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RESUME

Introduction : Le microenvironnement tumoral joue un réle essentiel dans le développement
du cancer prostatique (CaP). La progression tumorale est induite par des phénomenes
d’invasion et de migration, sous la dépendance de la transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM), dont le facteur de transcription clé est Zebl, et dont les génes cibles sont régulés par
des modifications épigénétiques. Lors de la progression du CaP, les cellules tumorales sont au
contact du tissu adipeux péri-prostatique (TAPP). L’hypothése est que le contact entre le
TAPP et les cellules tumorales pourrait modifier I’expression de génes impliqués dans la
TEM. Notre but est d’¢tudier 1’évolution de marqueurs de la TEM (dont Zeb1) et des marques
épigeénétiques associées dans les différentes phases de développement du CaP.

Matériels et méthodes : Nous avons évalué¢ en immunohistochimie sur tissue microarray
I’expression de Zebl, de I’histone méthyl transférase EZH2, des marques H3K27me3,
H3K27ac, 5-méthylcytosine (SMC), 5-hydroxyméthylcytosine (SHMC) et de Ki67 (marqueur
de prolifération). Trois groupes de tissus ont été analysés : prostate normale (n=54), néoplasie
intra-épithéliale de haut grade (PINHG) (n=81), et CaP (n=59). Les tissus tumoraux
proviennent de prostatectomies réalisées pour cancers pT3. Dans ce groupe, 2 zones
tumorales sont analysées par patient : I’une en intra-prostatique et I’autre en extra-prostatique
(contact avec le TAPP). Le PSA, le score de Gleason et I’indice de masse corporelle des
patients ont été recueillis.

Résultats : Dans les PINHG par rapport a la prostate normale, les expressions de EZH2 et
H3K27me3 sont augmentées sans modification d’expression de Zebl ni d’H3K27ac. Dans les
CaP (intra-prostatiques), les expressions de Zebl, EZH2 et H3K27me3 sont augmentées,
compar¢ aux PINHG. En localisation extraprostatique comparé a la localisation
intraprostatique, les expressions de Zebl et de Ki67 sont augmentées, celles de H3K27ac et
SMC diminuées. Les expressions de Zebl et H3K27ac sont négativement corrélées, et celles
d’EZH2 et de H3K27me3 sont positivement corrélées. Parmi les facteurs anatomo-cliniques,
seul le PSA est significativement corrélé a I’expression de Zebl.

Conclusion : Ces résultats suggerent que I’expression d’EZH2 est un événement précoce de
la progression tumorale et que la surexpression de Zebl associée a la perte d’H3K27ac,
augmente lors du passage de la tumeur au contact du TAPP. De nouvelles études sont
nécessaires pour identifier une relation de cause a effet entre le TAPP et les marqueurs de la
TEM, et pour comprendre la fonction des composants du tissu adipeux dans la TEM et la
progression tumorale.

Mots clés : Cancer, prostate, transition épithélio-mésenchymateuse, EZH2, Zebl, histone,
épigénétique, tissu adipeux
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1. ETAT DE LA QUESTION

1.1. La prostate

1.1.1. Embryologie

L’¢épithélium prostatique se développe a partir d’évaginations endoblastiques de la face

postérieure de [’urétre prostatique pendant la 12°™ semaine, sous la dépendance des

androgenes. Le stroma et le muscle lisse se développent a partir du mésoblaste environnant.
Séme

La glande devient active a partir de la 1 semaine et englobe a ce stade, les canaux

¢jaculateurs et ’utricule prostatique ainsi que 1’urétre.

1.1.2. Anatomie

La prostate est un organe ovoide, qui pese 15 a 20 g chez I’adulte jeune. Sa forme est
conique, comparée a celle d’une chataigne. Sa consistance est ferme.

La prostate est située sous la vessie, en avant de I’ampoule rectale et en arriére du pubis.
Elle entoure le col de la vessie et l'urétre proximal (prostatique) qui devient ['urétre
membraneux a ’apex. Sur la face postérieure de 'urétre prostatique, a la jonction entre le
tiers moyen et le tiers distal, les canaux ¢éjaculateurs viennent s’insérer au niveau du veru

montanum.

La base, situé¢e au pole supérieur, est convexe. Elle répond au col vésical en avant. La face
antérieure est légerement convexe, située en arricre de la symphyse pubienne. La face
postérieure, plane, est inclinée de haut en bas et d’avant en arricre. Elle est accolée au rectum
par I’intermédiaire du septum recto-vésical de Denonvillier (compris entre le cul de sac de
Douglas et le centre tendineux du périnée). Les faces latérales sont au contact des muscles
¢lévateurs du rectum. L apex discrétement pointu, se trouve au pole inférieur, en contact étroit

avec le sphincter de I’urétre et le diaphragme urogénital.
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En 1981, McNeal établit le modéele des quatre zones constituant la prostate (1):
* la zone centrale située autour des canaux ¢jaculateurs,

* la zone de transition composée de deux lobes situés latéralement par rapport a la partie

proximale de 1’urétre prostatique. Elle est a I’origine du développement de
I’hypertrophie bénigne de la prostate et de 20% des cancers,

* la zone périphérique se situe a la partie postérieure de la prostate et constitue

I’ensemble de 1’apex. Elle est a ’origine de 80% des cancers,

* la zone fibro-musculaire antérieure, dépourvue de glande, est en continuité avec les

fibres du col vésical et du sphincter stri¢ de ’uretre.

Les bandelettes neurovasculaires (BNV) bordent les faces latérales. C’est dans les BNV
que transitent de nombreux vaisseaux et nerfs sympathiques ou parasympathiques impliqués

dans 1’érection.

1.1.3. Fonction

La prostate a pour role de sécréter et stocker le liquide séminal. Par ces caractéristiques
contractiles, elle participe a I’expulsion du sperme lors de 1’¢jaculation. Les androgenes,
principalement la testostérone régulent le fonctionnement de la prostate. Ils sont également
impliqués dans sa croissance et son développement (2). Ainsi la castration de I’homme adulte
conduit a I’atrophie de la prostate. Le testicule, grace aux cellules de Leydig, sécrete la
testostérone sous le controle de la LH (hormone lutéinisante) hypophysaire. C’est dans les
cellules prostatiques que la testostérone est métabolisée en dihydrotestostérone par une
enzyme : la 5 alpha-réductase. La dihydrotestostérone est 1’androgéne intracellulaire le plus
actif. Sous l’influence des androgenes, les cellules prostatiques sécrétent un antigéne
prostatique spécifique (PSA) qui permet de liquéfier le fluide gélatineux a I’¢jaculation. Cet
antigéne est produit en grande quantité par les cellules carcinomateuses. Le taux sanguin de

PSA est utilisé pour le dépistage et le suivi des cancers prostatiques.

1.1.4. Histologie

La prostate est constituée de glandes tubulo-acineuses ramifiées, dispersées dans un stroma

conjonctif fibro-musculaire. Elle est cernée par une condensation de fibres musculaires lisses
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réalisant la capsule. Les glandes déversent leur matériel de sécrétion dans 1’urétre prostatique

par I’intermédiaire de canaux. Le stroma est composé essentiellement de fibroblastes et de

cellules musculaires lisses et est parcouru par un réseau nerveux et vasculaire.

L’¢épithélium glandulaire est composé de deux couches de cellules :

1.2.

la couche basale est constituée de cellules épithéliales, cubiques ou aplaties, parfois
difficilement visibles en coloration standard. Elles expriment les cytokératines de haut
poids moléculaire et la P63, ce qui permet de les identifier a 1’examen
immunohistochimique. Ces cellules sont hétérogeénes, constituées de cellules souches
(extrémement minoritaires), de cellules basales et de cellules intermédiaires. La quasi-
totalit¢ des cellules de la couche basale n’expriment pas les récepteurs aux androgenes
(RA) et donc ne sécretent pas de PSA,

la couche luminale est formée de cellules sécrétoires présentant un aspect variable

selon le degré de stimulation androgénique (cubique ou cylindrique haut). Elles sont
responsables de la sécrétion du PSA sous dépendance hormonale, car elles possedent
le RA. Le produit de sécrétion se condense parfois dans la lumicre des glandes en
masses amorphes : les corps amylacés,

le plus, des cellules neuroendocrines, peu nombreuses, sont dispersées entre la couche
basale et la couche luminale de la glande. Elles expriment les marqueurs endocriniens
comme la somatostatine, la neurone spécifique enolase (NSE) et la chromogranine A,
mais pas le RA. Elles agissent de fagcon paracrine sur la prolifération et le

développement des cellules environnantes(3).

L’adénocarcinome prostatique

1.2.1. Epidémiologie

Le cancer de la prostate (CaP) est le cancer masculin le plus fréquent en France. Son

incidence est de plus de 53000 nouveaux cas estimés en 2012 (source INCa 2015), loin devant

les cancers du poumon et les cancers colorectaux. L’incidence est trés faible avant 50 ans et

augmente progressivement avec 1’age. 70% des CaP surviennent apres 65 ans, ’age moyen du

diagnostic est de 70 ans. L’évolution de I’incidence des cancers de prostate peut s’expliquer

en partie par 1’augmentation du dépistage par dosage du PSA et le vieillissement de la

population (4).
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Le CaP représente la 3™

cause de déces par cancer (8876/an) juste derriére le cancer
colorectal (9200/an) et loin derri¢re le cancer du poumon (21000/an). Le taux de déces est
relativement stable, avec une tendance a la diminution, et une survie a 5 ans de 80% en

moyenne (source INCa 2015).

1.2.2. Facteurs de risque

L’¢étiologie du CaP est multifactorielle, avec vraisemblablement des interactions entre des
facteurs génétiques de susceptibilité, les hormones stéroidiennes et des déterminants

environnementaux.

Les facteurs de risques génétiques

Origine ethnique : Les hommes noirs (originaires d’Afrique sub-saharienne) ont un risque

plus élevé que les hommes caucasiens de développer un carcinome prostatique alors que les
asiatiques ont le risque le plus faible. Chez les afro-américains, les CaP se développent a un
age plus jeune et sont plus agressifs. En France, on constate également une variation en
fonction des départements : les plus forts taux d’incidence sont observés en Guadeloupe et en

Martinique ou la majorité de la population est d’origine africaine sub-saharienne (5).

Antécédents familiaux : Il existe des formes d’adénocarcinome prostatique a prédisposition

héréditaire. Elles sont rares (<5%), caractérisées par de nombreux cas familiaux de cancers de
prostate (plus de 3 cas au premier degré ou 2 cas avant 50 ans). Ces formes font rechercher

une anomalie génétique et relévent du conseil génétique (6).

Les formes familiales se définissent par au moins deux cas chez les apparentés au premier

degré, et constituent environ 20% des patients atteints d’un cancer de la prostate CaP.

Les facteurs de risque environnementaux

I a été suggéré que des facteurs alimentaires pourraient jouer un rdle dans le
développement et la progression des CaP. Les études sur le sujet montrent des résultats
mitigés quant a I’effet bénéfique de la consommation d’antioxydants (vitamines C, D, E et le
s¢lénium) (7). In vitro, le lycopene (présent dans les tomates), réduit de maniére significative
la croissance des cellules tumorales mais les études réalisées chez I’homme n’ont pas permis

de mettre en évidence un effet protecteur de sa consommation. Chez la souris, la curcumine
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ralentit la croissance des tumeurs prostatiques et augmente la sensibilité aux chimio- et

radiothérapies (8).

Les lipides présents dans le tissu adipeux (TA) (essentiellement les acides gras (AQG))
reflétent la prise alimentaire passée (9). Il a été suggéré que la nature et la quantité de lipides
consommeés auraient une influence sur I’agressivité des cancers de prostate. La consommation
d'AG saturés a €té associée a un risque plus important de développer un CaP agressif (10,11).
Par contre, certaines études suggerent que la consommation d’AG polyinsaturés oméga 3
pourrait avoir un effet protecteur (11). De méme, un fort taux de cholestérol sanguin est
associ¢ a un risque plus ¢levé de progression du cancer de prostate, le cholestérol étant

impliqué dans la synthése des stéroides et dans la voie de I’inflammation (11).

1.2.3. Diagnostic

Au stade précoce, le cancer de la prostate est asymptomatique et est suspecté le plus
souvent sur une ¢lévation du taux sérique de PSA. Le taux de survie chez les patients
diagnostiqués précocement est trés bon. C’est pourquoi 1’Association Francaise d’Urologie
recommande un dépistage annuel par toucher rectal couplé¢ au dosage du PSA chez tous les

patients de 50 a 75 ans d¢s lors que I’espérance de vie est supérieure a 10 ans (12).

Le PSA est une glycoprotéine sécrétée par les cellules luminales de la prostate dont le role
normal est de fluidifier le liquide séminal. L’augmentation du taux sérique dans la grande
majorité des CaP, témoigne d’une production en grande quantité¢ de cette protéine par les
cellules tumorales. Le dosage sanguin des PSA est actuellement le test de référence pour le
dépistage. Le seuil de normalité du taux de PSA varie selon le test utilisé¢. La norme la plus
communément admise par les laboratoires est inférieure a 4 ng /mL. Avec cette valeur seuil,
la sensibilité du PSA pour détecter un cancer est de 70% et sa spécificité de 90% (12). En
effet I’¢lévation du taux de PSA n’est pas spécifique du cancer. Elle peut étre observée dans
I’adénome et les Iésions inflammatoires, ¢’est pourquoi certains auteurs préconisent de suivre
le rapport PSA libre / PSA 1ié aux protéines du sérum. Le PSA libre est diminué en cas de
cancer de la prostate. La vélocité du PSA est ¢galement considérée comme informative, une
augmentation de 0,75 ng /mL par an fait discuter la réalisation de biopsie méme si le taux

reste sous 4 ng /mL (12).

La confirmation du diagnostic ne s’effectue que par les biopsies prostatiques. Les biopsies

doivent étre multiples et bilatérales. Elles permettent de préciser le caractére uni ou bilatéral
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du cancer, le pourcentage de cancer sur chaque biopsie, le score de Gleason et une éventuelle
extension extra-prostatique. Ces ¢léments histopronostiques sont nécessaires a la prise en
charge du patient. Les biopsies sont réalisées par voie transrectale, guidées par une
échographie endorectale, en utilisant une aiguille fine permettant de récupérer des carottes
biopsiques. Dix a douze biopsies sont en général réalisées, permettant une cartographie
précise de la glande prostatique. Les prélévements sont ensuite adressés dans des pots séparés
en vue de I’analyse anatomopathologique. Le compte rendu anatomopathologique est

standardisé avec un certain nombre d’items indispensables guidant la décision thérapeutique.

1.2.4. Histopathologie

Les cancers prostatiques sont dans 90% des cas des adénocarcinomes acineux développés a
partir des cellules luminales sécrétoires. Ils sont le plus souvent multifocaux et prennent
naissance dans la zone périphérique (80%). Les adénocarcinomes prostatiques font preuve
d’un grand polymorphisme architectural et cytologique, allant des formes trés bien

différenciées mimant des 1ésions bénignes a des formes totalement indifférenciées.

Les facteurs histopronostiques sur biopsies

e Score de Gleason :

Le score de Gleason permet de grader les cancers de la prostate selon leur différenciation
(13). Il est a ce jour le plus communément utilisé¢ pour déterminer le degré de différenciation
des adénocarcinomes prostatiques. En 2005, les recommandations de I’'ISUP (Internationnal
Society of Urological Pathology) ont permis de mettre a jour et de modifier le score de
Gleason, le rendant encore plus prédictif (14). Le score de Gleason est établi en attribuant a
la tumeur un grade de 1 a 5, le grade 1 étant le plus différencié et le grade 5 le plus
indifférencié (Figure 1).

Sur les biopsies, le score est obtenu par addition du grade le plus représenté et du grade le
plus défavorable, alors que sur la piéce de prostatectomie, c’est la somme des deux grades les
plus représentés qui est réalisée. Si un seul grade tumoral est représenté dans la tumeur, on le
double. Il est recommandé¢ de réaliser le score de Gleason biopsie par biopsie.

Le score de Gleason est un puissant ¢élément pronostique des adénocarcinomes

prostatiques, et il est corrélé au stade d’extension tumorale.
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Grade 1: Nodule bien limité, regroupant des glandes uniformes, proches mais
séparées, rondes ou ovales, de taille moyenne.

Grade 2: Nodule assez bien limité, avec une infiltration minimale a la périphérie,
formé de glandes moins rangées et moins uniformes que le grade 1.

Grade 3: Glandes plus petites que dans le grade 1 et 2, infiltrantes et disposées
entre les glandes non tumorales, de taille et de forme variables.
Petits nodules cribriformes bien limités.

Grade 4: Glandes microacinaires fusionnées. Glandes mal définies avec lumiére
glandulaire mal formée. Glandes cribriformes et de grandes tailles ou aux

contours irréguliers. Glandes d’aspect gloméruloide.

Grade 5: Pas de différenciation glandulaire. Tumeur avec architectures massives,
en travées ou formées de cellules isolées.
Comédocarcinome avec nécrose centrale entourée par des massifs

cribriformes ou papillaires.
Figure 1

Systeme de classification de Gleason modifié (ISUP 2005)

e Infiltrations péri-nerveuses :

Pour certains auteurs, la présence d’infiltrations péri-nerveuses sur les biopsies

prostatiques est un facteur prédictif d’extension extra-prostatique (15).

* Nombre de biopsies positives et pourcentage de cancer sur les biopsies :

La longueur totale de cancer sur les biopsies ainsi que le nombre de biopsies tumorales

sont corrélés a une récidive tumorale plus importante (16).

Stade clinique et évaluation par ’'IRM :

Le toucher rectal permet d’apprécier le volume de la prostate, sa consistance et la
régularit¢ de ses limites. Les cancers se développent principalement au dépend de la zone
périphérique postérieure et sont donc accessibles a la palpation.

L’IRM est un examen de choix pour I’évaluation de I’atteinte extra-prostatique. Elle
permet de suivre avec précision le contour de la prostate et d’apprécier le dépassement

capsulaire ou I’envahissement des vésicules séminales.
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Classification D’ Amico (17) :
Il s’agit d’une classification définissant des groupes a risque, encore largement utilisée en
pratique pour les décisions thérapeutiques.
* Risque faible : PSA <10 ng/mL
Et score de Gleason < 6
Et stade clinique T1c ou T2a
* Risque intermédiaire : PSA entre 11 et 20 ng /mL
Ou score de Gleason =7
Ou stade clinique T2b
* Haut risque : PSA > 20 ng /mL
Ou score de Gleason de 8 4 10

Ou stade clinique T2c¢

1.2.5. Traitements

Plusieurs stratégies thérapeutiques peuvent étre proposé€es au patient a I’issue d’une
réunion de concertation pluridisciplinaire. Les stratégies thérapeutiques se définissent en
fonction (12):

* des caractéristiques du cancer : stade TNM et classification D’ Amico pour les tumeurs

localisées,

* des caractéristiques de la prostate (volume notamment),

* des caractéristiques du patient (age, comorbidités, existence de troubles mictionnels),

* des préférences du patient (en particulier s’il existe une alternative thérapeutique au

rapport risque-bénéfice équivalent).

Les traitements différés :

Deux concepts : la surveillance active et I’abstention surveillance clinique. Le principe de
la surveillance active consiste a ne débuter le traitement qu’en cas de signe d’évolution de la
maladie. Elle est réservée a des tumeurs localisées a faible risque d’évolution (classification
D’Amico) chez des patients dont 1’espérance de vie est supérieure a 10 ans et permet de
retarder le traitement local par chirurgie ou radiothérapie.

L’abstention surveillance clinique consiste a différer la mise en route du traitement

(hormonothérapie a visée palliative) au moment ou apparaitront des symptomes. Elle se
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discute en cas de tumeur localisée (risque faible ou intermédiaire) non agressive chez un
patient agé ou présentant des comorbidités importantes (espérance de vie inférieure a 10 ans)

(12).

Traitement chirurgical, prostatectomie radicale:

La prostatectomie est réservée aux cancers de la prostate a un stade localisé. La limite
d’age retenue est 75 ans, discutée selon 1’état physiologique du patient et ses comorbidités.
Elle est théoriquement réservée aux cancers cliniquement localisés de risque faible ou
intermédiaire selon la classification D’Amico, mais actuellement un certain nombre de
patients a haut risque sont aussi opérés. En cas de risque élevé (et parfois intermédiaire), la
prostatectomie doit étre associée a un curage ganglionnaire étendu (ilio-obturateur bilatéral et
iliaque interne et externe bilatéral). Les complications comprennent 1’incontinence urinaire,
les dysfonctions érectiles et les sténoses de 1’anastomose vésico-urétrale. Le suivi est clinique

et biologique, avec des dosages réguliers du PSA.

Les facteurs histopronostiques d’évolution aprés chirurgie, obtenus sur pi¢ce opératoire
sont :

e Le statut des limites d’exérese :

L’ évaluation des marges sur piece opératoire est un critere histopronostique majeur. Le
taux de marges positives varie suivant les études de 11% a 38% (12,18).

Lors de I’arrivée de la piece de prostatectomie dans le service d’anatomopathologie, la
piece est badigeonnée a I’encre de Chine permettant ainsi d’évaluer le statut des marges
chirurgicales, sur lame histologique. Le statut des marges est un facteur prédictif indépendant

de progression méme en cas d’extension extra-prostatique ou de haut grade (Gleason >7 )

(18).

e Le stade de progression tumorale : pTNM sur piéce opératoire :

Le systétme TNM repose sur 1’extension tumorale locale, ganglionnaire et métastatique. Il
faut différencier le stade clinique (cTNM) du stade anatomopathologique (pTNM). Ce dernier
étant plus précis mais ne peut étre déterminé que sur la piece de prostatectomie. La derniere

version de la classification TNM date de 2009 (tableau 1) (12).

22



e Le score de Gleason :

Le score de Gleason est établi sur piéce opératoire, chaque foyer tumoral devant étre scoré

séparément.

Table 1

Classification TNM 2009

Maladie cliniquement localisée

pTO Absence de tumeur identifiée aprés
prostatectomie totale

pT1 Tumeur non palpable ou non visible en imagerie

pTla <5% du tissu réséqué

pTlb >5% du tissu réséqué

pTlc Découverte sur une biopsie prostatique en raison
d’une élévation des PSA

pT2 Tumeur limitée a la prostate

pT2a Atteinte de la moitié d’un lobe ou moins

pT2b Atteinte de plus de la moitié d’un lobe sans
atteinte de I'autre lobe

pT2c Atteinte des deux lobes

Extension locale

pT3 Extension extra-prostatique

pT3a Extension extra capsulaire uni- ou bilatérale
incluant le col vésical

pT3b Extension aux vésicules séminales uni- ou
bilatérale

pT4 Tumeur fixée en atteignant d’autres structures

que les vésicules séminales

Ganglions régionaux

NO

Absence de métastase ganglionnaire régionale

N1 Atteinte ganglionnaire(s) régionale(s)
Métastases a distance

MO Absence de métastase a distance
Mia Atteinte de ganglions non régionaux
M1b Atteinte osseuse

Milc Autres sites

La radiothérapie conformationnelle :

La radiothérapie peut-Etre utilisée comme traitement curatif ou en traitement adjuvant
apres récidive locale post-prostatectomie. Les complications sont essentiellement les cystites

ou rectites radiques (12).
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La curiethérapie interstitielle :

La curiethérapie consiste en 1’implantation intra-prostatique de grains d’iode radioactifs
par voie transpérinéale, sous controle endoscopique endorectal.

Elle est réservée aux tumeurs de bas risque ou de risque intermédiaire (12).

Les traitements focaux :

Ce sont des techniques récentes dont la plupart sont encore en cours d’évaluation.
Citons entre autre les ultrasons focalisés de haute intensité, la cryothérapie, la photothérapie

dynamique et le laser interstitiel (12).

L’hormonothérapie :

L’hormonothérapie est le traitement de premiere ligne en cas de CaP métastatique. Il ne
s’agit pas d’un traitement a visée curatrice. L ’objectif du traitement hormonal est d’empécher
I’activation des RA : soit en inhibant la production d’hormone (testostérone) soit en agissant

directement sur les RA.

Pour ce faire, il existe plusieurs solutions possibles :

* les agonistes et antagonistes de la LH-RH ciblent I’axe hypothalamo-hypophysaire et

entrainent une diminution du taux de testostérone,

¢ Jles anti-androgénes ont une action directe sur les RA. Ils sont soit stéroidiens et ont

une action centrale et périphérique, soit non stéroidiens et leur action est uniquement

périphérique.

Les patients développent une résistance a la castration entre 18 mois et 3 ans apres le début

du traitement.

De nouvelles hormonothérapies par inhibition de synthése des androgenes (acétate
d’abiratérone), ou par blocage de I’activation des récepteurs aux androgeénes (enzalutanide),
sont maintenant disponibles pour les cancers en échappement thérapeutique sous anti-

androgéniques « classiques » (19).
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Les chimiothérapies :

En cas de cancer métastatique résistant a la castration, un traitement par chimiothérapie
peut étre envisagé. Son indication est indiscutable dans les formes symptomatiques. Le
docétaxel est la chimiothérapie de premiere ligne actuellement recommandée. En cas de

reprise évolutive, d’autres taxanes peuvent étre utilisés (cabazitaxel) (12).

1.3. Histoire naturelle du cancer de la prostate

Dans le développement du CaP, on distingue schématiquement quatre phases évolutives :

* Le développement de 1€sions précancéreuses : la néoplasie intra-épithéliale prostatique

(PIN). La PIN de haut grade (PINHG) équivaut au stade de carcinome in situ.

* Le stade de tumeur infiltrante localisée correspond a une disparition de I’assise basale

¢épithéliale, avec une infiltration du microenvironnement prostatique. Cela se traduit
biologiquement par 1’augmentation du PSA.

* Le stade de tumeur localement avancée correspond au dépassement de la capsule et a

I’infiltration du tissu adipeux péri-prostatique (TAPP).

* Le stade métastatique avec une colonisation préférentielle des ganglions lymphatiques

et du tissu osseux.
Le CaP est extrémement hétérogeéne dans son potentiel évolutif. Certains d’entre eux vont
progresser lentement, ne nécessitant pas forcement de traitement immédiat, d’autres vont
avoir un potentiel d’agressivité plus marqué avec une progression métastatique rapide

(figure 2).
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Cancer localement avancé
(infiltration TAPP)
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Figure 2

Phase de progression et potentiel d’agressivité
(Indolent : courbe grise, agressif : courbe rouge)
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Dés la phase de cancer localement avancé, la tumeur se retrouve dans un
microenvironnement adipeux : tout d’abord au contact du TAPP, puis en cas de métastase

avec le TA des ganglions et de la moelle osseuse.

1.4. Tissu adipeux et cancer de la prostate

1.4.1. Fonctions du tissu adipeux

Chez I’homme, il existe deux types de TA. Le TA brun est présent en grande quantité chez
le nourrisson et joue un role clé dans la thermogenese. Le TA blanc constitue la principale
réserve d’énergie de I’organisme (stocke 1’énergie sous forme de triglycérides et la libére sous
forme d’AG). Il se retrouve principalement dans les territoires sous cutanés et viscéraux. Il est
constitu¢ d’adipocytes matures mais aussi de la fraction stromal-vasculaire incluant des
cellules souches pro-génitrices, des lymphocytes, des macrophages et des cellules
endothéliales. Le TA assure une fonction de stockage et une fonction de sécrétion. Les AG
stockés sous forme de triglycérides dans le TA reflétent la prise alimentaire passée (9). Les
AG libres issus de la lipolyse sont libérés dans la circulation. Le TA synthétise également
d’autres facteurs cette fois peptidiques, appelés adipokines, qui agissent soit a distance soit
localement de fagon autocrine ou paracrine. Ces facteurs interviennent dans le contrdle du
métabolisme lipidique, dans 1’angiogenése et 1’inflammation. Le TA viscéral est
métaboliquement plus actif que le TA sous cutané avec une sécrétion de facteurs de

croissance plus importante (20).

1.4.2. Role potentiel dans le développement et la progression du cancer

Depuis quelques années, certaines études suggerent un role essentiel du TA dans la
progression tumorale (21-23). Anatomiquement, la prostate est en contact étroit avec du tissu
adipeux. Il a été suggéré que les patients ayant une forte densit¢ de TAPP ont des cancers de
la prostate plus agressifs, mais les mécanismes liant le microenvironnement adipeux et le CaP
restent encore mal connus (24,25). Les études moléculaires réalisées sur le TAPP sont peu
nombreuses et trés récentes. Cependant, on a pu observer in vitro que les cellules
carcinomateuses de la prostate influencent 1’activité métabolique du TAPP et que le TAPP

modifie I’agressivité du CaP (26-28).
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Obésité :

Les hommes obeses sont plus susceptibles de développer des métastases ou de mourir de
CaP par rapport aux non obé¢ses et sont plus a risque de progression apreés prostatectomie

radicale (29).

Adipokines et facteurs de croissance :

Le microenvironnement tumoral interagit avec les cellules tumorales de mani¢re dynamique
par la production de nombreuses protéines regroupées sous le nom d’adipokines avec soit un
potentiel oncogénique comme la leptine, le VEGF (vascular endothelial growth factor), le
TNF-a (tumoral necrosis factor alpha), ’interleukin-6 (I1-6), soit un potentiel protecteur
comme I’adiponectine (24). La nature de la sécrétion des adipocytes varie en fonction de la

localisation (TA viscéral ou TA sous-cutané) et du statut pondéral.

L’IL-6 est une cytokine qui n’est pas exclusivement sécrétée par les adipocytes mais il a
été montré que dans la prostate, sa concentration est liée au taux d’adiposité. Elle intervient
dans de nombreux processus comme 1’apoptose, la prolifération et la différenciation
tumorale. Des ¢études in vitro ont montré que le TAPP mis en culture avec des cellules
tumorales de la prostate augmente sa sécrétion d’adipokines, en particulier 1’I1-6 (26). Un taux
¢levé d’11-6 crée un environnement favorable au développement des CaP agressifs (21). La
présence d’un taux plus élevé d’ll-6 peut induire la différenciation neuroendocrine, la
production intra-prostatique d’androgenes et l'activation du récepteur des androgenes (30,31).

La leptine est produite essentiellement par les adipocytes. Chez les patients obeses, le taux
sérique de leptine est significativement plus ¢élevé. Il a ét¢ montré qu’un taux ¢levé de leptine
¢tait associé¢ a la progression de nombreux cancers dont celui de la prostate. La leptine est
capable d’activer de nombreuses voies de signalisation responsables de la prolifération
tumorale (32).

Le TNF-a est un médiateur de I’inflammation sécrété entre autre par les adipocytes, qui
entraine une résistance a 1’apoptose et induit la TEM (transition épithélio-mésenchymateuse)
(33). Inversement, l'adiponectine semble avoir un effet protecteur. Elle module la voie de
I'AMPK (AMP-activated protein kinase), agissant comme un inhibiteur endogene direct de
I’inflammation, de 1'angiogenese et de la prolifération des tumeurs. On observe une réduction

de la production d’adiponectine par le TAPP au contact des cellules tumorales (34).
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Tissu adipeux et hormones :

Dans le TA, la testostérone est convertie en oestrogenes par I’aromatase. Les facteurs
augmentant 1’activité de I’aromatase sont 1’age, I’obésité, I’insuline et les gonadotropines
(29). Les oestrogenes ont été associés au développement et a la progression du cancer de la

prostate (35).

Facteurs lipidiques :

La communication entre les facteurs lipidiques libérés par les adipocytes et les cellules
tumorales a bien été évaluée dans le cancer de I’ovaire. Les métastases du cancer de I’ovaire
sont le plus souvent retrouvées dans 1’épiploon, constitu¢ de TA. En présence de cellules
cancéreuses, les adipocytes libérent significativement plus d’AG libres et de glycérol que des
adipocytes en culture seuls, suggérant que les cellules cancéreuses provoquent la lipolyse des
adipocytes qui agit comme pourvoyeur énergétique pour les cellules cancéreuses a leur
contact (23). Dans le cancer de la prostate, seules quelques études in vitro ont suggéré un role

de certains AG sur la croissance et la migration de lignées de cellules tumorales (36,37).

Au total, les études in vitro suggerent fortement une communication entre le TA et les
cellules tumorales, par voie endocrine ou paracrine, mais ces hypothéses n’ont jamais été

vérifiées in vivo chez ’homme.

1.5. La transition épithélio-mésenchymateuse

La progression tumorale est induite par des phénoménes d’invasion des tissus et de
migration cellulaire. Ces phénoménes sont associés a des modifications du phénotype
cellulaire sous la dépendance d’un mécanisme appelé transition épithélio-mésenchymateuse.
La TEM est un processus biologique réversible amenant une cellule a perdre ses

caractéristiques épithéliales pour acquérir un phénotype mésenchymateux (figure 3)(38).
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Figure 3

Induction de la transition épithélio-mésenchymateuse (d’apreés peinado et al)

1.5.1. Modifications cellulaires de la transition épithélio-mésenchymateuse et
genes cibles

Modification du cytosquelette :

La TEM est un processus dynamique caractérisé par la perte des jonctions intercellulaires,
une perte de la polarité cellulaire, une réorganisation du cytosquelette d’actine avec formation
de fibres de stress et la conversion des filaments intermédiaires d’un type épithélial
(cytokératine) a un type mésenchymateux (vimentine). Ces changements phénotypiques
permettent a la cellule d’augmenter ses capacités de migration et entrainent une résistance a

I’apoptose. La TEM est associée a une évolution tumorale plus agressive (39).
Adhérences intercellulaires et cellules-matrice extracellulaire (MEC) :

L’E-cadhérine est la protéine impliquée dans les jonctions cellules a cellules. C’est une
protéine transmembranaire activée par des liaisons Ca>". Elle se lie a I’E-cadhérine de la
cellule adjacente pour permettre 1’adhérence des cellules entre elles. Dans la cellule, elle
interagit via son domaine carboxy-terminal avec la B-caténine. Lors de la TEM, I’expression

du geéne de la E-cadhérine (Cdhl) est diminuée au profit de la N-cadhérine (40).
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Lyse de la MEC :

La progression et la migration des cellules tumorales nécessitent que les cellules se liberent
de la MEC en plus de perdre leur pouvoir d’adhésion entre elles. Les « matrix
métalloprotéases » (MMPs) sont des enzymes responsables de la protéolyse, ce sont des
facteurs de pro-invasion. Les MMPs sont sécrétées dans la MEC, en grande partie par les
cellules stromales et en moindre mesure par les cellules tumorales. Les MMPs clivent les
protéines de la MEC telles que la laminine ou le collagéne, limitant leur affinité pour
I’intégrine. Elles sont aussi capables de cliver la partie extracellulaire de la E-cadhérine
inhibant ainsi les interactions cellules a cellules (41). La dégradation du milieu extracellulaire
permet la libération de facteurs de croissance tels que TGF-f ou EGF favorisant la

progression tumorale (42).

Table 2

Geénes cibles de la transition épithélio-mésenchymateuse

Marqueurs réprimés Marqueurs surexprimés
E-cadhérine N-cadhérine
cytokératines vimentine
desmoplakine fibronectine
MMP2
MMP9

1.5.2. Contrdle de la transition épithélio-mésenchymateuse

Les phénoménes de TEM sont sous la dépendance de signaux extracellulaires provenant
principalement du microenvironnement tumoral. Parmi les facteurs connus pour induire la
TEM, on peut citer le TGF-f3.

Sous I’influence de ces signaux extracellulaires, différentes voies de signalisation peuvent
étre activées, dont la voie SMAD, RAS/MAPK, ou PI3K/mTOR. Ces signaux extracellulaires
sont également capables d’induire 1I’expression de certains microARN (miR) (38).

Ces voies de signalisation vont induire, au niveau du noyau, 1’expression de facteurs de
transcription, dont SNAIL, TWIST, SLUG, la plupart d’entre eux régulant le facteur de
transcription clé de la TEM, Zebl (43,44). Zebl est un facteur de transcription a doigt de zinc
qui en fonction du tissu peut agir comme un activateur ou comme un répresseur de la
transcription. L’expression de Zebl peut €tre aussi régulée par certains microARN dont

miR200 (45).
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1.5.3. Role des modifications épigénétiques dans la transition épithélio-
mésenchymateuse
La TEM est un phénomene réversible, ce qui implique une reprogrammation de

I’expression génique et une régulation épigénétique sans modification du génome.

Le terme épigénétique est traditionnellement utilisé pour définir les mécanismes modifiant
le phénotype cellulaire, sans modification de séquence du génome. Une définition plus
récente implique « tous les changements dans I’expression des geénes qui sont héritables au
cours de la mitose et/ou méiose et qui ne résultent pas de modification de la séquence
d’ADN » (46). Les différents types de modifications épigénétiques sont la méthylation de

I’ADN, les modifications des histones et les miR.

La régulation de I’expression des genes cibles de la TEM semble étre, du moins en partie,

sous la dépendance de modifications épigénétiques.

Des études récentes ont montré que la mise sous silence du geéne de la E-cadhérine est
complexe et orchestrée par les enzymes modifiant les histones en entrainant la répression du
promoteur de Cdhl (46). Des modifications €pigénétiques ont été associées aux différentes

phases de la TEM (figure 4).
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Figure 4

Modifications épigénétiques au cours des différentes étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse
(d’apreés Tam et al.)
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1.5.3.1.  Méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN s’effectue essentiellement sur les résidus cytosines (5-
méthylcytosine) aux niveaux des ilots CpG. Les ilots CpG sont fréquemment retrouvés au
niveau des promoteurs des genes. Dans les cancers, I’hyperméthylation des ilots CpG des
promoteurs de geénes suppresseurs de tumeur (GST) entraine une répression transcriptionnelle
de ces genes. Dans le CaP, I’hyperméthylation ciblée des GST est observée a un stade précoce
de la maladie (47,48). On observe également une perte de la méthylation des cytosines
conduisant a une hypométhylation globale des cellules cancéreuses. Cela a pour conséquence
une réexpression d’autres régions du génome (comme les séquences parasites et les genes
d’empreinte) et une augmentation de I’instabilité génétique. La désamination spontanée de la
cytosine méthylée suivie d’une absence de réparation est souvent a I’origine de cette
hypométhylation globale du génome de la cellule cancéreuse. Dans les cancers de la prostate,
I’hypométhylation globale est un phénomene plus tardif, rare dans les tumeurs primitives,

beaucoup plus fréquent dans les localisations métastatiques (48,49).

1.5.3.2.  Modification des histones

Méthylation des histones :

La méthylation des histones touche surtout les lysines 4, 9 et 27. En fonction de la lysine
méthylée, I’activité sera soit activatrice, soit répressive. La méthylation est beaucoup plus
stable dans le temps que 1’acétylation. La méthylation des lysines est catalysée par les
méthyltransférases qui peuvent ajouter jusqu’a trois groupements méthyl sur un résidu lysine.
La triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me") est catalysée par Enhancer of
zest homolog2 : EZH2 (polycomb lysine methyltransferase) conduisant a la répression de la
transcription (50). Certains facteurs de transcription de la TEM contiennent des domaines de
liaisons a I’ADN qui reconnaissent des séquences particulieres de nucléotides (E-Box) sur
certains génes promoteurs. Par exemple, dans les cancers pancréatiques, SNAIL est associé¢ au
promoteur de Cdhl et interagit avec EZH2 et SUZ12 pour catalyser la triméthylation de
H3K27 réduisant au silence la transcription du gene Cdhl. Un taux ¢levé d’EZH2 a été
retrouvé dans les cancers agressifs de la prostate et cela est corrélé a la perte de I’expression

de I’E-cadhérine (50).
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Acétylation des histones :

L’acétylation des histones est souvent associée a une activation de la transcription.
L’histone acétyltransférase (HAT) ajoute un groupement acétyl aux résidus lysines de
I’histone H3, alors que les histone-désacétylases (HDACs) catalysent leur suppression. Le
niveau global d’acétylation est maintenu par I’action antagoniste de ces deux enzymes. Les

facteurs de transcription de la TEM, Zeb et SNAIL, recrutent les HDACs (46).

1.5.3.3. microARN

Les miR sont de petits ARN simple brin de 18 a 25 nucléotides, non codants transcrits a
partir du génome dont I’expression est souvent dérégulée dans les cancers.

Les miR sont générés a partir de précurseurs dans le noyau des cellules et sont exportés
dans le cytoplasme ou ils rencontrent I’ARNmessager (ARNm). Ils se lient a ’ARNm et
permettent soit la dégradation soit le blocage de la traduction de celui-ci, afin de réguler
I’expression des protéines cibles. Dans les tumeurs, les miR sont dérégulés entrainant
I’inhibition de la synthése de GST ou I’activation des oncogenes, faisant basculer la cellule

dans le processus de carcinogénése (51).
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2. OBJECTIF

Au total, les études in vitro suggerent que les phénomenes de la TEM (et les marques
épigénétiques associées) ainsi que le microenvironnement adipeux pourraient &tre impliqués

dans la migration et I’agressivité du CaP.

Notre travail a pour objectif d’étudier, « in vivo » chez I’homme, I’évolution des
marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse et des marques épigénétiques
associées, dans les différentes phases du développement et de la progression du cancer

de la prostate, notamment lors du passage dans un microenvironnement adipeux.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. Patients et tissus

Nous avons ¢étudi¢ en immunohistochimie I’expression de marqueurs de la TEM sur le
tissu prostatique au cours des différentes phases de progression du CaP. Ces tissus sont issus

de prélévements fixés en formol et inclus en paraffine.

Trois groupes de patients ont été étudiés :

-Groupe Prostate Normale (n=54) : tissu prostatique normal non associ¢ au cancer,

obtenu a partir de cysto-prostatectomies totales effectuées pour un cancer de la vessie,

-Groupe PINHG (n=81) : obtenu a partir de pieces de prostatectomie radicale,

-Groupe adénocarcinome prostatique (n=59) : obtenu a partir de pieces de

prostatectomie radicale classées pT3 (c’est a dire envahissant le TAPP). A partir de ce
groupe, deux localisations tumorales sont analysées :
* Les foyers de carcinome intra prostatique,

* Les foyers de carcinome en dépassement capsulaire au contact du TAPP.

A D’aide de la base de données anatomopathologiques du logiciel DIAMIC (Infologic-
santé) et aprés consultation du dossier clinique des patients, nous avons recueilli les données
suivantes :

* [D’age du patient,

* le score de Gleason,

* le grade tumoral le plus représenté,
* le taux de PSA préopératoire,

* D’indice de masse corporel (IMC).

Dans un second temps, nous avons relu les lames afin de sélectionner les zones d’intéréts

qui ont €té incluses en tissue micro-arrays (TMA).
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Table 3

Caractéristiques clinico-pathologiques des patients étudiés

groupes Normal PIN CaPintra CaPextra
N=54 N=2_81 N=59 N=59
age médian (ans) 64 62 66
(extrémes) 48 —174) 46 -171) (48-78)
score de Gleason :
<6 3
=7 ) i 43
>8 13
PSA médian (ng/mL) 9
(extrémes) i i (2,56 —45)
IMC médian (kg/m?) 26,2
(extrémes) i ) (18 -34,5)

3.2. Tissue microarray

3.2.1. Technique

La technique du TMA permet d’analyser sur une seule lame un grand nombre
d’échantillon de tissus inclus en paraffine avec un méme marqueur. Le bloc de TMA se
construit a partir de blocs-donneurs, sur lesquels une zone d’intérét est sélectionnée puis
carottée en cylindre biopsique. Le cylindre sera ensuite inclus dans un bloc de paraffine
vierge « receveur ». Le bloc receveur contient ainsi une série de cylindres prélevés sur
différents patients, selon un plan précis. Pour se faire, nous avons utilis¢ un appareil dédié,
semi-automatique, le Tissue Arrayeur MTA Booster, Version 1.01, Alphélys. 11 est constitué
de deux aiguilles a biopsie, dont le positionnement est motorisé et controlé par informatique.
La premiere aiguille sert a forer le trou dans le bloc receveur et la seconde a placer le cylindre

biopsique de 1’¢échantillon sélectionné (figure 5).

Figure 5

Réalisation d’'un bloc de TMA

36




3.2.2. Construction des blocs de TMA

Les blocs de TMA ont été construits a partir des prélévements de tissus prostatiques
sélectionnés issus des différents groupes. Les zones d’intérét ont été repérées par lecture des
lames originelles, colorées en HES (hématoxyline-€osine-safran). Pour chaque cas, trois
prélévements des zones sélectionnées ont été réalisés sur les blocs donneurs et transférés vers
le bloc receveur. Cela permet de tenir compte de I’hétérogénéité tumorale et pallier
d’éventuels problémes techniques (ciblages difficiles des petits foyers, perte de matériel a la
coupe). Une fois terming, le bloc de TMA a été placé dans une étuve a 37°C pendant une nuit,
puis compressé a plat sous une charge de 3kg pendant une matinée. Des coupes sériées de 3
microns ont été effectuées a partir des blocs de TMA. Un controle morphologique par HES

est réalis¢ et les autres lames sont utilisées pour 1’étude immunohistochimique.

3.3. Marquages immunohistochimiques

Les techniques d’immunohistochimie permettent de mettre en évidence et de localiser un
antigene (Ag) dans les cellules grace a un anticorps (Ac) dirigé contre lui. Un Ac primaire est
mis en contact avec les tissus a analyser. Cet Ac est reconnu par un Ac secondaire, lui-méme
lié, directement ou indirectement, & une molécule de biotine. Le systeme de détection
compos¢ de streptavidine et de peroxydase est ensuite appliqué sur la lame. La streptavidine
est avide de la biotine, ce qui va permettre la liaison entre les Ac primaires et secondaires. La
DAB (diaminobenzidine), substrat chromogene de 1’enzyme peroxydase produit une réaction

colorée sur le site de I’Ag cible reconnu par 1’ Ac primaire (figure 6).

Peroxidase enzyme

3. Streptavidin- Streptavidin-peroxidase complex
P p P P 9 " ) & onidises DAs,
peroxidase [] Streptavidin-peroxidase N 7 s turning it into a
complex binds to ° complex L
biotin Biotin ° v brown pigment
L L b
(¢ G -D("' bt
This pigment precipitate:
2. Biotin-tagged secondary binds to out of solution as a
primary brown solid, located at

the site of our antigen.

1. Primary antibody binds to antigen

Antigen of interest A Antigen of interest A ‘

Tissue Tissue

Figure 6

Systeme de révélation par le complexe Streptavidine-peroxydase.
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Des coupes de 3 microns sont réalisées sur les blocs de TMA. Elles sont étalées sur lames
blanches (Superfrost plus) puis séchées dans une étuve a 56°C pendant 15 minutes. Les étapes
de déparaffinage, démasquage antigénique, dépot de I’anticorps sur lame, incubation a 37°,
rincage et révélation ont €té réalisées manuellement. Le kit utilisé était le kit de révélation

Dako REAL Detection System, Péroxidase/DAB~+ Rabbit/mouse.

3.3.1. Anticorps utilisés

Table 4

Liste des anticorps primaires testés

T C téristi

Anticorps Fournisseur Dilution . emps. ) aracteris fque

d’incubation immunologique

Vimentine Dako 1/50 32 mn Ac m0n001.0nal de
souris

E-Cadhérine Invitrogen 1/50 60 mn Ac de souris

Zebl Intachim 1/500 60 mn Acmonocional de
souris

H3K27ac Abcan 1/100 60 mn Ac polycional de
lapin

EZH2 Invitrogen 1/400 30 mn Ac de lapin
Ac polycional d

H3K27me® Biorbyt 1/100 60 mn ¢ poyetonal e
lapin

A ional d

5MC Activ motif 1/1000 60 mn ¢ monoionat €e
souris

SHMC Activ motif 1/2000 60 mn Ac polycional de
lapin

Ki67 Ventana 125 20 mn Acmonocional de
lapin

3.3.2. Interprétation

La lecture des immuno-marquages a ¢té réalisée par un lecteur expérimenté sur microscope
optique, en tenant compte du spot le plus marqué pour chaque tissu.

L’¢évaluation des marquages ¢tait selon 1’ Ac utilisé :
- quantitative pour Ki67, Zebl, H3K27ac, EHZ2, H3K27me’, SMC et SHMC (marquage
nucléaire attendu). Nous avons réalisé le compte du pourcentage de cellules marquées pour
les tissus prostatiques carcinomateux,

- qualitative ou semi-quantitative pour I’E-cadhérine (marquage membranaire attendu) et la

vimentine (marquage cytoplasmique attendu), et pour les autres marqueurs (EZH2,

H3K27me’, Zebl, H3K27ac, SMC et SHMC) dans les tissus normaux ou PINGH. Le test est
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noté positif ou négatif. Le marquage est considéré comme positif qu’il soit focal ou diffus,
quelle que soit son intensité.

En effet, devant les difficultés liées a I’expression du marquage immunohistochimique de
Zebl et EZH2 dans le groupe PINHG, nous avons identifié les tissus marqués comme positifs
(avec parfois un sous classement en fonction de I’intensit¢ du marquage : + marquage faible,
++ marquage fort) et les non marqués comme négatifs pour les groupes prostate normale et

PINHG.

3.4. Analyses statistiques

La comparaison des groupes avec des variables catégorielles a été réalisée par le test du
Chi* (groupes indépendants) et Fisher (groupes appariés). Les groupes avec variables
continues ont ¢té comparés par les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis et de Wilcoxon
(groupes appariés). L’association de variables quantitatives a ét¢ recherchée par le test de
corré¢lation de Spearman. Les calculs statistiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel Statview.

La différence était retenue comme significative pour une valeur de p < 0,05.
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4. RESULTATS

4.1. Expression des marqueurs aux premieres étapes de progression du cancer

Devant la difficulté a effectuer un compte précis du pourcentage de cellules marquées pour
Zebl et EZH2 dans les PINHG, les cas ont ét¢ identifiés comme marqués ou non marqueés.
Pour permettre la comparaison avec 1’expression des marqueurs dans les foyers cancéreux
intra-prostatique, nous avons également exprimé les résultats de celles-ci de maniere semi-

quantitative (qualitatives ordonnées).
Les résultats sont résumés dans le tableau 5 et figures 7, 8, 9.

On retrouve une augmentation significative de 1’expression de Zebl dans les cancers
invasifs par rapport aux PINHG et aux tissus normaux (ou I’expression de Zebl est
globalement négative) (p=0,0004). Le marqueur de 1’acétylation d’H3K27 est faiblement
exprimé dans tous les cas de tissus normaux, PINHG et foyers de CaP intra prostatique.
L’expression de EZH2 augmente de maniere significative dans les PINHG par rapport aux
glandes normales et dans les cancers invasifs par rapport aux PINHG (respectivement
p<0,0001 et p<0,0001). De méme, I’expression du marqueur de la tri-méthylation de 1’histone
H3K27 augmente de manicre significative dans les PINHG par rapport aux glandes
prostatiques normales et dans les cancers par rapport aux PINHG (respectivement p=0,014 et
p<0,0001). Les tissus des différents groupes (prostate normale, PINHG, cancer) expriment

tous la SMC et la SHMC.

Table 5

Expression des marqueurs au cours des différents stades évolutifs du cancer de la prostate

Normal PIN HG Intra p
Zebl —(n=53) —(m=35) —(n=38) PIN vs Intra p = 0,0004
+(n=23) +(n=0) +(n=12)
H3K27 ac —(n=0) —(n=0) —(n=0)
+(n=56) +(n=35) + (n=>54)

EZH2 —(m=31) —(n=2) —(n=0) NI vs PIN p < 0,0001
+(n=23) +(n=16) +(n=0) PIN vs Intra p < 0,0001
++ (n=2) ++ (n=17) ++ (n=154)

H3K27me3 —(n=28) -(n=7) —(n=0) Nl vs PIN p = 0,014
+(n=16) +(n=14) +(n=0) PIN vs Intra p < 0,0001
++ (n=12) ++ (n=14) ++ (n=51)

5MC —(n=0) —(n=0) —(n=0)
+(n=56) + (n=35) + (n=158)

SHMC -(n=0) —(n=0) —(n=0)
+(n=56) + (n=35) +(n=56)
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4.2. Expression des marqueurs dans les cellules tumorales en fonction de la
localisation intra-prostatique et extra-prostatique

Expression des marqueurs de la TEM (EZH2, H3K27me3, Zebl, H3K27ac, SMC, SHMC) et

de Ki67, marqueur de prolifération :

L’expression de Zebl et de Ki67 est significativement augmentée en localisation extra-
prostatique versus intra-prostatique (respectivement p=0,016 et p=0,01).

L’expression de la SMC et de H3K27ac diminue de facon significative quand les cellules
tumorales sont extra-prostatiques versus intra-prostatiques (respectivement p=0,01 et
p=0,001).

En ce qui concerne les autres marqueurs, leur expression n’est pas significativement
différente dans les cellules tumorales extra-prostatiques par rapport aux cellules tumorales

intra-prostatiques.

Les résultats sont reportés dans le tableau 6 et figures 7, 8,9 et 11.

Table 6

Expression des marqueurs en fonction de la localisation tumorale

marqueurs Intra-P : médiane Extra-P : médiane
(extrémes) (extrémes) P
EZH2 90% 90% 0.63
(40 - 100) (10 - 100)
ZEB1 0% 20% 0.016
(0-80) (0-100)
H3K27me3 100% 100% 0.180
(50 - 100) (50 - 100)
H3K27ac 100% 80% 0.001
(30 - 100) (0 - 100)
5MC 90% 90% 0.01
(60 - 100) (5 -100)
SHMC 100% 100% 0.21
(40 - 100) (0-100)
Ki67 2,45% 5,8% 0.01
(0-38) (1-26)

Expression des génes cibles de la TEM, la vimentine et I’E-cadhérine :

La vimentine et I’E-cadhérine sont exprimées de fagon focale ou diffuse. Il n’est pas

observé de fagon significative de perte d’expression de 1’E-cadhérine ni de gain d’expression
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de la vimentine en localisation extra-prostatique par rapport a la localisation intra-prostatique

(figure 10).

Les résultats sont résumés dans le tableau 7.

Table 7

Expression vimentine et E-cadhérine selon la localisation tumorale

marqueurs Intra-prostatique Extra-prostatique P
—(n=48) —(n=34) 0,44
vimentine (=9 +(n=10)
+ (n=58) + (n=47) 1
E-cadhérine _(n=0) _(n=0)

4.3. Corrélation des marqueurs entre eux

Les expressions de Zebl et de H3K27ac sont significativement corrélées (p=0,0013),

I’augmentation de 1’expression de Zeb1 étant associée a une perte de 1’acétylation d’H3K27.

Les expressions de EZH2 et de H3K27me® sont significativement corrélées (p=0,0002),

I’expression d’EZH2 étant associée a une augmentation de la méthylation d’H3K27.

4.4. Expression des marqueurs et caractéristiques anatomo-cliniques

Le score de Gleason :

Nous avons étudié la relation entre le score de Gleason et I’expression des marqueurs
immunohistochimiques EZH2, H3K27me’, H3K27ac, Zebl, SMC et SHMC.

Aucune association significative entre le score de Gleason et ’expression des différents
marqueurs n’a €té retrouvee.

Les résultats sont résumés dans le tableau 8 :
Table 8

Expression des marqueurs en fonction du score de Gleason

EZH2 intra | p H3Ii(nZtr73me3 p Zebl1 intra p H?)iI:iZac p SMC p SHMC p
+(m=3) | 042 |+1m=3) 0,47 | +(n=0) 0,50 | +(n=2) 0,56 [+ (n=3) | 091 | +(n=3) 0,12
—(n=0) —(n=0) —(n=3) —(n=0) —(n=0) —(n=0)

+ (n=38) +(n=41) +(n=9) +(n=38) +(n=42) + (n=40)
—(n=0) - (n=0) —(n=27) —(n=0) —(n=0) —(n=0)
+(Mm=13) +(m=11) +(n=3) +(n=13) +(n=13) +(n=13)
—(n=0) —(n=0) —(n=7) —(n=0) —(n=0) —(n=0)
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Le taux de PSA préopératoire :

Nous avons ¢tudi¢ la relation entre le taux de PSA et I’expression des marqueurs

immunohistochimiques EZH2, H3K27me’, H3K27ac, Zebl, SMC et SHMC.

Les résultats sont résumés dans le tableau 9 :

Table 9

Expression des marqueurs en fonction du PSA

EZH2 H3K27me’ ZEBI H3K27ac SMC SHMC

PSA(ngmL) | p=02 | p=025 | p=0,008 | p=043 | p=023 | p=053

Seule I’expression de Zebl est associée de maniere significative avec le taux de PSA

préopératoire sérique (p = 0,008).
L’indice de masse corporelle :

Nous avons ¢étudi¢ la relation entre I'IMC et [Dexpression des marqueurs
immunohistochimiques EZH2, H3K27me’, H3K27ac, Zebl, SMC et SHMC.

Aucune association significative entre I'IMC et I’expression des différents marqueurs n’a
¢été retrouvée.

Les résultats sont résumés dans le tableau 10 :

Table 10

Expression des marqueurs en fonction de P'IMC

EZH2 H3K27me’ ZEBI H3K27ac SMC SHMC

IMC (kgm2) | p=0,19 | p=067 | p=074 | p=0,73 p=08 | p=0,16
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4.5. Récapitulatif de I’évolution des marqueurs de la TEM au cours de la
progression de ’adénocarcinome de la prostate

Table 11

Récapitulatif de I’évolution des marqueurs au cours des différentes phases de progression du CaP

Extension extra-
Normal a PINHG PINHG a invasif
prostatique
Zebl - 1 i

H3K27ac - - !
EZH2 0 1
H3K27me3 1 1
)\% (@ - - !
SHMC - - -
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Figure 7

Marquages immunohistochimiques (x400) de Zeb1 et H3K23ac aux différentes étapes de développement du
CaP. L’expression de Zeb1 débute au stade de cancer intra-prostatique dans un nombre minoritaire de cas (12/50)
(la majorité des cas étant négatifs a ce stade). La marque H3K27ac est exprimée dans tous les cas de tissu
prostatique normal, PINHG et CaP intra-prostatique. Au stade de CaP extra-prostatique, ’expression de Zeb1
augmente, paralleclement 4 une diminution de ’expression de H3K27ac.
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H3K27me3

Figure 8

Marquages immunohistochimiques (x400) de EZH2 et H3K27me® aux différentes étapes de développement du
CaP. Les expressions d’EZH2 et H3K27me® apparaissent au stade PINHG. Les deux marqueurs sont fortement
exprimés aux phases ultérieures de progression.
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Figure 9

Marquages immunohistochimiques pour SMC aux différentes phases de progression du CaP (x400)
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Figure 10

Absence de modification de I’expression de I’E-cadhérine dans les cellules cancéreuses extra-prostatiques par
rapport aux intra-prostatiques (x400)

Figure 11

Augmentation de I’index de prolifération Ki67 dans les CaP extra-prostatiques par rapport aux Cap intra-
prostatiques (x400)
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5. DISCUSSION

La progression du cancer de la prostate est associée a des phénomenes de TEM in vitro
(52). La TEM est activée par la convergence de multiples signaux issus du
microenvironnement, qui induisent, entre autres, 1’activation du facteur de transcription clé
Zebl et 'implication de mécanismes €pigénétiques comme la méthylation de I’ADN et les

modifications d’histones (méthylation et I’acétylation) (46).

Lors de la progression du cancer et du passage de la tumeur au dela de la capsule (stade
pT3), les cellules tumorales sont en contact direct avec le TAPP. In vitro, le TAPP est
impliqué dans la progression des CaP (25-28,53).

Nous avons posé I’hypothése que les étapes de la progression du CaP in vivo et
notamment le passage au contact du microenvironnement adipeux (cancer extra-prostatique
stade pT3) étaient associés a des variations des marqueurs de la TEM et des marques

épigénétiques impliquées.

5.1.EZH2, Zebl et modifications d’histones associées

EZH2 est une méthyltranférase responsable de la triméthylation de la lysine 27 de
I’histone H3 (46,54,55). La méthylation de H3K27 entraine une configuration de la
chromatine la rendant peu accessible pour la transcription du gene. Elle est associée a un
mauvais pronostic dans les cancers du sein et de 1’ovaire (56). EZH2 a donc la capacité
d’inhiber la transcription du geéne cible. En 2002, Varambally et al. sont les premiers a
montrer que I’expression d’EZH2 était augmentée dans les métastases des CaP et dans les
cancers a mauvais pronostic (50).

Dans notre étude, I’expression de EZH?2 est significativement associée a une augmentation
de la tri-méthylation de I’histone H3K27, ce qui confirme les relations décrites dans la

littérature (50,57,58).

Zebl est un facteur de transcription impliqué dans la TEM, connu pour réprimer
I’expression de I’E-cadhérine et promouvoir la migration des cellules tumorales (59,60). Son
expression n’est pas connue dans les cancers de la prostate. Zebl recrute les histones

désacétylases (HDAC) (59,61,62). Le niveau d’acétylation des histones influence 1’activité de
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transcription. En effet I’acétylation décondense la chromatine et favorise son accessibilité et a
I’inverse la désacétylation est associée a une répression génique. Dans notre étude,
I’expression de Zebl est significativement inversement associée a 1’acétylation de H3K27.

Nos résultats sont en accord avec 1’effet répressif de Zeb1 sur I’acétylation des histones.

5.2. Evolution des marqueurs aux premieres étapes de la progression
tumorale

Dans notre étude, les premicres étapes de I’histoire naturelle du cancer de la prostate (de
normal a PINHG et de PINHG au cancer invasif) sont associées a une augmentation
significative de la triméthylation de H3K27 et de I’expression de I’enzyme EZH2. Nous
retrouvons que 1’expression de EZH2, minoritaire et faible dans le tissu prostatique normal,
augmente dans le PINHG. Cela suggere que I’expression de EZH2 est un phénomeéne précoce
au cours de I’histoire naturelle du CaP et apparait avant le stade de cancer invasif. La
méthyltranstérase EZH2 et le taux de méthylation de H3K27 augmentent encore de manicre
significative lors du passage au stade de cancer invasif ou la totalité des tumeurs montrent un
marquage d’intensité forte. Varambally et al. ont été les premiers a évaluer I’intensité de
I’expression de EZH2 en immunohistochimie, sur différents tissus prostatiques : prostate
normale, PINHG, carcinome prostatique localisé et métastase de CaP. Ils ont constaté une
augmentation significative de I’intensit¢é du marquage entre le tissu prostatique normal et le
cancer cliniquement localisé, mais n’ont pas décrit, contrairement a nous, d’augmentation
d’expression dans les PINHG par rapport aux tissus normaux (50). Ces résultats suggéraient
déja une association entre EZH?2 et les premieres étapes de la progression tumorale. Plusieurs
¢tudes ont montré qu’au stade de cancer localisé, une expression d’EZH2 est corrélée a un

pronostic défavorable (63,64).

L’expression de Zebl dans la prostate est encore peu étudiée, seules des données in
vitro sont disponibles a ce jour. Dans notre étude, ’expression du facteur de transcription
Zebl n’apparait qu’au stade de CaP invasif limité a la prostate et de fagon minoritaire (12 cas
sur 50). En parall¢le, I’histone H3K27 est toujours acétylée dans la prostate normale, au stade
de PINHG, et dans les cellules cancéreuses intra-prostatiques. L’expression du facteur de
transcription Zebl semble donc apparaitre a une phase plus tardive que l’expression de

I’enzyme EZH?2 au cours du processus tumoral.
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Les expressions de la SHMC et la SMC nous ont permis d’évaluer la méthylation globale
de ’ADN. Dans tous les cas de tissu prostatique normal, de PINHG et de cancer localisé en
intra-prostatique, les marqueurs sont fortement exprimés. Ceci est en accord avec 1’hypothése
que I’hypométhylation globale de I’ADN est un événement tardif dans la progression

tumorale et particuliérement dans les CaP (65).

5.3. Expression des marqueurs en fonction du contact avec le TAPP

Nous n’observons pas d’augmentation de [’expression de l’enzyme EZH2 ni de
I’H3K27me’ lors du dépassement capsulaire. D’autres études ont montré une expression plus
intense de EZH2 dans les cancers métastatiques par rapport aux cancers localisés (50,66).
Nous n’avons pas analysé de site métastatique dans notre étude et cette analyse est

actuellement en cours.

Il est maintenant établi que Zebl a un role essentiel de répresseur de 1’E-cadhérine dans
de nombreuses tumeurs. Zebl est encore peu étudi¢ dans les cancers de la prostate. Putzke et
al. ont travaillé sur des lignées cellulaires de CaP et retrouvent une association entre
I’expression de Zebl et la migration des cellules tumorales (67). Il n’existe pas d’étude
publiée a ce jour évaluant I’expression de Zebl dans les cancers prostatiques humains. Nos
résultats montrent que Zebl n’est pas exprimé avant le stade de cancer invasif et surtout que
cette expression augmente de manicre significativement importante lorsque la tumeur passe la
capsule prostatique et arrive au contact du TAPP, en association avec une perte d’acétylation
d’H3K27. Cette association entre 1I’expression de Zebl et le contact entre cellules tumorales et
TAPP ne préjuge pas d’une relation de cause a effet. La localisation extra-prostatique de la
cellule (et donc le contact avec le TA) pouvant étre la conséquence d’une TEM induite par
Zebl. A I’'inverse, il est également possible que ce soit, du moins en partie, le contact avec le
TAPP qui induise I’expression de Zebl, sous [I’influence de divers facteurs du
microenvironnement adipeux, facteurs solubles ou AG. Cette relation causale entre
composants du microenvironnement adipeux et TEM ne pourra étre précisée que par des

études in vitro.
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L hypométhylation globale de I’ADN conduit a une instabilité génomique nécessaire a
la progression tumorale. Indépendamment du type de cancer, les tumeurs présentent a la fois
une hyperméthylation des ilots CpG responsable de la répression de certains GST, et une
hypométhylation globale de I’ADN responsable d’une instabilit¢ génique. Le modele
dominant de dysrégulation épigénétique dans la carcinogenése suggere qu’en général
I’hypométhylation globale est un événement précoce dans les cancers humains apparaissant
dans les Iésions pré-malignes ou méme dans le vieillissement des tissus normaux (68). Il est
toutefois admis que la prostate n’adhére pas a ce modele général. L hypométhylation globale
de ’ADN se produit apres I’hyperméthylation des ilots CpG (65). Cho et al ont constaté une
augmentation de 1’hypométhylation globale dans les métastases par rapport aux tissus
prostatiques normaux et aux tumeurs cliniquement localisées. Ils ont également constaté que
I’hyperméthylation des ilots CpG et I’hypométhylation globale de ’ADN sont étroitement
liées méme si ce lien est encore mal connu (48).

Les résultats de notre travail corroborent I’hypothése que 1’hypométhylation globale de
I’ADN soit un événement tardif dans la progression du CaP. Nos résultats suggerent que
I’hypométhylation apparait lors du passage au contact du TAPP. Le contact avec le
microenvironnement adipeux pourrait donc constituer une étape clé dans les phénomenes

d’hypométhylation.

Nous avons également observé une augmentation significative de I'index de
prolifération Ki67 dans les zones tumorales de localisation extra-prostatique. Cela suggere
que le microenvironnement adipeux puisse avoir un effet non seulement sur la TEM et la
migration, mais ¢également sur la prolifération des cellules tumorales, peut-étre sous

I’influence d’adipokines dont le role prolifératif a ét¢ démontré (69,70).

Ayant observé une augmentation de I’expression de Zebl en extra-prostatique, nous
nous attendions a observer une diminution paralléle de 1’expression de 1’E-cadhérine, géne
cible principal de la TEM. Or, nous n’avons pas retrouvé de diminution de I’expression de
I’E-cadhérine, ni d’augmentation de I’expression de la vimentine lors du passage des cellules
tumorales dans le milieu extra-prostatique. Putske et al ont montré que Zebl induit la
répression de 1’E-cadhérine dans les lignées de cancer prostatique mais pas dans les études in
vivo sur xénogreffes (39).

Nos résultats suggerent qu’in vivo, chez I’homme, I’association Zebl et répression de

I’E-cadhérine n’est pas si évidente. Nous pouvons avancer plusieurs hypothéses pour
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expliquer ce phénoméne. Certains facteurs pourraient inactiver Zebl, in vivo, comme un
défaut de phosphorylation post transcriptionnelle de la protéine. La TEM étant un phénomene
transitoire et réversible, il est possible que les cellules se maintiennent dans un état
intermédiaire (TEM partielle) ou I’expression de génes induisant un phénotype épithélial soit
concomitante avec l’expression de géne induisant un phénotype mésenchymateux. Ces
hypothéses nécessitent de nouvelles études de I’expression d’autres geénes cibles de la TEM
comme la N-cadhérine ou la -caténine.

De plus, I’'immunohistochimie est peut-€étre une technique manquant de sensibilité pour

détecter des variations trés minimes d’expression des marqueurs.

Nous observons donc une expression différentielle de Zebl, Ki67 et de la méthylation de
I’ADN en localisation extra-prostatique (par rapport a la localisation intra-prostatique) mais
ces résultats sont variables selon les patients. La composition du tissu adipeux variant d’un
patient a 1’autre, il est possible que les différences inter-individuelles de composition du
TAPP puissent intervenir dans la régulation de I’expression de ces marqueurs. Des études
complémentaires in vitro seraient nécessaires pour ¢évaluer I’action que pourraient avoir les

composants individuels du TAPP (composants lipidiques, fractions solubles).

5.4. Caractéristiques anatomo-cliniques et marqueurs de la transition
épithélio-mésenchymateuse

Les CaP sont pour la plupart des cancers de bon pronostic. Des disparités importantes
existent cependant quand a 1’agressivité et la survie des patients. Les parametres utilisés pour
évaluer le risque de progression sont le PSA, le score de Gleason et le stade TNM. De plus,
I’obésité a été associée a des CaP plus agressif et a un risque plus élevé de progression apres
traitement (29). Nous ne retrouvons aucune corrélation entre 1’expression des marqueurs
EZH2, H3K27me’, H3K27ac, SMC, SHMC et les facteurs anatomo-cliniques (score de
Gleason, PSA et IMC). Nous avons cependant étudi¢ un nombre de patients relativement
faible, et ces corrélations devront étre réitérées sur une cohorte plus importante.

Nous avons retrouvé par contre une corrélation entre I’expression de Zebl et le taux de
PSA. Cette corrélation tend a conforter 1’idée que Zebl est associé a la progression et
I’agressivité des CaP. Des études complémentaires sont maintenant nécessaires pour évaluer

I’impact pronostique de ce marqueur.
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6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre ¢étude a permis de mieux caractériser les variations des marqueurs de la TEM et les
modifications épigénétiques associées au cours du développement et de la progression du
cancer de la prostate. Nous avons confirmé que I’expression d’EZH2, enzyme histone
méthyltransférase, est un événement précoce dans I’histoire naturelle du Cap.

L’expression de Zebl, facteur de transcription clé de la TEM est un événement plus tardif
apparaissant au stade de cancer invasif avec une augmentation importante lors du passage de
la tumeur au contact du TAPP. De nouvelles études sont nécessaires pour identifier les
fonctions des composants du tissu adipeux dans le phénoméne de TEM et permettre une
meilleure compréhension des mécanismes de progression tumorale.

Les modifications épigénétiques sont des phénomenes réversibles, ce qui en fait des cibles
thérapeutiques potentielles. Des thérapies épigénétiques pourraient avoir un avenir prometteur

et certaines sont testées cliniquement comme les inhibiteurs des histones désacétylases (51).
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