en gel montre une protéine migrant a
80 kDa. L’approche inverse, & savoir l'imunoprécipitation de la protéine c-takl
recombinante avec I’anticorps anti-myc, suivie de l'essai kinasique en gel montre une
kinase renaturée 4 80 kDa. Dans les lignées cellulaires PC-3 et LNCaP, P'activité sérine
kinase de la protéine a été confirmée par I’analyse des acides aminés phosphorylés extraits
de la kinase de 80 kDa immunoprécipitée avec les anticorps. Ceci est en accord avec
Pactivité S/TK des Mark précédemment décrite (Espinosa and Navarro, 1998). Ces essais
démontrent que la kinase active est c-takl et confirme la spécificité¢ des anticorps pour c-
tak1 dans nos modéles ou cette enzyme est préférentiellement exprimée. Nous avons donc
dénommé nos anticorps anti-mark en raison de la réactivité possible avec c-tak75a et p78,
mais qui ne devraient pas reconnaitre les autres membres de la famille tels que les kinases
humaines markIlet markl étant donné I’absence d’homologie entre celles-ci et le peptide
immunogénique P1806. Toutefois, nos études n’excluent pas la présence de ces kinases
dont une, markL1, identifiée dans d’autres types cellulaires (Kato et al., 2001) mais jamais
dans les cellules prostatiques. Le fait que [Danticorps ne fonctionne pas en

immunobuvardage mais qu’il immunoprécipite c-takl suggére qu'il reconnaisse un épitope
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situé au niveau des structures secondaires et tertiaires de la protéine. L’utilisation de nos
anticorps pourrait s’avérer intéressante pour I’étude de l'activité de c-takl ou les membres
homologues aprés immunoprécipitation d’extraits d'autres tissus et cellules. Par les tailles
différentes de c-takl (80 kDa) et c-tak75a (taille calculée de ~150 kDa) mais pas de p78,
Pessai kinasique en gel permettrait jusqu'a un certain point de discriminer certaines des
kinases entrant en jeu si les études sont couplées a des expériences d'analyse des transcrits.
Par ailleurs, étant donné la reconnaissance de c-takl dans sa forme native, il serait
intéressant de vérifier par cytométrie en flux si cet anticorps reconnait c-takl apres

perméabilisation des cellules.

Etant donné notre intérét pour le CaP et les cellules souches de la prostate, nous avons
voulu investiguer I’activité de c-tak1 dans les cellules prostatiques. Il faut noter que I’essai
kinasique en gel sur un extrait total de protéines PC-3 montre généralement la renaturation
de nombreuses kinases tel que rapporté (Durocher et al., 1992; Atfi et al., 1995).
Cependant, dans les cellules PC-3 et LNCaP, une seule kinase active de 80 kDa est
reconnue dans les immunoprécipités avec les anticorps anti-mark, confirmant sa spécificité
pour c-takl. Ainsi, nous avons évalué le niveau d’activité de c-takl dans différents modeles
de cellules prostatiques aprés I'immunoprécipitation des protéines. De fagon intéressante,
nous avons montré que les deux lignées PC-3 et LNCaP expriment le transcrit de c-takl de
fagon équivalente alors que ’essai kinasique en gel permet de constater que I’activité de c-
takl dans les cellules PC-3 est significativement plus élevée que dans les cellules LNCaP.
Considérant ces niveaux équivalents d’ARN, une différence d’activité ne peut que provenir

que d’une régulation post-transcriptionnelle. A ce niveau, il pourrait s’agir, entres autres,
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d’une différence de stabilité du transcrit et du taux de traduction. De plus, une diminution
du taux de dégradation peut aussi mener a une augmentation de la quantité finale de
protéines, résultant en une activité kinasique plus élevée. En présence d’une quantité
équivalente de protéines, une augmentation de Pactivité kinasique de c-takl pourrait
résulter d’une modification post-traductionnelle telle la phosphorylation. Les différences de
niveaux observées pourraient correspondre & une activité enzymatique intrinséque véritable
de c-takl Aussi, nous référerons donc au niveau de Pactivité de c-takl. De fagon
intéressante, I’activité de la kinase c-tak1 a été détectée dans les tissus prostatiques humains
cancéreux et métastatiques alors qu’elle est absente dans les tissus hyperplasiques et
normaux. Dans ces tissus humains, plusieurs autres kinases non identifiées ont co-
immunoprécipitées. Celles-ci peuvent faire partie de complexes réels présents dans les
cellules, liés a l'activité ou la fonction de c-takl, plutdt qu'étre le résultat des méthodes
expérimentales (non observés dans tous les tissus). De fagon semblable, c-takl n'est pas
détectée dans la prostate normale de chien alors qu'elle est induite, bien que plus
faiblement, dans les cellules prostatiques normales de chien in vivo et in vitro et présente
dans la lignée de CaP canine, DPC1. Dans les tissus et cellules normales en culture, une
deuxiéme kinase active d’environ 55 kDa apparait dans les immunoprécipités de c-takl. La
nature de cette kinase n’a pas été déterminée mais pourrait étre associée a une kinase de
méme taille retrouvée dans certains types cellulaires et dont la nature et le réle demeurent
jusqu’a présent inconnus (Wang et al., 2000). Les différences significatives des niveaux
d’activité de c-takl entre les tissus humains cancéreux (vs normaux et hyperplasiques) et

les lignées cancéreuses parentales (LNCaP vs PC-3) correlent jusqu'a un certain point avec
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le phénotype tumoral bien que les sous-lignées aient des propriétés semblables quant a
l'activité c-takl. Nous avons notamment utilisé la lignée hautement tumorigénique DPC1,
isolée & partir d’un adénocarcinome de la prostate peu différencié chez un chien intact
(Anidjar et al,, 2001), pour appuyer I’implication de c-takl dans le CaP. Ces cellules
montrent une activité de c-takl constitutive comparable a celle des PC-3 et ceci renforce le
lien entre le niveau de I’activité de la kinase et le potentiel métastatique des cellules. Cette
kinase pourrait donc se comporter comme un marqueur tumoral des adénocarcinomes
prostatiques, a I'inverse de la kinase p78 qui est perdue dans les cancers du pancréas, et qui
selon les auteurs, s'expliquerait par ’absence de la reconnaissance de 1’épitope par les
anticorps évaluée par immunohistochimie (Parsa, 1988). Par ailleurs, I’expression accrue de
la kinase MarklL1, un autre membre de la famille des Marks, dans les carcinomes
hépatocellulaires (Kato et al,, 2001) va dans le sens de nos travaux. Des études plus
approfondies sur c-takl sont requises pour vérifier si cette kinase/protéine se comporte
comme un marqueur de la progression tumorale ou méme de I’initiation du cancer,
s'ajoutant & des marqueurs de cellules endothéliales (endogline) reflétant ’angiogenése et
de cellules neuroendocrines (chromogranine) dont ’augmentation du nombre est associée a

la progression.

4.2.2. Recherche de facteurs de modulation de c-takl

L’identification de c-takl dans les cellules prostatiques étant nouvelle, son rdle et sa
régulation ne sont pas connus. Par ailleurs, l'utilisation du modéle canin et de la lignée de
CaP chez le chien de méme que les tissus prostatiques et lignées de CaP humains indiquent

que nos résultats sont d'intérét physiopathologique. Dans le modéle canin, nous avons
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démontré que linduction de l'activation de c-takl varie de fagon parallele a I'entrée des
cellules épithéliales normales dans leur cycle de division. De fait, suite a
Pimmunoprécipitation par les anticorps anti-mark d'extraits de cellules épithéliales
prostatiques de chien fraichement isolées, il y a absence de I’activité kinase mais celle-ci
est détectée lorsque les cellules sont en culture primaire. Il a déja été rapporté que les
cellules isolées de la prostate sont quiescentes par opposition a celles qui commencent a se
diviser aprés leur adhésion. L’activation de c-takl est donc induite dans les cellules en
division alors que I’activité c-takl est constitutive dans la prostate cancéreuse. Ceci permet
d’associer la prolifération des cellules basales /souches a l'activation de c-takl et appuie le
concept de la contribution possible des cellules prostatiques souches dans le CaP.
Soulignons aussi que c-takl présente le méme profil d'activation que les kinases de type TK
comme Fer et FAK dont I'expression est aussi induite lorsque les cellules primaires canines
commencent a se diviser in vitro. Ces kinases sont aussi sur-exprimées dans les tissus
prostatiques de patients souffrant de CaP et associées a la progression du CaP (non
publiés). Il est intéressant ici de faire le lien entre les niveaux d’activité de c-takl selon le
profil tumoral des cellules et la capacité de division des cellules. Par exemple, ’analyse de
Pactivité de c-takl dans des cellules neuronales qui normalement n’effectuent pas de
division cellulaire apporterait de I’information complémentaire. Nos données rejoignent
celles montrant que les cellules d’hépatocytes SNU4 surexprimant MarkL.1 ont une activité

de prolifération accrue (Kato et al., 2001).

La progression du cancer implique plusieurs modifications dans la régulation des voies de

signalisation impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires. Dans les CaP avancés, les



247

cellules tumorales sont peu différenciées et leur prolifération est indépendante des
androgénes. La manipulation des chiens castrés par ’administration d’cestrogenes permet
de reproduire des conditions de croissance des cellules prostatiques androgéno-
indépendante. Ceci se produit chez les patients atteints de CaP ou les cellules tumorales
finissent par échapper aux effets des traitements hormonaux. Dans le cas présent, les
cestrogénes favorisent la métaplasie des cellules basales, a l'inverse des androgenes qui
contribuent a la différenciation des cellules sécrétrices/luminales. Or I’activité de c-takl est
détectée dans les tissus prostatiques métaplasiques alors qu’elle est absente dans les tissus
caractérisés par le renouvellement d’un épithélium de cellules luminales/sécrétrices. Nous
avions fractionné ces tissus en protéines solubles et particulaires pour d'autres objectifs
mais fait assez intéressant, l'activité c-takl est associée a la fraction particulaire
uniquement. C-takl est croit-on une protéine soluble (Peng et al., 1998). Son association a
la dynamique possible des microtubules pourrait expliquer la signification de cette
distribution, mais seules d'autres études permettront de clarifier ce point. Nos résultats de
l'induction de l'activité de c-takl in vivo vont une fois de plus de pair avec ceux montrant la
présence des TK phosphorylées dans les cellules basales de la prostate et ’augmentation de
leur activité dans les cellules en division sous effet des cestrogenes. Les activités PTP de
ces cellules sont faibles. A l'inverse, peu ou pas de protéines phosphorylées sur Y et TK ont
été détectées dans les tissus différenciés sous I’effet des androgénes ou l'activité PTP est
élevée de méme que dans les cellules stromales (Landry et al., 1996). Les travaux
antérieurs ont montré que les cellules non sécrétrices ou basales/souches sont

préférentiellement sélectionnées par leur adhésion en culture primaire par rapport aux
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autres sous-types de cellules épithéliales prostatiques, puis se divisent en absence de
stéroides sexuels mais nécessitent des FC (Chevalier et al., 1991). Nos résultats montrant
qu’in vitro, le niveau d’activité de c-takl dans les cellules prostatiques de chien n’est pas
modulé par la DHT et I’cestradiol autant en présence qu’en absence de sérum vont dans le
méme sens et suggerent que les hormones puissent exercer des effets de type paracrine ou
indirects, sollicitant possiblement la voie des FC et stimulant Pactivit¢ de kinases,
particuliérement celle des TK. Le lien entre l'induction de c-takl et la croissance
androgéno-indépendante des cellules basales in vitro et in vivo dans le mod¢le canin et le
CaP androgéno-indépendant est appuyé par les données sur l'activation constitutive de c-
tak]l dans les cellules DPC1 et les observations indiquant que le chien peut développer le
CaP spontanément avec l'dge malgré une castration étant jeune (Obradovich et al., 1987;
Ruble, 1988; Comell et al., 2000). De plus, les animaux souffrant de Can;_“\ sont
généralement diagnostiqués tardivement et ne répondent pas & I'hormono-thérapie

(Obradovich et al., 1987; Waters and Bostwick, 1997; Cornell et al., 2000).

La progression du cancer et un pronostic faible sont associés a I’augmentation du nombre
de cellules NE dans la prostate cancéreuse (Aprikian et al., 1998). Ces cellules sécrétent des
neuropeptides, dont le GRP (analogue a la bombésine) (Aprikian et al., 1993), qui peuvent
moduler de fagon paracrine le phénotype invasif (Aprikian et al., 1997; Hoosein et al.,
1993) ainsi que la croissance tumorale (Bologna et al., 1989). Le mécanisme sous-jacent
nécessite la liaison & un récepteur, par exemple le RCPG pour la bombésine. Par la suite, il
y a une augmentation du niveau de calcium intracellulaire (Aprikian et al., 1996; Han et al.,

1997), stimulation de la phosphorylation de FAK (Aprikian et al., 1997) et I’association de
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la kinase de type non récepteur Src a une protéine nucléaire p110 (Allard et al., 2000a).
L’expression de p110 dans les cultures primaires de cellules de chien en division, dans les
tissus et cellules prostatiques cancéreuses humaines ainsi que dans les tissus prostatiques
métaplasiques de chien castré supplémenté avec des cestrogénes lui conférent un role
possible comme effecteur dans la voie de signalisation de la bombésine, en relation avec
ses effets sur la motilité. Or ceci cadre avec le profil d’activation de c-takl, qui tel que
mentionné, mime celui d’autres TK activées telles que FAK et Fer lorsque les cellules
basales/souches entrent en division. Dans ces conditions expérimentales, nous avons
observé une absence d’activation de c-takl suite a la stimulation des cellules PC-3 par les
neuropeptides. Ceci suggere que c-takl soit un effecteur d’autres voies de signalisation et
que son activité du moins in vitro, ne soit pas directement ou rapidement modulée par le

sentier des RCPG.

La littérature récente indique que I’interleukine-6 est une cytokine qui module positivement
(PC-3) ou négativement (LNCaP) la prolifération des cellules de CaP humaines. Il appert
que dans les cellules sensibles aux androgénes, les différents effets biologiques résultant de
la transactivation du RA sollicitent plusieurs voies de signalisation. Ainsi, les voies des
MAPK ou de STAT3 activent la transactivation du RA, contrairement a l'effet de
suppression du RA via la voie de PI3K-Akt, d’ot la diversité des réponses biologiques
obtenues (Yang et al., 2003). Le niveau de phosphorylation de la kinase de type non
récepteur Fer est régulé selon un patron biphasique par Iinterleukine 6 (résultats du
laboratoire). De plus, Fer serait impliquée dans la prolifération des cellules prostatiques

cancéreuses, non seulement en raison de sa surexpression mais du fait que les clones stables
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de cellules PC-3 transfectées avec ADNc anti-sens de fer exprimant 70% moins de Fer se
divisent trés lentement et ne forment plus de colonies en agar mou. Malgré l'association de
c-takl avec les cellules ayant la capacité de se diviser, nous avons observé que I’activité de
c-takl demeure au niveau basal suite & la stimulation des cellules avec 'interleukine 6.
L’absence de réponse en présence de tels facteurs stimulant la prolifération suggeére que c-

tak1 soit activé par d’autres stimuli, notamment présents dans le sérum de chien.

In vitro, le TGFB exerce des effets d’inhibition sur la prolifération des lignées cellulaires
cancéreuses humaines. Nos résultats ont montré une relation entre le niveau d’inhibition de
la prolifération cellulaire par le TGFB et le phénotype tumoral des cellules. L’endogline est
absente ou trés faiblement exprimée dans les cellules prostatiques et les niveaux d'activité
basale de c-takl entre les sous-lignées sont semblables entre eux. Les mécanismes
responsables des différences du niveau d’inhibition des cellules par le TGFA ne sont donc
pas directement dépendants de l'activité de c-takl. Ceci n'exclut toutefois pas la possibilité
que c-tak1 puisse étre activée par le TGFB, d'autant que des travaux précédents ont montré
l'action rapide de ce FC sur une protéine kinase de type S/TK, p78 (Atfi et al.,, 1994). En
raison de la similarité de migration de cette S/TK p78 non identifiée jusqu’a maintenant et
celle de c-takl, nous avons investigué le réle du TGFB dans I’activation de c-tak]. Il appert
que dans certaines conditions expérimentales, le TGF stimule rapidement P'activité de c-
tak]l dans les cellules PC-3, selon une cinétique rappelant le profil d’activation de p78, et
d’autres TK en réponse a des FC, des cytokines, ou des neuropeptides. Cependant,
’activation de c-takl par le TGFB semble étre dépendante de conditions expérimentales

précises, rendant difficiles I'étude de mécanismes en cause ou substrats. Il est généralement
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connu que le TGFB active la voie de signalisation des Smad via sa liaison au systéme
récepteur du TGF (Massague, 1998). L’activation rapide de c-takl pourrait étre une étape
précoce de cette signalisation, conduisant & I’effet inhibiteur du TGFB sur la prolifération
cellulaire in vitro via I’inactivation de Cdc25C. En fait, c-tak1l phosphoryle Cdc25C sur Ser
216 et cause son inactivation dans des cellules surexprimant c-takl et la phosphatase
Cdc25C in vitro (Peng et al., 1998). Par conséquent, la phosphatase ne peut activer le
complexe cyclineB/Cdc2 nécessaire pour I’entrée des cellules en mitose (Karlsson et al.,
1999). L’activation de c-tak1 suite a la stimulation des cellules par le TGFB serait en accord
avec ce modéle mais des études supplémentaires seraient nécessaires pour vérifier un effet

du TGFB sur c-tak1, par exemple utilisant un dominant négatif de c-tak1.

4.2.3. Interaction de c-takl avec des partenaires de signalisation

Dans la recherche du rdle possible de c-takl dans les cellules prostatiques, nous avons
cherché des partenaires de signalisation en se basant sur les propriétés de la famille Mark et
les travaux de la littérature. Les protéines de la famille des Mark sont caractérisées par leur
affinité avec les microtubules et leur role de régulation des MAP (Drewes et al., 1997).
Cette régulation affecte directement la dynamique des microtubules (Ebneth et al., 1999) et
entraine des répercussions dans le déroulement du cycle cellulaire, particulicrement la
phase de la mitose au cours duquel les fuseaux mitotiques jouent un rdle prépondérant.
L’implication possible des kinases Mark dans le cycle cellulaire est appuyée par les
observations montrant que Markl et Mark2 de rat déstabilisent les microtubules via la
phosphorylation de MAP4 (Ebneth et al., 1999). Ainsi, la dynamique des microtubules est

modifiée pendant la transition de la phase G2 4 M du cycle cellulaire, ot MAP4 interagit
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avec et est phosphorylée par le complexe cycline B/Cdc2 (Ookata et al., 1997). Dans les
cellules prostatiques, la présence d’un complexe c-tak1-MAP4 n’a pu étre mis en évidence.
Ceci n’exclut pas que c-takl puisse phosphoryler MAP4 mais suggére encore une fois, la
présence d’intermédiaires de signalisation ou qu’en absence de stimulus, le complexe est
absent. Des travaux sur les Smad ont montré la liaison des Smad 2, 3 et 4 avec les
microtubules, le TGFB causant la dissociation des Smad 2 et 3 des microtubules, qui sont
par la suite transportées dans le noyau pour activer les génes de réponse au TGFf (Dong et
al., 2000). En regard de nos résultats supportant I’activation de c-tak1 suite a la stimulation
par le TGFB, nous avons vérifié la présence d’un complexe c-takl-tubuline B. Ce dernier
complexe n’a pas été trouvé dans les cellules PC-3. De l'ensemble de ces résultats, nous
concluons qu'en I'absence de stimulation, c-takl ne s'associe pas avec MAP4 ainsi qu’avec
la tubuline. De plus, en dépit de I’absence d’un rdle direct de c-takl dans la
phosphorylation des MAP4, il est possible que c-takl exerce d’autres fonctions sur les
microtubules ou les protéines du cytosquelette. 1l a été rapporté que les kinases Mark
étaient essentielles a I’établissement de la polarité cellulaire (Levin and Bishop, 1990; Guo
and Kemphues, 1995; Bohm et al., 1997; Nelson and Grindstaff, 1997). Cette fonction
serait attribuée au domaine C-terminal du géne Par-1, conduisant a l’interaction de la
protéine avec les chaines lourdes de la myosine non musculaire du type II (NM-MIITHC)
dans les embryons de C.Elegans (Guo and Kemphues, 1995). De plus, la micro-injection
d’ARN antisens de NM-MIIHC résulte en des phénotypes similaires & ceux induits par les
mutations de par-1, lesquelles empéchent la division asymétrique nécessaire pour le

développement des embryons (Guo and Kemphues, 1995). La surexpression d’un dominant
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négatif de la kinase Mark dans les cellules MDCK altére sérieusement I’intégrité du
cytosquelette de la cellule (Bessone et al., 1999). De méme, I’abolition de I’expression du
géne Emk chez la souris retarde le développement et altére la fonction immunitaire (Hurov

et al., 2001).

La relation établie entre c-takl et la phosphorylation de la phosphatase Cdc25C par co-
transfection dans les cellules COS nous a incité a tester la présence de complexes c-takl-
Cdc25C dans des conditions "plus" physiologiques, i.e. dans les cellules PC-3. Nos
résultats ont montré leur présence, établissant par le fait méme l'existence de complexes
endogénes entre c-takl et Cdc25C et renforgant donc les études antérieures. Se référant au
role possible de c-tak1 dans la cycle cellulaire, un processus dont la progression nécessite
Porchestration de cycles d’activité de déphosphorylation des phosphatases sur les
complexes cyclines/Cdk ainsi que d’inactivation de ces enzymes, nous avons mesure
Iactivité de c-takl dans des cellules PC-3 partiellement synchronisées en phase G2/M et
G1/S. Nous avons observé qu'il n'y avait aucune variation, quel que soit les proportions des
populations de cellules au cours des différentes phases du cycle cellulaire. Ceci est en
accord avec I’expression constante de c-takl pendant le cycle (Peng et al, 1998).
Soulignons les difficultés & induire une synchronisation parfaite des cellules tumorales PC-
3, en dépit d’essais de plusieurs conditions. Ceci suggere que ces cellules hautement
tumorigéniques échappent partiellement aux effets attendus des différents inhibiteurs

régulant le cycle cellulaire.
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4.2.4. Interactions de c-takl avec les drogues chimiothérapeutiques associées aux

microtubules

Dans nos modéles prostatiques, P’activation de c-tak] est associée aux cellules en processus
de division mais ne semble pas directement régulée par des FC stimulant leur prolifération
ou la phosphorylation des TK. Malgré I’absence de régulation de Pactivité de c-takl au
cours du cycle cellulaire, la présence du complexe c-tak1-Cdc25C dans les cellules PC-3 lui
confére un role possible dans la régulation du cycle cellulaire. Etant donné I'appartenance
de c-takl a la famille mark, un tel r6le peut notamment étre associé a des effets sur les
microtubules. Pour exploiter cette possibilité, et en regard de I'utilisation en clinique de
drogues chimiothérapeutiques bloquant la prolifération et tuant les cellules cancéreuses,
nous avons utilisé des drogues associées aux microtubules. Nous avons comparé I’efficacité
de la vinblastine, de la vincristine, de la colchicine, et du taxol, dans leurs effets
d’inhibition de la prolifération des cellules LNCaP et PC-3, puis avons vérifié leurs effets
sur ’activation de c-takl. Ces deux lignées ont été choisies en raison de leurs différences de
sensibilité aux androgénes et de réponses aux effets des drogues. Tenant compte du nombre
de cellules ensemencées au départ, nous avons observé une inhibition de leur prolifération
(ou division) plutdt qu’un effet de cytotoxicité. Le maximum obtenu est de l'ordre de 40%
avec des ICso de I’ordre du nM et ce, pour chacune des drogues testées. Nos observations
au niveau des ICs (tableau 13) indiquent que les cellules LNCaP montrent une plus grande
sensibilité aux effets des drogues. De plus, considérant le temps de dédoublement de 34 h
des cellules PC-3 (revoir le tableau 10) et de 62 h des cellules LNCaP (observations du
laboratoire), le nombre de cellules qui échappent a I’effet des drogues est plus important

dans les PC-3 pour un méme 40% d’inhibition. Ces données rejoignent la littérature ou les
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ICso du taxol pour I'inhibition de prolifération des cellules PC-3 et LNCaP sont de I’ordre
du nM ou parfois du uM (Blagosklonny et al., 2000; Mastbergen et al., 2000; Vadgama et
al., 2000). Nos résultats d’inhibition impliquent que 60% des cellules échappent a I’effet
des drogues, ce qui rejoint les données indiquant I’acquisition progressive d'une résistance
aux drogues chimiothérapeutiques, tel qu'observée en clinique de méme qu'avec plusieurs
types de cellules cancéreuses en culture. La résistance aux drogues est souvent multi-
factorielle, et causée par des altérations des microtubules (mutations, isotypes de la
tubuline, modifications post-traductionnelles) ou des protéines de régulation (Orr et al,
2003). La résistance des cellules PC-3 et LNCaP ne peut étre reliée a la présence de la P-
glycoprotéine, une molécule de transporteur des drogues puisque celle-ci n’est pas
exprimée (van Brussel et al., 1999; Makarovskiy et al., 2002) ou faiblement détectée
(Theyer et al, 1993). Cependant, la protéine MRP (multidrug resistance-associated
protein) agissant comme transporteur de la molécule GST-n (glutathione-S-transferase-r)
est présente dans les cellules PC-3, et pourrait expliquer, du moins partiellement, la

résistance des cellules aux xénobiotiques (van Brussel et al., 1999).

Les propriétés d’assemblage des microtubules sont reliées aux différentes isoformes de
tubuline B, conférant ainsi des sensibilités différentes aux effets du taxol. Des variations
dans I’expression de ces isoformes contribuent aux mécanismes de résistance des cellules
au taxol. L’expression de la tubuline IV est élevée dans les cellules PC-3 dérivées de
cellules résistantes au taxol (Makarovskiy et al., 2002) alors que dans les cellules DU-145,

celle de I’isoforme BIII est augmentée jusqu’a 9 fois (Ranganathan et al., 1998).



256

L’observation au microscope des cellules traitées avec les différentes drogues a permis de
détecter des signes d’apoptose de certaines cellules, mis en évidence par la présence de
noyaux fragmentés et de la phosphatidylsérine & la surface cellulaire. La suppression de la
dynamique des microtubules par le taxol est la principale cause de I'arrét de la division
cellulaire (Jordan et al., 1996). La mort cellulaire par apoptose peut se produire aprés I’arrét
de la mitose (Woods et al., 1995) ou lors de la sortie prématurée de la cellule de cette phase
du cycle cellulaire. Le point de surveillance relié a 'intégrité¢ de ’assemblage du fuseau
mitotique participe également au processus d’apoptose. Les protéines hs-MAD2, BUBI,
BUB3 pour ne nommer que celles-ci assurent Parrét du cycle cellulaire en présence d’un
alignement inadéquat entre les chromosomes et les fuseaux mitotiques (Li et al., 1997;
Taylor et al., 1998). Ainsi, le traitement des cellules avec le taxol augmente I’expression de
BUB3 (Martinez-Exposito et al., 1999). Ces effets montrent I'importance des microtubules
dans le processus de la division cellulaire. En situation normale, dans Pinterphase, les
microtubules liés au centre organisateur des microtubules, le centrosome, irradient vers la
périphéric de la cellule pour assurer le transport d’organelles, la forme de la cellule,
organisation du réticulum endoplasmique. Lorsque la cellule entre en mitose, les
microtubules deviennent dynamiques et se réorganisent et forment le fuseau mitotique
bipolaire. Ce dernier interagit avec les chromosomes et les kinétochores (Holy and Leibler,
1994). La réorganisation des microtubules est ainsi essentielle pour I’alignement et la
ségrégation adéquate des chromatides. La présence de cellules géantes, multinucléées, suite
au traitement au taxol, résulte probablement de cellules ayant sorti prématurément de la

mitose sans effectuer la cytodiurése et qui aprés un certain délai mourront par apoptose,
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deviendront sénescentes ou poursuivront des cycles de réplication (Makarovskiy et al.,
2002). La présence de ces cellules polyploides suggére que le point de surveillance relié
aux fuseaux mitotiques soit défaillant permettant la progression de ces cellules dans le
cycle. Ce phénoméne a été étudié dans les cellules PC-3 traitées au taxol et a montré que
dés 24 h apreés le traitement, il y a accumulation de cellules ayant un contenu en ADN 4N et
méme plus, ce qui suggére aussi que le point de surveillance post-mitotique prévenant la
réduplication des cellules ayant une ségrégation imparfaite des chromosomes soit

défectueux (Lanzi et al., 2001).

L’activation des divers points de surveillance du cycle cellulaire résulte de I'intégration de
divers signaux tels que: 1-les dommages cellulaires nécessitant un temps de réparation; 2-
les stress génotoxiques (irradiation ou rayons ultraviolets); 3-la déplétion en FC, en
hormones ou en nutriments. Selon le type de dommages, ces points de controle conduisent
a Parrét de la cellule dans le cycle ou a la mort cellulaire par apoptose (Pietenpol and
Stewart, 2002). Ainsi par exemple, conséquent & un dommage de I’ADN, plusieurs voies
biochimiques (représentées a la figure 74) sont activées afin d’inhiber I’activation de Cdc2,
responsable de P’entrée de la cellule en mitose. Ainsi, plusieurs membres de la famille de
PI-3K (phosphoinositide 3-kinase-related kinase) dont DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase), ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ATR (ATM-Rad3-related) phosphorylent
directement la protéine p53 impliquée dans I’arrét de la croissance et I’apoptose. De plus, la
protéine p53 suite aux dommages de "ADN subit des modifications post-traductionnelles
résultant en sa stabilisation et son activation en tant que facteur de transcription. C’est ainsi

que p53 induit directement la transcription des génes p21 Wafl/Cipl ot 14-3-30. La protéine 14-
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Figure 74. Activation des voies biochimiques reliées au dommage induit a la cellule.

Selon le type de dommage induit a la cellule, il y a I’activation de différents points de
surveillance. En présence d’altérations a I’ADN, les voies biochimiques reliées a
P’activation de la protéine p53 et des kinases Chk1 et Chk2 sont activées. La stabilisation
des microtubules induite par le taxol conduit & Pactivation de c-takl et sollicite
possiblement le point de surveillance G2/M. Les fléche continue représente des voies
démontrées et celle en trait discontinu est suggérée par les présents résultats.Tirée et

adaptée de Pietenpol, 2002.
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3-36 ne lie pas Cdc25C mais assure la séquestration du complexe cyclineB/cdc2 dans le
cytoplasme (Chan et al., 1999). La protéine p21W”‘f“Cipl prévient I’entrée de cdc2 dans le
noyau. La fonction de p53 est donc de maintenir I’inhibition du complexe cycline B/cdc2 et
d’assurer un contrdle strict du point de surveillance de la phase G2 (Bunz et al., 1998; Chan
et al., 1999). La phosphorylation des kinases Chk1 et Chk2 est associée a I’activation de la
voie de ’ATM induite par un dommage a ’ADN (Matsuoka et al., 1998). Chk1 et Chk2
phosphorylent la phosphatase CdC25C (Matsuoka et al., 1998) et permettent la liaison de la
protéine 14-3-3. Cette interaction Cdc25C-14-3-3 cause la séquestration de la phosphatase
dans le cytoplasme et par conséquent I’inhibition de ’activation de Cdc2 (Lopez-Girona et
al, 1999). De la méme fagon, c-takl est une kinase distincte de Chkl et Chk2 qui
phosphorylent la phosphatase Cdc25C sur Ser 216 in vitro (Peng et al., 1998), créant ainsi
un site pour la liaison de la protéine 14-3-3 (Peng et al, 1998). Cette association
Cdc25C/14-3-3 empéche P’activation des complexes cycline B/Cdc2 nécessaire pour la
transition de la phase G2 en phase M dans le cycle cellulaire (Woo and Poon, 2003). De
plus, c-takl est impliquée dans la régulation de KSR1 via la phosphorylation sur une Ser
392 créant ainsi un site de liaison pour la protéine 14-3-3 (Muller et al., 2001) Le complexe
c-tak1-KSR1-14-3-3 est maintenu dans le cytoplasme. En présence d’un stimulus induit par
un FC, la phosphorylation de la Ser 392 est diminuée permettant au KSR1 de se co-
localiser avec les molécules de signalisation Ras et Raf au niveau de la membrane
cytoplasmique, facilitant ainsi I’activation des voies de signalisation de MEK et de MAPK
(Muller et al., 2001). Ces résultats conférent donc un double réle de régulation pour c-takl

dans la progression du cycle cellulaire ainsi que dans les voies de signalisation.
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Les stimuli causant I’activation de c-takl ne sont pas identifiés. Cependant, son role dans
Pinactivation de la phosphatase Cdc25C suggére un lien possible avec des signaux
reconnus par les kinases Chk1 et Chk2. L’orchestration des fonctions des ces différentes
kinases reliées au contrdle de la progression de la cellule de la phase G2 en phase M n’est

pas encore clairement €lucidée.

La présence du complexe c-tak1-Cdc25C dans les cellules PC-3 et ’appartenance de c-takl
a la famille des kinases mark suggére un rdle relié a la fonction ou a l'intégrité des
microtubules, qui eux-mémes sont impliqués dans les différentes phases de la mitose
(Jordan et al, 1998). C-takl étant activée dans les cellules cancéreuses et les cellules
normales en division, nous avons vérifié les effets du traitement de ces drogues sur son
activité kinasique. Parmi les drogues testées, seul le taxol augmente significativement le
niveau de Dactivité de c-takl, aprés un de traitement de 24 h et ce, de fagon dose
dépendante. L’absence d’activation de la kinase par les alcaloides de Vinca et la colchicine
pourrait étre reliée aux mécanismes d’action des drogues sur les microtubules et/ou les
phases du cycle cellulaire qui sont ciblées (Chen and Horwitz, 2002). En effet, selon leur
site de liaison aux microtubules, les drogues chimiothérapeutiques affectent différemment
leur dynamique. Les alcaloides de Vinca (vinblastine, vincristine) se lient aux unités de la
tubuline causant une dépolymérisation des microtubules (Jordan et al., 1998) alors que les
taxanes se lient au filament de la tubuline et stabilise les microtubules (voir figure 75)
(Nogales, 2000). La colchicine, un inhibiteur du cycle cellulaire, a des effets de
stabilisation ou de déstabilisation des microtubules selon la dose utilisée. Cette spécificité

d’action du taxol sur Pactivation de c-tak1 va dans le sens de travaux montrant que les
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Figure 75. Schématisation des sites de liaison de différentes drogues
chimiothérapeutiques associées aux microtubules
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cellules non small de carcinome du poumon A549 ont une phase mitotique anormale
lorsqu’elles sont traitées avec des agents stabilisateurs des microtubules et ne sont pas
affectées par les drogues provoquant la dépolymérisation des microtubules (Chen and
Horwitz, 2002). L'activation d'intermédiaires de voies de signalisation telles les kinases et
phosphatases prend généralement des minutes voire quelques heures puisque les effets
transcriptionnels et sur les fonctions cellulaires s'observent souvent dans les 6 et 24 heures
qui suivent la stimulation. Dans le cas présent, la longue cinétique d’activation de c-takl
par le taxol suggére que cette drogue n'active pas directement I'enzyme mais pourrait plutdt
exercer son effet au niveau de la protéine, elle-méme. Nous avons testé la relation possible
avec la synthése de la protéine en exposant les cellules avec et sans cycloheximide ainsi
qu’en présence ou en absence de taxol. La cycloheximide abolit I’effet d’activation de c-
takl par le taxol. Toutefois, les niveaux équivalents d’activité de c-takl dans les cellules en
présence ou non de cycloheximide, suggérent une demi-vie de c-takl relativement longue.
D'autres études seront nécessaires pour déterminer la demi-vie de cette protéine (synthése
vs dégradation) mais d'autres possibilités doivent aussi étre explorées. L’augmentation de
’activité de c-takl par le taxol peut provenir d’une augmentation de son expression ou
encore, de I'augmentation d’une autre protéine de signalisation. L’effet du taxol sur
Pexpression des transcrits d’ARN de c-takl ou [l'utilisation de l'actinomycine D
confirmerait ’effet du taxol sur la synthése de c-takl. Des études complémentaires seront
aussi requises pour définir d’éventuels intermédiaires de signalisation. Ainsi, les effets du
taxol sur I’activité de kinases associées aux cyclines ont €té¢ montrés dans des cellules

ovariennes cancéreuses NIH-OVCAR-3 (Chadebech et al., 2000), ou le taxol induit a la fois
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une augmentation de I’activité kinasique du complexe cycline B/cdc2 et des niveaux de la
protéine et du transcrit de cdc2. Il est connu que le taxol augmente I’expression de
différents genes dont ceux de c-mos, de la cycline B1 (Ling et al., 1998), des molécules pro-
apoptotiques Bax et Bak (Liu and Stein, 1997), de plusieurs enzymes jouant un rdle dans
I’inflammation et I’apoptose, dont la synthase 2'5'-oligoadénylate, la cyclooxygénase-2 et la
kinase IxkB (Moos and Fitzpatrick, 1998). De fagon contraire, la drogue diminue la
transcription de Bcl-X(Liu and Stein, 1997). Bien qu’il ait été rapporté que le niveau de la
protéine c-takl ne varie pas pendant le cycle cellulaire (Peng et al.,, 1998) et que son
activité demeure stable lors de nos essais de synchronisation du cycle cellulaire, il est
possible que les effets d’exposition prolongée des cellules au taxol augmente le niveau
d’expression de c-takl, particuliérement dans les cellules en phase G2/M. L’évaluation du
contenu en ADN des cellules vs le niveau d’expression de c-takl dans les cellules controles
et traitées au taxol permettrait de confirmer ce lien. Ainsi, il est possible que I’activation de
c-takl soit associée a I’arrét du cycle cellulaire et que la kinase exerce son activité de
phosphorylation sur la Ser 216 de la phosphatase Cdc25C. La présence du complexe c-
tak1-Cdc25C dans les cellules PC-3, combinée avec la modification du profil de
phosphorylation de Cdc25C obtenue en présence de doses vari€es de taxol, appuient le role
possible de c-takl dans Pinhibition de la progression du cycle cellulaire induit par le taxol
(voir figure 74). Le traitement de cellules cancéreuses du poumon de type non-small avec
des faibles doses de taxol (de l'ordre du nM pendant 24 h) modifie I’état de
phosphorylation de la phosphatase Cdc25C (Scatena et al., 1998), leur contenu en ADN, et

révele une accumulation des cellules en mitose résultant de I’arrét du cycle cellulaire (Tahir
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et al., 2001). De pair avec les changements de phosphorylation de la phosphatase Cdc25C,
il y a persistance de lactivité des kinases reliées a la mitose via le blocage de la
dégradation de la cycline B par le protéasome, le prolongement de ’hyperphosphorylation
de la protéine anti-apoptotique BcI2. Tous ces phénoménes conduisent & 1’arrét de la mitose

et finalement les cellules se dirigent vers ’apoptose (Scatena et al., 1998).

Par ailleurs, certaines cellules échappent a ’apoptose. Ainsi, parmi les cellules stoppées en
phase G2/M suite au traitement par le taxol, certaines aprés un délai, progressent dans le
cycle. La synchronisation des cellules suivie du traitement au taxol dans des phases précises
du cycle comme en phase G1/S ou G2/M, permettrait respectivement de distinguer les
cellules qui sont bloquées en mitose et se dirigent en apoptose, de celles qui sont arrétées de
fagon transitoire et passent outre le point de surveillance de la mitose. Cependant la
synchronisation adéquate des cellules PC-3 demeure difficilement réalisable malgré des
essais répétés dans des nombreuses conditions. Le tri des cellules par cytométrie en flux
avec des marqueurs d'apoptose, des phases du cycle, etc., et leur marquage avec l'anticorps
c-takl aprés perméabilisation serait une alternative. La présence de cellules apoptotiques
suite au traitement des cellules PC-3 avec le taxol, la vinblastine, la vincristine et la
colchicine pendant 24 h signifient que toutes les drogues testées ont une certaine
cytotoxicité mais que le taxol sollicite des mécanismes différents par son effet unique sur
I’activation de c-takl. La cellule est temporairement bloquée en phase G2 et peut alors soit
se diriger vers ’apoptose ou passer en mitose. Ainsi, I'activité de c-takl mesurée dans les
cellules peut étre déterminante pour les cellules qui meurent ou celles qui survivent. A cet

égard, I’absence de modulation de activité de c-takl suite au traitement des cellules de
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chien prostatiques normales avec le taxol, suggere que son activation soit reliée au caractere
tumoral des cellules. Dans les cellules PC-3 représentant un modele de CaP avancé, 1-
Pactivation préférentielle de c-takl par le taxol; 2-la présence de 60% des cellules qui
échappent a Peffet inhibiteur de la croissance par les drogues; 3-1’activité basale accrue de
c-takl dans les cellules les plus tumorigéniques, suggérent que c-takl puisse étre impliquée
dans les mécanismes de résistance au taxol. L’abolition de I’expression de c-takl ou
I'introduction d’un dominant négatif sans activité kinasique dans les cellules PC-3
contribueraient a élucider le rdle de c-takl dans les effets du taxol. Dans ces conditions
d’études, des essais de croissance cellulaire, d’activité kinasique, ainsi que la mesure de la
distribution des cellules dans le cycle cellulaire et de la phosphorylation de Cdc25C en
présence de taxol pourraient étre déterminées. Suite & de nombreuses études sur les
mécanismes de résistance des différentes cellules aux drogues, la problématique suivante a
été soulevée a savoir I'insensibilité possible des cellules aux effets du taxol selon leurs
positions dans le cycle cellulaire (Abal et al., 2003). Ce concept fut proposé suite a
’analyse des effets obtenus lors de la combinaison de drogues. Le flavopiridol considéré
comme un CdkI viag sa forte affinité pour les Cdk, inhibe directement les Cdk1 (phase G2),
Cdk2, Cdk4 et Cdk6 (phase Gl) induisant un arrét du cycle cellulaire (Motwani et al.,
1999). Ainsi, ’administration du flavopiridol, suivie du taxol, favorise I'inhibition des
cyclines reliées 4 la phase G1 ainsi que I’activité du complexe cycline Bl-cdc2 en phase G2
et empéche les cellules d’entrer en phase M. Ceci se traduit par une baisse de la sensibilité
des cellules au taxol (Shah and Schwartz, 2001). La séquence inverse & savoir le traitement

du taxol, suivie du flavopiridol, est associée avec une augmentation des cellules en
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apoptose (Bible and Kaufmann, 1997). Un effet de synergie en terme d’inhibition de la
croissance tumorale est obtenu par le traitement des cellules au taxol, suivi de la cisplatine
(Milross et al., 1995). Une autre approche pour contrer la résistance des cellules aux
drogues consiste 4 inhiber le point de surveillance sensible aux dommages d’ADN. Ces
points de surveillance sollicitent des voies de signalisation complexes dont le rdle est
d’arréter la progression du cycle pendant la réparation des dommages a ’ADN ou de
conduire les cellules en apoptose. Ces points de surveillance sont importants pour le
maintien de la stabilité génomique. Le 7-hydroxystaurosporine (UCN-01) est un agent qui
inhibe le point de surveillance G2 dans les tumeurs cancéreuses et par conséquent,
sensibilise les cellules cancéreuses aux effets létaux d’autres drogues ou des irradiations
affectant PADN (Busby et al., 2000). L’inhibition de I’activité des kinases Chk1 ainsi que
c-takl a ét¢ montrée dans une lignée cellulaire d’érythroblastes leucémiques suite au
traitement au UCN-01 (Busby et al., 2000). La phosphorylation de Cdc25C sur Ser 216 est
un événement en amont de Iarrét de la phase G2 lors de Iinduction de dommages a
PADN. C-takl pourrait étre reliée au maintien du point de surveillance sensible aux
dommages de ’ADN, bien que la localisation de c-takl soit pense-t-on cytoplasmique
(Peng et al., 1998) alors que chez le chien, nous I'avons trouvée dans Ia fraction particulaire
des prostates métaplasiques. Or, Chk! et Chk2 sont retrouvées dans le noyau (Shapiro and
Harper, 1999). Ces résultats suggerent que les substrats pour c-takl et Chkl soient les
mémes. Cependant, Chk1 phosphoryle faiblement KSR1 (Muller et al., 2003) alors que sa
phosphorylation par c-takl maintient Raf dans une conformation inactive qui empéche

Iactivation de la voie de signalisation MAPK et rend les cellules dans un état quiescent
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(Muller et al., 2001). Ceci laisse penser que c-tak1 aurait un role distinct de la kinase Chk1

quoique d'autres études soient requises pour établir ce point.

4.3. Potentiel thérapeutique

L’implication de c-tak1 dans les effets du taxol ajoute une nouvelle dimension 4 I’approche
thérapeutique utilisant le taxol. L’élucidation des mécanismes de signalisation reliés & cette
activation permettra alors de mieux comprendre les divers effets du taxol et par conséquent
d’¢laborer des stratégies d’intervention visant & prévenir I'émergence des mécanismes de

résistance.
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5. Conclusion

Le rdle potentiel de I'endogline dans les effets inhibiteurs du TGFB sur la prolifération des
cellules prostatiques nous ont incités d’abord a caractériser son expression dans diverses
lignées de cellules prostatiques cancéreuses humaines, initialement dérivées de métastases.
Bien que différentes approches aient été abordées, aucune expression franche de
I’endogline n’a pu étre démontrée. Ces résultats sont en accord avec des travaux récents du
laboratoire montrant une expression sélective de lendogline dans des sous-populations de
cellules tumorales des tissus prostatiques de patients souffrant de CaP. En effet, les
observations indiquent que l'expression de I'endogline coincide avec le développement
plutdt qu'avec la progression de la maladie on l'expression est alors faible. Les différences
d’amplitude des effets du TGFB sur linhibition de la croissance des lignées de cellules
utilisées étant importantes, la présence de Pendogline, si minime soit-elle, ne peuvent donc
pas étre attribuées & cette protéine. D’autres mécanismes de régulation doivent étre
sollicités pour conduire aux effets observés du TGFB sur la prolifération des cellules, et ce

possiblement en relation avec leur phénotype.

L’analyse des différents transcrits trouvés par PCR dans les cellules prostatiques de chien a
permis d’identifier une nouvelle S/TK: c-takl. Nous avons déterminé que parmi les
membres homologues des kinases de la sous-famille de Mark3, c-takl est
préférentiellement exprimée dans les cellules prostatiques humaines et canines. A I’aide des

anticorps produits dans le laboratoire, nous avons démontré que les niveaux d’activation de
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c-takl corrélent avec le phénotype cellulaire, I’activité la plus élevée étant observée dans la
lignée parentale de cellules de CaP les plus tumorigéniques. Dans les cellules normales,
Pactivité c-tak1 est induite de pair avec 'acquisition de la capacité des cellules a se diviser.
In vitro, lactivité de la kinase n’est pas modulée par des FC, tels que certains neuropeptides
et linterleukine-6 connus pour leur action stimulante sur les fonctions des cellules
prostatiques. Dans certaines conditions, le TGFB active c-takl selon une cinétique
compatible avec un effet sur l'activation rapide de lenzyme. Par ailleurs, les cellules
cultivées en présence de FC sériques et au taux de prolifération accru ont une activité plus
€levée que les cellules poussant sans sérum. Tel qu'indiqué par la synchronisation partielle
des cellules de CaP, le niveau d’activité basale de c-takl ne semble pas modifié au cours
des phases G1/S et G2/M du cycle cellulaire. En raison de son appartenance 3 la famille des
Mark, nous avons recherché des partenaires potentiels de c-takl par I'étude de complexes
avec la protéine associée aux microtubules MAP4 ainsi que la tubuline et n'en avons pas
mis en évidence. Par ailleurs, une interaction spécifique avec la phosphatase Cdc25C
impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire a été démontrée et ce, dans des conditions
physiologiques. Afin de moduler I'activité de c-takl, nous avons eu recours & des drogues
chimiothérapeutiques (vinblastine, vincristine, taxol) et agents (colchicine) associés aux
microtubules. Nous avons confirmé les effets des drogues sur I'inhibition de croissance des
cellules prostatiques cancéreuses humaines et démontré qu’en moyenne 60% des cellules
traitées échappent & leffet des drogues. Parmi les drogues, une action préférentielle du
taxol sur lactivité c-tak] a été observée, impliquant donc cette kinase dans la dynamique

des microtubules. L'activation de c-takl par le taxol est dose-dépendante et suit une
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cinétique plutdt longue (24 h). Pour vérifier la possibilité d'une action indirecte, nous avons
testé leffet de P'inhibition de la synthése de novo des protéines par la cycloheximide.
L’effet d’activation de c-tak1 par le taxol a bel et bien été inhibé sans toutefois affecter le
niveau d'activité de base de c-takl. Ceci suggére qu’une protéine intermédiaire puisse
médier les effets du taxol sur c-takl. De plus, l'activation de c-takl est associée & un
changement du statut de phosphorylation de la phosphatase Cdc25C. Nos observations au
niveau cellulaire indiquent une hétérogénéité des effets des drogues. Par exemple, le taxol
induit 'apoptose et la nécrose d'une certaine proportion des cellules ainsi que la présence
des cellules multinucléées parmi d'autres cellules 4 l'aspect normal. Ceci suggére d’une part
que certaines cellules meurent alors que d’autre part, d'autres passent outre les points de
surveillance des phases M et post-mitotique. Or, I’activité mesurée de c-tak] refléte l'effet
global sur toutes les cellules. Ces résultats ouvrent un volet important dans la recherche des
effets du taxol sur les diverses fonctions cellulaires en dévoilant une nouvelle molécule de
signalisation activée par cette drogue. Ainsi, il est possible que c-takl soit une cible du
taxol et que dans cette éventualité la compréhension des mécanismes qui y sont reliés soit

primordiale afin d’optimiser le traitement des patients atteints de CaP avancs.

Perspectives

L’endogline ne peut expliquer les effets d’inhibition de la croissance des lignées
prostatiques humaines cancéreuses par le TGFB. Ces lignées étant d'origine métastatiques,
elles représenteraient un modéle qui reproduit fidélement la baisse observée dans les
tumeurs chez les patients avec un CaP avancé. L'ADNc de I'endogline pourrait donc servir

pour vérifier I’effet de la surexpression de la protéine sur la modulation des effets du TGFB
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tant au niveau de la prolifération que de l'adhésion et motilité cellulaires que sur
Iactivation probable de c-takl. En plus d’étre un marqueur d’angiogenése, I’endogline
pourrait avoir un réle potentiel dans la régulation de I’activité de c-takl par le TGFB. La

possibilité d'une fonction intrinséque a l'endogline elle-méme doit aussi étre considérée.

Le clonage du géne c-takl dans une librairie d’ADNc de cellules prostatiques de chien et
par la suite dans les cellules PC-3 a soulevé I’intérét par sa similarité avec une kinase p78
modulée par le TGFB. La production d’anticorps qui reconnaissent la protéine native active
ont permis de démontrer la relation entre l'activité c-tak] et le potentiel tumorigénique des
cellules de CaP mais Iexpression de la protéine n’a pu étre étudiée. Une avenue
intéressante serait de produire un anticorps qui reconnait la protéine dénaturée.
Théoriquement et sachant que seule c-takl est exprimée dans les systémes prostatiques
étudiés, le choix de la séquence pourrait se situer en aval des acides aminés 20-39 pour étre
plus immunogénique (profil d’hydrophobicité). Ces anticorps pourraient faciliter les études
concernant sa distribution intracellulaire, les effets d’activation ou d’inhibition de Pactivité,
et permettre d’associer I’activation avec des modifications proportionnelles dans son
expression. De plus, il permettrait de relier in situ, son niveau d’expression et le caractére
tumorigénique des tissus prostatiques cancéreux humains en relation avec d’autres
marqueurs, notamment les protéines kinases Fer et FAK ou I’endogline qui sont

présentement sous investigation au laboratoire.

Peu de stimuli sont connus pour activer c-tak1. Le TGFB demeure un candidat intéressant et
mériterait d'étre testé dans des systémes ou il est possible d’induire des niveaux contrdlés

d’expression de c-takl et ainsi pallier les limites expérimentales observées lors des essais
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de modulation d’activité c-tak1 avec les FC. Parmi les possibilités, mentionnons le recours
au systeme inductible Tet-On ou la surexpresssion de c-takl ne semble pas modifier
significativement les caractéristiques de croissance des cellules et I'utilisation dODNs anti-
sens. Des partenaires de signalisation pourraient étre identifiés par |'utilisation d'un systéme
double hybride dans les cellules de mammiferes, lidéal étant de préserver le contexte
cellulaire particulier du CaP. L’effet d’activation de c-takl par le taxol suscite sans
contredit un intérét majeur pour Pimplication thérapeutique qu’il représente. Diverses
avenues semblent prometteuses. L'une est la recherche des partenaires de signalisation
associés a l'activation de c-takl, possiblement couplés a la phosphorylation de Cdc25C,
expliquant l'effet du taxol étant donné les niveaux équivalents d’activité c-takl de base des
cellules en présence ou non d’inhibiteur de synthése protéique. L'utilisation de
l'actinomycine D et d’antisens ou de petits ARN interférents seraient appropriés. Des
séquences d’antisens ont déja été synthétisées et seront testées sur Pactivation de c-takl
dans les cellules PC-3, traitées ou non avec le taxol. La récupération de milieu conditionné
de cellules sous I'action ou non du taxol ajouté aux cellules non traitées pourrait permettre
de vérifier si le taxol induit une protéine sécrétée et requise pour activer c-takl. Dans les
cellules PC-3, I’abolition de I’effet du taxol via introduction de c-takl mutée dans son
domaine kinasique, confirmerait la spécificité d’action du taxol. Une autre avenue serait
d'identifier quelles populations de cellules sujettes a I'action du taxol ont une activité c-tak1
augmentée. Le cytométrie de flux et le tri des cellules avec I'utilisation de marqueurs
fluorescents du cycle cellulaire et de la mort cellulaire et des cellules perméabilisées pour

cibler c-takl et Cdc25C dans les cellules nous apparait comme étant des approches
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prometteuses. De plus, il serait intéressant d’étudier la phosphorylation de Cdc25C, au
moyen d’anticorps spécifiques correspondants aux différents résidus phosphorylés de
Cdc25C ainsi que des anticorps spécifiques aux phosphoépitopes mitotiques. Si
’augmentation de I'activité c-takl est reliée & ’accumulation des cellules en phase G2/M,
Iutilisation d’un inhibiteur des Cdk (tel que le purvalanol A) ou d’un agent stimulant la
sortie des cellules de la mitose (comme le 2-AP) permettraient de valider les effets observés
sur c-takl (augmentation d’activité, synthése, baisse de dégradation) par le taxol. Dans un
contexte a plus long terme, si c-takl est effectivement une cible du taxol et que I’activation
de c-takl contribue aux mécanismes de résistance des cellules aux drogues, I’approche
thérapeutique face a I’utilisation du taxol, particuliérement dans les CaP avancés, pourrait

étre modifiée.
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betaglycan and formation of higher order complexes with TGF- signalling receptors. Eur
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Endoglin expression on human microvascular endothelial cells
Association with betaglycan and formation of higher order complexes with

TGF-$ signalling receptors

S. H. Wong', L. Hamel?, S. Chevalier® and A. Philip'
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Transforming growth factor-8 (TGF-B) plays an important role in angiogenesis and vascular function. Endoglin,
a transmembrane TGF-B binding protein, is highly expressed on vascular endothelial cells and is the target gene
for the hereditary haemorrhagic telangiectasia type I (HHT1), a dominantly inherited vascular disorder. The
specific function of endoglin responsible for HHT1 is believed to involve alterations in TGF-B responses. The
initial interactions on the cell surface between endoglin and TGF-B receptors may be an important mechanism by
which endoglin modulates TGF-B signalling, and thereby responses. Here it is shown that on human
microvascular endothelial cells, endoglin is co-expressed and is associated with betaglycan, a TGF-$ accessory
receptor with which endoglin shares limited amino acid homology. This complex formation may occur in either a
ligand-dependent or a ligand-independent manner. In addition, the occurrence of three higher order complexes
containing endoglin, type II and/or type [ TGF-B receptors, on these cells is demonstrated. Our findings suggest
that endoglin may modify TGF-B signalling by interacting with both betaglycan and the TGF-B signalling
receptors at physiological receptor concentrations and ratios.

Keywords: betaglycan; endoglin; endothelial cells; receptor heteromerization; TGF-B receptors.

Transforming growth factor (TGF-B) is a member of a large
family of multifunctional proteins important in growth,
differentiation and development [1]. Three distinct isoforms
of TGF-8 (TGF-8 1, 2, and 3) have been described in
mammals, and are encoded by distinct genes [2). There is
= 70% homology between the isoforms which are interchange-
able in most biological assays. However, the different features
of their promoter sequences, their divergent expression profiles,
and the dissimilar phenotypes observed in mice with targeted
deletions of TGF-B1, -B2, or -B3 genes, indicate that they
perform distinct functions in vivo [3-5).

The TGF-p signal is transduced by a pair of transmembrane
serine/threonine kinases, known as type I and type II receptors
which are present on almost all cell types that have been
analysed [6,7]. The type I receptor does mot bind TGF-B
in the absence of the type II receptor. The binding of TGF-B to
the type II receptor. a constitutively active kinase, results in
the recruitment, phosphorylation, and concomitant activation
of the type I receptor [8]. The activated type I receptor in turn
phosphorylates and transmits the signal to a novel family of
downstream mediators, termed Smads, resulting in the regula-
tion of target gene expression [9-11]. Although the majority of
evidence supports the above model of TGF-B receptor
activation and signalling, the presence of other cell surface
TGF-B binding proteins which form heteromeric complexes
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with the signalling receptors suggests that additional regulatory
mechanisms are operative. For example, the type IIl TGF-B
receptor (betaglycan) which is a membrane proteoglycan has
been demonstrated to present TGF-B to the type I TGF-B
receptor [12-14]. Endoglin, a disulfide-linked homodimeric
glycoprotein highly expressed on vascular endothelial cells
[15], has been shown to co-immunoprecipitate with the type I
and/or type I TGF-B receptors, suggesting heteromeric com-
plex formation with those receptors {16,17].

The cytoplasmic domain of endoglin is 70% homologous to
betaglycan [12,13], but the extracellular domain shows only
limited homology. Thus, while betaglycan binds all three
TGF-B isoforms with high affinity, endoglin binds TGF-81 and
TGF-B3, but not TGF-B2. Endoglin and betaglycan differ
widely in their cellular distribution and functionally they appear
to have opposing effects. Over-expression of endoglin decreased
TGF-8 responses in monocytes [18] and myoblasts [19]
whereas over-expression of betaglycan enhanced TGF-B
responses in these cells [19]. In addition, recent results indicate
that unlike betaglycan, endoglin cannot bind TGF-B on its own;
it requires the co-expression of the type II receptor for TGF-3
binding [20]. Furthermore, endoglin appears to interact not only
with TGF-B but also with activin and bone morphogenic
protein in the presence of their respective ligand binding
receptor.

Mutation in the endoglin gene has been shown to be involved
in the hereditary haemorrhagic telangiectasia type I (HHT1), an
autosomal dominant vascular disorder characterized by multi-
systemic vascular dysplasia, recurrent haemorrhage and
arteriovenous malformations [21-25]. It is believed that the
specific function of endoglin responsible for HHT1 involves
alteration in TGF-§ signalling as endoglin modulates TGF-8
responses [19-26]. Furthermore, recent evidence indicating
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that endoglin function and TGF-f signalling are essential for
angiogenesis, using mice lacking endoglin gene, supports this
conclusion [27].

A growing pumber of studies using in vitro and in vivo
models have implicated TGF-f as a potent mediator of
angiogenesis [28—30]. The microvascular endothelial cell is
the principal cell type involved in the process of physiological
and pathological angiogenesis. However, the expression pattern
of endoglin in relation to those of other TGF-3 receptor types
on human microvascular endothelial cells is not well defined.
Most studies which analysed TGF-8 receptors on endothelial
cells were focused on macrovascular endothelial cells
[16,31,32]. The few studies that reported TGF-8 receptor
expression on microvasular endothelial cells used cells of
animal origin, and in these studies endoglin was pot detected
[33,34]. Furthermore, endothelial cells of the microvasculature
differ from those of the large vessels in several facets such as
expression of cellular adhesion molecules and cell surface
antigens [35-37]. Defining the expression profiles of TGF-f3
receptor types and the biochemical interactions between these
receptors on microvascular endothelial cells is critical to under-
stand the mechanism of TGF- action in these cells. It is likely
that the initial receptor interactions at the membrane level,
leading to the formation of oligomeric complexes which
contain different receptor types and ratios, may represent
modes of regulating diverse actions of TGF-$ in these cells.

We have shown previously that the endothelium of the
microvasculature is the major cell type responsible for binding
systemically administered 'ZI-labelled TGF-B1 in wivo [38]. In
the present study, we determined the expression of TGF-
receptors on human microvascular endothelial cells, and show
that endoglin is co-expressed and is associated with betaglycan,
a TGF-B accessory receptor with which endoglin shares limited
amino acid homology. This complex formation occurs in both a
ligand-dependent and a ligand-independent manner. In addi-
tion, we demonstrate the occurrence of three higher order
complexes containing endoglin, type II and or type I TGF-B
receptors, on these cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

The human microvascular endothelial cell line, HMEC-1 was a
gift of E W. Ades and T. J. Lawley (Center for Disease Control
and Emory University, Atlanta, GA, USA). The HMEC-1 cells
(prepared by immortalizing neonatal foreskin endothelial cells
with the SV40 large T antigen) have been shown to display the
same morphologic, phenotypic and functional characteristics as
normal human microvascular endothelial cells [39-41]. The
HMEC-1 cells were cultured in MCDB 131 medium (Gibco)
supplemented with 10% foetal bovine serum, 2 mM glutamine,
10 ng-mL ™"} epidermal growth factor (Collaborative Biomedical
Products), 1 p.g-mL_] hydrocortisone (Steraloids), 100 U-mL™'
penicillin, 100 pg-mL™' streptomycin, and 0.25 pg-mL™"
amphotericin (all from Gibco). All cultures were maintained
at 37 °C in a 5% CO,/air atmosphere.

Early passage human microvascular endothelial cells prepared
from neonatal foreskin were obtained from Clonetics Inc., and
were grown in Endothelial Cell Basal Medium supplemented
with 12 wg-mL™' bovine brain extract, 10 ng-mL™' human
epidermal growth factor, 1 pwg-mL™" hydrocortisone, 5% fetal
bovine serum, 50 wg-mL™' gentamicin and 50 ng-mL™'
amphotericin-B (all from Clonetics Inc.).
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Luciferase reporter assay

The p3TP-Lux TGF-B-inducible luciferase reporter construct
[8], containing the luciferase gene under the control of a portion
of the plasminogen activator inhibitor-1 promoter region, was
used to determine cellular responsiveness to TGF-§. HMEC-1
cells seeded in a six-well plate at a density of 1.8 x 10° cclls
per well were transfected with 1 pg p3TP-Lux using 2.5 pL
SuperFect (Qiagen) in MCDB 131 medium for 2 h at 37 °C
under conditions of 5% CO,/air. To control for variations in
transfection efficiency, the cells from each well were then
trypsinized and replated in duplicates in a 12-well plate. The
cells were allowed to grow overnight, and one of the duplicate
wells was stimulated with 150 pm TGF-$1 for 24 h and the
other well was left untreated. They were then washed, lysed and
assayed for luciferase activity using the luciferase assay system
(Promega) in a ILA911 Luminometer (Tropics Inc.), and the
light emission by the TGF-p treated well was expressed as a
percentage of the emission by the untreated well. Optimization
of transfection conditions was by using pHGFP (high green
fluorescent protein plasmid; Quantum Inc.). Any alteration in
the protein content in cultures due to TGF-$ treatment was
monitored by determining protein concentration using the
Bradford method (Bio-Rad).

Thymidine incorporation assay

To confirm that endothelial cells respond to TGF-B, the regu-
lation of DNA synthesis was determined using the thymidine
incorporation assay. HMEC-1 cells were seeded in a 24-well
plate at a density of 0.75 x 10* cells per well and cultured for
24 h. The cells were then treated with 200 pm TGF-1 under
serum free conditions for 24 h. [*H]thymidine (1 wCi-mL ™",
Amersham) was added to each well for the final 3 h of TGF-B
treatment. The cells were washed three times with NaCl/P; and
once with 5% trichloroacetic acid. They were then solubilized
in 1% SDS and the incorporated radioactivity was determined
by liquid scintillation counting.

Autoregulation of TGF-$ receptors

The regulation of TGF-B receptors by TGF-f isoforms on cell
monolayers was determined as described previously [42].
Briefly, this involved incubating HMEC-1 cells or early passage
microvascular endothelial cells, in the absence or presence of
100 pm TGF-B1 or TGF-B2 in serum-free medium, for 4 h or
24 h at 37 °C in a 5% CO,/air atmosphere. The cells were then
washed and incubated with '**I-labelled TGF-B1 in the absence
or presence of excess unlabelled TGF-B1 or -B2 for 3 hat 4 °C,
and the radioactivity specifically bound was determined. In some
experiments, the cells were washed with 0.1% glacial acetic
acid before incubation with '**I-labelled TGF-B1 to remove
any prebound TGF-B, as described by Glick et al. [43]. Total
protein content in cultures was monitored by determining pro-
tein concentrations using the Bradford method (Bio-Rad,
Mississanga, Ontario). No change in protein concentration
caused by treatment with TGF-f8 was observed during the time
course of the experiment.

Affinity labelling of cells

fodination of TGF-81 and -B2 was performed as described
[44], and affinity labelling was carried out as detailed pre-
viously [45]. Briefly, cell monolayers were washed with ice
cold binding buffer (Dulbecco’s NaCl/P; with Ca®* and Mg?*,
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pH 7.4 containing 0.1% BSA) and incubated with 100 pm '**[-
labelled TGE-B1 or 100 pm '>I-labelled TGF-B2 in the absence
or presence of indicated concentrations of unlabelled TGF-B1,
TGF-82 or TGF-83 (Austral Inc., Genzyme Inc, and R&D
Systems, respectively) for 3 h at 4 °C. The receptor/ligand
complexes were cross-linked with bis(sulfosuccinimidyl) sube-
rate (BS3; Pierce). The reaction was stopped by the addition of
glycine. The cells were washed twice with Dulbecco’s NaCl/P;,
and solubilized in buffer containing 1% Triton X-100, 10%
glycerol, 1 mm EDTA, 20 mm Tris/HCl (pH 7.4), and the
following protease inhibitors: | mm phenylmethanesulfonyl
fluoride, 20 pg-mL™"' aprotinin, 20 pg-mL™' leupeptin,
20 pg-mL™' soybean trypsin inhibitor, and 25 mM benzami-
dine. To the solubilized membrane extracts, one-fifth volume of
5 x electrophoresis sample buffer (0.25 mm Tris/HCI pH 6.8,
5% SDS, 50% glycerol, and trace Bromophenol blue) was
added, and it was analysed by 3-11% SDS/PAGE under
nonreducing or reducing (presence of 5% 2-mercaptoethanol)
conditions followed by autoradiography.

Immunoprecipitation of TGF-B receptors

The anti-type I TGF-B receptor Ig, specific for an epitope
corresponding to amino acids 158-179, and the anti-activin
receptor—like—kinase-1 (ALK-1) Ig, specific for an epitope
corresponding to amino acids 471-489, were from Santa Cruz
Biotechnology Inc. Anti-peptide Ig against the type 11 TGF-B
receptor and betaglycan were a gift from M. O’Connor-
McCourt (Biotechnology Research Institute, Montreal, Quebec,
Canada). The procedure and peptide sequences used for
the preparation of the types II receptor and betaglycan
Igs were as described by Moustakas et al. [46]. In comparison
studies, these Igs showed the same specificity as those
obtained from A. Moustakas (Cambridge, MA, USA). The
monoclonal anti-endoglin Ig (44G4) which recognizes human
endoglin was a gift from S. St. Jacques (Université Laval,
Quebec, Canada).

Immunoprecipitation studies were performed as described
previously [45]. Cells were affinity labelled with 200 pm
125]-1abelled TGF-B1, and solubilized as described above. It
was then centrifuged at 5000 g for 10 min. Aliquots of the
supernatant were incubated overnight at 4 °C with anti-type I,
anti-type TI, anti-betaglycan, or anti-endoglin Ig in the absence
or presence of equimolar amounts of their respective immuniz-
ing peptides, or endoglin in the case of anti-endoglin Ig. (The
endoglin protein was prepared from HOON cells essentially as
described by Gougos and Letarte [47]). Immune complexes
were incubated at 4 °C for 2 h with a protein A—Sepharose
(Pharmacia-Biotech) slurry prepared as 50% packed beads in
Dulbecco’s NaCl/P; containing 0.2% Triton X-100. The beads
were pelleted by centrifugation and washed thoroughly with
Dulbecco’s NaCl/P; containing 0.2% Triton X-100. The
immune complexes were resuspended in 1 X electrophoresis
sample buffer (see above), and analysed by SDS/PAGE as
above.

Western blot analysis

Membrane extracts of cells were prepared, and not immuno-
precipitated or immunoprecipitated with anti-betaglycan Ig or
with control IgG (nonimmune rabbit serum). In parallel
experiments, cells were washed with a mild acid (0.1% glacial
acetic acid) to ensure complete removal of endogenous TGF-8
[42,43] before membrane extraction and subsequent immuno-
precipitation. The extracts were then fractionated by 3-11%
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SDS/PAGE and electrotransferred onto nitrocellulose (Schleicher
& Schuell). The membrane was blocked for 2 h in NaCl/ Tris/
Tween (30 mM Tris/HCl, 150 mm NaCl, 0.5% Tween 20)
containing 5% skimmed milk and then incubated with the SN6h
anti-(human endoglin) Ig (Dako) overnight at 4 °C. After
washing with NaCl/ Tris/ Tween, the membrane was incubated
for 1.5h with anti-mouse Ig conjugated to horseradish
peroxidase and detected using the ECL system (Pharmacia
Biotech Inc).

Two-dimensional (nonreducing/reducing) gel electrophoresis

Two-dimensional gel electrophoresis was performed as
described by MacKay et al. [48], except that 3-mercaptopro-
prionic acid was omitted in the second dimension. Cells were
affinity labelled with 100 pv 'I-labelled TGF-B1 in the
absence or presence of 100 pm TGF-B2 as described above.
Membrane extracts were electrophoresed on a 1.0-mm thick
3-11% gradient gel under nonreducing conditions in the first
dimension and then on a 1.5-mm-thick 3—11% gradient gel
under reducing conditions in the second dimension. Results
were analysed by autoradiography.

RESULTS

TGF-B-induced regulation of TGF-B receptors and cellular
signalling on microvascular endothelial cells

To demonstrate that the human microvascular endothelial cells
used in the present study to characterize the expression of TGF-
B receptors are responsive to TGF-B, we tested whether these
receptors mediate TGF-B-induced cellular signalling, and
exhibit ligand-induced regulation. The TGF-B-induced cellular
signalling in endothelial cells was determined by a luciferase
reporter assay using p3TP-Lux which has been used extensively
as a marker for TGF-B responsiveness [8,13]. HMEC-1 cells
were transiently transfected with p3TP-lux and the induction
of luciferase activity by exogenous TGF-B1 was measured.
Fig. 1A shows that luciferase activity in transfected cells
treated with 150 pm TGF-B1 was significantly higher
(P < 0.003) than in transfected cells not treated with TGF-
B1, indicating TGF-B1 signalling in HMEC-1 cells. That the
HMEC-1 cells respond to TGF-8 was confirmed by determin-
ing the regulation of DNA synthesis by TGF-B1 using the
thymidine incorporation assay. Fig. 1B shows that DNA
synthesis by HMEC-1 cells treated with 200 pm TGF-B1 was
significantly higher (P < 0.002) than that by cells not treated
with TGF-B1, demonstrating TGF-B1 signalling in these cells.
The autoregulatory effect of TGF-Bl1 and -B2 on TGF-8
receptors on HMEC-1 is shown in Fig. IC. Pretreatment of
cells with 100 pm TGF-B1 or -B2 at 37° C for 4 h (P = 0.05)
or 24 h (P = 0.004) significantly decreased 125[_Jabelled-TGF-
B1 binding to HMEC-1 cells. Identical results were observed
when primary human microvascular endothelial cells were used
instead of HMEC-1 (data not shown). The down-regulation
observed is not due to competition with prebound TGF- as
similar results were obtained when cells were washed with mild
acid before incubation with '*I-labelled-TGF-B!. In control
experiments the acid wash was sufficient to remove >95%
prebound '*’I-labelled TGF-B1, and did not diminish the
ability of receptors to bind TGF-B subsequently (data not
shown) [42].
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Human microvascular endothelial cells display three high
molecular mass TGF-B1/-B3 binding complexes that have
little affinity for the TGF-B2 isoform

To analyse endoglin expression pattern on microvascular
endothelial cells, in relation to those of other TGF-8 receptors,
cells were affinity labelled with '>I-labelled TGF-B1 or '*I-
labelled TGF-B2 and the labelled receptors were analysed by
SDS/PAGE. Endoglin is a disulfide linked homodimer which
migrates on SDS/PAGE as a 180-kDa complex under nonredu-
cing conditions and as a 100-kDa complex under reducing
conditions. Analysis under nonreducing conditions revealed
seven binding complexes on HMEC-1 (Fig. 2A): 68, 85, 180,
200-400, 240, 270, and 320 kDa. Often, two other minor
complexes were observed at 115 and 145 kDa. An identical
receptor profile was observed for early passage microvascular
endothelial cells (data not shown). The isoform specificities and
migration patterns of the 68-, 85-, 200—400- and 180-kDa
complexes are characteristic of the three cloned TGF-8
receptors, type I, type II betaglycan, and endoglin, respectively.
The identities of these proteins were confirmed later by
immunoprecipitation experiments (see below). The competition
profiles in the presence of unlabelled TGF-B1, 82, and B3
demonstrated that all receptor components (types I and II
receptors, betaglycan and endoglin) have high affinity for TGF-
B1 and -B3 with TGF-B1 showing greater affinity than TGF-
B3. As expected, endoglin showed virtually no affinity for
TGF-B2, whereas betaglycan displayed good affinity for that
isoform. The higher molecular mass complexes (240, 270 and
320 kDa) displayed high affinity for TGF-B1 and -B3 (TGF-
B1 > TGF-83), but very little or no affinity for TGF-B2. In
fact, these higher molecular mass complexes are only revealed
when the affinity labelling was carried out in the presence of
unlabelled TGF-B2. Under these conditions betaglycan, which
has a relatively higher affinity for TGF-B2, is effectively
competed out by that isoform, thus unmasking the higher
molecular mass complexes. The minor complexes, 115 kDa
and 145 kDa were identified later as type I homodimer and
types I and 11 heterodimer (see below).

When HMEC-1 cells (Fig. 2B) or early passage micro-
vascular endothelial cells (data not shown) were affinity
labelled with 'Z>-labelled ITGF-B2 instead of '*’I-labelled
TGF-B1, and analysed as above, the only labelled binding
protein observed was betaglycan. This observation is supported
by the data presented in Fig. 2A which showed that TGF-B2

Fig. 1. Luciferase reporter assay showing TGF-B-induced cellular
signalling (A), thymidine incorporation assay (B) and autoregulation
of TGF-B receptors (C) on human microvascular endothelial cells (C).
(A) HMEC-1 cells were transiently transfected with luciferase reporter
p3TP-Lux; 24 h after transfection, cells were left untreated or treated
with 150 pm TGF-B1 for 24 h. Luciferase activity was determined and
expressed as a percentage of the control. The mean of three
independent experiments performed in triplicates is shown. *P < 0.003.
(B) HMEC-1 cells were treated with 200 pM TGF-B1 under serum free
conditions for 24 h. [3 HJThymidine (1pnCi-mL 'y was added for the final
3 h of TGF-B treatment, and the incorporated radioactivity was determined
by liquid scintillation counting. *P < 0.002. (C) HMEC-1 cells were
pretreated with 100 pm TGF-B1 or TGF-B2 at 37 °C in a 5% COa/air for
4 h or 24 h. Subsequently, the cells were incubated with 125L_labelled
TGF-B1 in the absence or presence of excess unlabelled TGF-B1 at 4 °C
for 3h, and the radioactivity specifically bound was determined by
gamma counting, and expressed as a percentage of the control
(*P < 0.05; **P < 0.004).
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Fig. 2. Affinity labelling of human microvascular endothelial cells with >T-labelied TGF-B1 or ™I-labelled TGF-B2. Confluent monolayers of HMEC-1
were affinity labelled with 100 pmM 135]_1abelied TGE-B1 (A) or 100 pM '*I-labelled TGF-B2 (B) in the absence or presence of the indicated concentrations of
unlabelled TGF-B1, TGF-B2 or TGF-B3. Solubilized membrane extracts were analysed by 3-11% SDS/PAGE under nonreducing conditions.

bhas little affinity for any of the TGF- binding complexes
except betaglycan. Interestingly, in cells labelled with )
labelled TGF-B2, the affinity of betagiycan for TGF-f2 was
higher than that for TGF-B1 and -83 (Fig. 2B). This suggests

that a portion of betaglycan exists in a state in which it can bind
TGF-B2 with high affinity on microvascular endothelial cells.
This phenomenon has been described previously in human
endometrial cells {45] and skin fibroblasts {42]. Endoglin and
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the higher molecular mass complexes were not observed, and
the type I and II TGF-B receptors were barely detectable,
reflecting their low affinity for TGF-§2.

Immunoprecipitation of TGF-B receptors with specific
anti-receptor Ig

To confirm the identity of the TGF-B receptors and binding
complexes observed on endothelial cells and to study the
potential cell surface associations between endoglin and TGF-B
receptors, immunoprecipitation experiments were performed
using specific anti-type I, anti-type I, anti-betaglycan or anti-
endoglin Ig. Thus, in these studies, whereas immunoprecipita-
tion with a specific anti-receptor Ig confirmed the identity of its
cognate receptor, co-immunoprecipitation of a second type of
receptor which is not recognized by this antibody is indicative
of heteromeric complex formation between the two types of
receptors.

Figure 3A shows the immunoprecipitation results with the
anti-receptor Ig as analysed under reducing conditions using
HMEC-1 cells. Immunoprecipitation with a specific anti-type 1
Ig (lane 1) resulted in the precipitation of the type 1 receptor,
and co-immunoprecipitation of type II receptor and betaglycan.
Similarly, an antibody specific for the type II TGF-$ receptor
(lane 3) precipitated the types I and II receptors and beta-
glycan. In addition, the endoglin monomer (which migrates at
100 kDa under reducing conditions, just above the type II
receptor) appears to be precipitated. Co-immunoprecipitation of
types I and I TGF-8 receptors, with anti-type I or anti-type II
Ig has been well documented [6,42,49]; the detection of
heteromeric complexes between type II and betaglycan [14],
and between endoglin and type II [16] confirm previous such
reports on other cell types. Significantly, immunoprecipitation
with anti-betaglycan Ig (lane 5) revealed that in addition to the
types I and II receptors, this antibody precipitated the endoglin
monomer which can be seen as a distinct band just above the
type II band. Similarly, the anti-endoglin Ig (lane 7) precipi-
tated the types I and II receptors and betaglycan in addition to
the endoglin monomer. The immunoprecipitation reactions
were specific as no labelled proteins were precipitated when
equimolar amounts of the corresponding immunizing peptide
was included in the reaction to block the antibody (ianes 2, 4,
and 6).

The immunoprecipitation results with anti-betaglycan and
anti-endoglin Ig analysed under nonreducing conditions using
HMEC-1 are shown in Fig. 3B. The anti-betaglycan Ig (lane 1)
immunoprecipitated betaglycan. Co-immunoprecipitation of
the endoglin dimer (180 kDa) although weak, was also detect-
able. However, the co-immunoprecipitation of types I and II
TGF- receptors were not detected with this anti-betaglycan Ig.
The inability of this antibody to co-immunoprecipitate the
type I and II receptors has been reported previously using other
cell types [42,45]. A possible explanation is that the epitope
recognized by this antibody is masked upon complex formation
with the types I and II receptors. The anti-endoglin Ig precipi-
tated the endoglin dimer and the higher molecular mass
complexes (lane 3). Significantly, co-immunoprecipitation of
betaglycan and types I and II also become detectable upon
longer exposure (lane 5). The addition of the respective
immunizing peptide specific to the anti-betaglycan Ig (lane 2)
and anti-endoglin Ig (lane 4) blocked the immunoprecipitation
reaction, demonstrating the specificity of these antibodies. The
immunoprecipitation results with anti-betaglycan and anti-
endoglin Ig obtained under reducing (Fig. 3A) and nonreducing
(Fig. 3B) conditions suggest that endoglin associates with
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betaglycan in the presence of ligand, and that the higher
molecular mass complexes may contain endoglin (confirmed
later). Similar immunoprecipitation results were obtained using
the primary human microvascular endothelial cells (data not
shown).
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Fig. 3. Immunoprecipitation of TGF-B receptors on human micro-
vascular endothelial cells. Confluent monolayers of HMEC-1 cells were
affinity labelled with 200 pm 5L jabelied TGEF-B1, and solubilized
membrane extracts were immunoprecipitated with anti-receptor Ig in the
absence or presence of their comesponding immunizing peptides. The
complexes were analysed by 3-11% SDS/PAGE. (A) Membrane extracts of
HMEC-1 were immunoprecipitated with anti-type I (a-I), anti-type 11
(a-II), anti-betaglycan (a-BG) or anti-endoglin (a-EG) Ig n the absence
(lanes 1, 3, 5, 7) or presence (lanes 2, 4, 6) of therr corresponding
immunizing peptide (+ P) and analysed under reducing conditions.
(B) Membrane extracts of HMEC-]1 were immunoprecipitated with anti-
betaglycan (a-BG) or anti-endoglin (a-EG) Ig in the absence (lanes 1.
3, 5) or presence (lanes 2, 4) of their corresponding immunizing
peptide or protein (+ P), and analysed under nonreducing conditions.
Lane 5 represents lane 3 exposed for a longer period of time.
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Endothelial cells have been shown to express ALK-1 in
addition to the type I TGF-B receptor [S0]. Although both will
migrate on SDS/PAGE as a 65-kDa complex, the bulk of the
65-kDa band affinity labelled with '2*[-labelled TGF-B1 in the
present study comresponds to the type I TGF-B receptor, as
immunoprecipitation with a specific anti-ALK1 Ig resulted in
the precipitation of only minimal amount of labelled 65-kDa
protein. In addition a major portion of the 65-kDa band was
sensitive to dithiothreitol, a hallmark of the type I TGF-B
receptor (data not shown).

Association of endoglin with betaglycan as shown by
Western blot analysis

Because the immunoprecipitation studies using affinity labelled
cells suggested that endoglin forms a complex with betaglycan,
it was important to confirm this and to determine whether such
complex formation also occurs in a ligand independent manner.
Membrane extracts of endothelial cells were prepared, and
either immunoprecipitated with anti-betaglycan Ig or with
control IgG, or were not immunoprecipitated. They were then
analysed by Western blot using anti-endoglin Ig (Fig. 4).
Western blot analysis of extracts that were separated by SDS/
PAGE under nonreducing and reducing conditions without
immunoprecipitation (nip) is shown in lanes 1 and 2,
respectively. Under nonreducing conditions a 180-kDa band
(lane 1), and under reducing conditions a 100-kDa band
(lane 2), were detectable, confirming that these two bands
correspond to endoglin dimer and monomer, respectively.
Significantly, Western blot of extracts immunoprecipitated with
anti-betaglycan Ig, revealed the 100 kDa endoglin monomer
under reducing conditions (lane 3). This observation — demon-
strating that endoglin and betaglycan can be co-immuno-
precipitated in the absence of TGF-B — illustrates that these
TGF-B binding proteins form ligand-independent complexes.
In addition, parallel experiments in which cells were washed
with mild acid to ensure complete removal of any endogenous
TGF-B [42,43), before membrane extraction and immuno-
precipitation, revealed similar levels of endoglin upon Western
blot (lane 4), confirming that endoglin complexes with beta-
glycan in the absence of ligand. The band closer to the bottom
of the gel (approximately 50 kDa) detected in lanes 3 and 4
probably corresponds to IgG as this was the only band observed
when nonimmune rabbit IgG instead of anti-betaglycan Ig was
used for immunoprecipitation (lane 5).

The 240-, 270-, and 320-kDa binding complexes on
endothelial cells contain endoglin, type Il and/or type |
TGF-B receptors

When endothelial cells affinity labelled with 'I-labelled
TGF-B1 were analysed under nonreducing conditions, in
addition to the types I, II receptors and betaglycan, binding
complexes of 115, 145, 180, 240, 270, and 320 kDa were also
observed (Fig. 2A). To understand the nature of these com-
plexes, we tested whether they represent oligomeric complexes
of known TGF-P receptors, using two-dimensional gel electro-
phoresis under nonreducing conditions in the first dimension
and reducing conditions in the second dimension. Cells were
affinity labelled with 125[_labelled TGF-B1 in the absence
(Fig. SA) or in the presence of unlabelled TGF-B2 (Fig. 5B).
The results illustrated show that a spot with identical mobility
as the type I receptor fell from the 115-kDa complex (Fig. SA
and B). Two spots with mobilities identical to those of the
types I and type II receptors often fell from the 145-kDa
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Fig. 4. Western blot analysis demonstrating complex formation
between endoglin and betaglycan. Solubilized HMEC-1 membrane
extracts were not immunoprecipitated (nip, lanes 1 and 2) or immunopre-
cipitated with anti-betaglycan Ig (a-BG, lanes 3 and 4), or with nonimmune
rabbit serum IgG (NRS, lane 5). In lane 4, cells were washed with mild acid
1o ensure complete removal of any endogenous TGF-B before membrane
extraction and immunoprecipitation. The extracts were then analysed by
3_11% SDS/PAGE under nonreducing (NR, lane 1) or reducing (R, lanes 2,
3, 4 and 5) conditions, and the gel was electroblotted onto nitrocellulose
membrane. After blocking, the membrane was incubated overnight with
anti-endoglin Ig (SN6h), and subsequently with anti-mouse-HRP Ig. The
ECL system was used for chemiluminescence detection.

Endoglin —»
monomer

complex at reduction (Fig. 5B). Similarly, one spot (detectable
in trace amounts), with the same mobility as type II, was often
observed as falling from the position of 165 kDa (Fig. 5B).
These results suggest that the 115-kDa complex corresponds to
two type I receptors (type I receptor homodimer), that the
145 kDa complex represents a type I/type II heterodimer, and
that the 165-kDa band corresponds to a type II receptor
homodimer.

The 180-kDa complex gave rise to a single spot of identical
mobility as the endoglin monomer, confirming that the
180-kDa band corresponds to endoglin dimer (Fig. 5A and
B). Similarly, endoglin monomer, type II and often traces of
type I fell from the 240-kDa complex (Fig. 5A). On the two-
dimensional gels, it was not always possible to get good
resolution of the bands representing endoglin monomer and
type I (Fig. 5A vs. B). However, as the type Il band (spot
falling from 145 kDa) migrated at the tail end of the endoglin
monomer (spot falling from 180 kDa), they were distinguishable.
Thus, endoglin, type II and traces of type I originated from
270 kDa (Fig. 5B). Similarly, endoglin and traces of type II
and type I fell from 320 kDa (data not shown). The 180- to
200-kDa spot that fell from the 240-, 270- and 320-kDa
complexes may represent endoglin dimer that is either reductant
insensitive, or that in which the monomers got inadvertently
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Fig. 5. Two-dimensional (nonreducing/reducing) gel electrophoresis of TGF-B receptor complexes on human microvascular endothelial cells.
(A) HMEC-1 cells were affinity labelled with 100 pm 1251 labelled TGF-B1 and the membrane extracts were analysed by 3-11% SDS/PAGE under
nonreducing conditions in the first dimension. The individual lane was cut out, laid horizontally and subjected to 3-11% SDS/PAGE under reducing
conditions in the second dimension. (B) HMEC-1 monolayers were affinity labelled with 100 pm '*Llabelled TGF-1 in the presence of 100 pM
unlabelled TGF-B2, and the membrane extracts were processed as described for (A).

cross-linked during the affinity labelling procedure. Alter-
natively, it may correspond to an endoglin monomer cross-
linked to type II and/or type I receptor.

DISCUSSION

Mutation in the endoglin gene has been shown to be involved in
HHT1. The specific function of endoglin responsible for HHT1
is likely to be related to alterations in TGF-8 action [19,26].
However, the molecular mechanisms by which endoglin
participates in TGF-B signalling remain to be elucidated.
Several studies have described the expression profiles of
endoglin and TGF-B receptors on macrovascular endothelial
cells [16,31,33,51]. However, such studies on microvascular
endothelial cells are few, and in these studies endoglin was not
detected by affinity labelling [33,52]. On the other hand,
increased immunostaining with endoglin-specific antibody, of
angiogenic areas such as healing wounds and tumour endo-
thelial cells has been reported [53,54]. Defining the expression
of endoglin and its contribution to the TGF-f receptor complex
on microvascular endothelial cells are critical for understanding
endoglin function in endothelial cells. The initial interactions of
endoglin with the other TGF-f receptors at the membrane level
may be of critical importance in this regard.

Two of the most important findings in the present study are
that betaglycan and endoglin are co-expressed at relatively high
amounts on human microvascular endothelial cells, and that
endoglin forms a complex with betaglycan on these cells.
Although endoglin has been shown to interact with the type II
and/or type I TGF-8 receptors [16,17,20], this is the first time
that endoglin has been shown to form a complex with its
homologue, betaglycan. In addition, we demonstrate that three
higher order receptor complexes containing endoglin, type I
and/or type 1 TGF-B receptors, occur on these cells. Studies
analysing the interactions between TGF-f receptors and the
stoichiometry of the signalling complex used mainly cell mutants

or cells over-expressing these receptors or chimeric receptors
[55-57]. In the present study, normal TGF-B responsive human
microvascular endothelial cells were used to demonstrate the
association of endoglin with betaglycan, and the formation of
higher order complexes containing endoglin and TGF-B
signalling receptors. Thus, these results illustrate that these
associations occur at physiological receptor concentrations and
ratios.

The microvascular endothelial cells used in the present study
are responsive to TGF-B as shown by the TGF-B-induced
stimulation of cell signalling (Fig. 1A and B) and by the TGF-B-
induced autoregulation of receptors (Fig. 1C). Although all of
the TGF- receptor complexes exhibited a much higher binding
affinity for TGF-B1 than for TGF-B2 (Fig. 2A), both isoforms
down-regulated the receptors with similar potency (Fig. 1C).
The failure to observe significant difference between the two
TGF-B isoforms in the down-regulation of receptors may be
explained by the data which suggest that a portion of the
betaglycan exists in a state in which they can bind TGF-B2 with
high affinity. This receptor state becomes detectable when 125
labelled TGF-B2 is used for the affinity labelling procedure
(Fig. 2B). Because betaglycan displays a higher affinity for
TGF-B2 under these conditions, this receptor via presentation
of ligand or receptor hetero-oligomerization may be responsible
for the obliteration of differences in the receptor down-
regulation response between the two TGF-f isoforms.

The two-dimensional electrophoresis, in addition to provid-
ing information on the nature of the higher molecular mass
receptor complexes, provided evidence indicating the occurrence
of type I TGF-B receptor homodimers and type I and II TGF-B
receptor heterodimers. The occurrence of such dimers on normal
TGF-B responsive cells has been demonstrated previously using
skin fibroblasts [42]. In the type I homodimer, a type I receptor
molecule is cross-linked to each subunit of the '“I-labelled
TGF-81 dimer, and in the type I-JI heterodimer, a type I
receptor molecule is cross-linked to the one subunit while a
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type II molecule is cross-linked to the other subunit of the 'ZI-
labelled TGF-B1 dimer. The reducing agent disrupts the
disulfide bond between the subunits of the TGF-B dimer, but
not the cross-links between TGF-B and the receptor. Thus,
after reduction, complexes composed of one receptor molecule
and a 'L-labelled TGF-B monomer are seen in the second
dimension.

That ligand dependent complex formation may occur between
endoglin and betaglycan was indicated by the immunoprecipi-
tation studies which demonstrated co-immunoprecipitation of
endoglin with the anti-betaglycan Ig, and that of betaglycan
with the anti-endoglin Ig, under both reducing and nonreducing
conditions. Western blot analysis confirmed that endoglin exists
in a heteromeric complex with betaglycan on endothelial cells
by demonstrating the immunodetection of endoglin in endo-
thelial membrane extracts immunoprecipitated with anti-
betaglycan Ig. In addition, as the latter study was performed
in the absence of TGF-B, it suggested that formation of the
endoglin/betaglycan complex can occur in a ligand-indepen-
dent manner. Although immunoprecipitation results provided
evidence for the occurrence of TGF-B-induced complex
formation between endoglin and betaglycan, it was not possible
to detect an endoglin/betaglycan heteromeric complex by SDS/
PAGE. The very large molecular mass of such a complex and
the highly heterogeneous nature of betaglycan will preclude the
detection of that complex.

The observation that the betaglycan—endoglin association
can occur in a ligand-induced manner and in a ligand inde-
pendent fashion is intriguing. It can be argued that the
association between betaglycan and endoglin observed in this
study is a result of the type I receptor complexing with
betaglycan as well as with endoglin. However, because
betaglycan does not associate with the type II receptor in the
absence of ligand [58], it is unlikely that the type II receptor is
involved when betaglycan complexes with endoglin in the
absence TGF-B. The significance of the complex formation
between endoglin and its homologue, betaglycan, in TGF-B
signalling remains to be determined. As it has been postulated
that endoglin may diminish while betaglycan may augment
TGF-B signal transduction [19], the interaction of endoglin
with betaglycan may be required for maintaining the balance
between positive and negative regulation of the TGF-B
signalling pathway in the microvascular endothelial cells.

That the three TGF-8 binding complexes observed at 240,
270, and 320 kDa detected under nonreducing conditions
contain endoglin, type II and or type I TGF-B receptors are
based on the results from two-dimensional gel electrophoresis.
The immunoprecipitation data supported this and confirmed the
identities of the receptor components. As high molecular mass
glycoprotein complexes are known to migrate anomalously on
SDS/PAGE, the true molecular masses of the 240-, 270- and
320-kDa complexes are likely to be very different. While it is
difficult to estimate the precise stoichiometry of these com-
plexes, it is possible that they are derived from higher order
complexes. Current evidence indicates that the TGF-B signal-
ling complex is a heterotetramer consisting of one molecule
each of the type I and type I receptor associated with each
monomer of a TGF-B dimer molecule [59]. It is possible that
endoglin associates with the heterotetrameric complex. In this
scenario, several high molecular mass receptor complexes
containing endoglin, type I and type II receptors can be formed
depending on the efficiency of the individual receptor com-
ponents to become cross-linked to the '*I-labelled TGF-B1
subunits. Alternatively, TGF-B receptor complexes of different
subtypes and ratios may exist in parallel. Formation of TGF-B8
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receptor complexes of differing subtype composition and ratio
may represent modes of regulating distinct TGF-B responses.

In conclusion, the present results demonstrate for the first
time that endoglin forms a complex with betaglycan on human
microvascular endothelial cells. In addition, the occurrence of
three high molecular mass complexes containing endoglin,
type II and/or type I TGF-B receptors has been demonstrated
on these cells. Our findings suggest that endoglin may modify
TGF-8 signalling by interacting with betaglycan and with the
TGF-B signalling receptors at physiological receptor concen-
trations and ratios.
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