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RESUME

Introduction : Les carcinomes neuro-endocrines (CNE) a petites cellules de la prostate sont
des tumeurs rares et agressives représentant moins de 5 % des cancers prostatiques. Le cas
de figure le plus fréquent est I'’émergence d’'un phénotype neuro-endocrine aprés
déprivation hormonale dans les cancers résistants a la castration via un mécanisme appelé
transdifférenciation neuro-endocrine, qui peut étre totale ou partielle. L'objectif de cette
étude multicentrique est d’analyser dans les CNE prostatiques, I'expression conjointe de
marqueurs neuro-endocrines, de génes de la signalisation androgénique et de marqueurs
d’agressivité tumorale.

Matériels et méthodes : Nous avons étudié en immunohistochimie sur tissue microarray
I’expression de marqueurs neuro-endocrines (chromogranine A, synaptophysine, TTF-1), de
genes de la signalisation androgenique (récepteur aux androgenes (RA), NKX3.1, PSA, AR-V7,
ERG) et de marqueurs d’agressivité (SPINK1, PTEN, Zebl et Ki67). L'expression de ces
marqueurs a été analysée dans 15 cas de CNE incluant 6 formes pures et 9 formes mixtes, 2
cas de novo et 13 secondaires a une déprivation androgénique. L’expression des marqueurs
a été comparée a celle de 48 cas de carcinome prostatique résistant a la castration (CRPC)
sans différenciation NE. Concernant les formes mixtes, I'immunophénotype du contingent
neuro-endocrine a été comparé a celui du contingent adénocarcinomateux. Les tissus
tumoraux proviennent de prélevements de différents types. Les caractéristiques cliniques
incluant la durée de survie ont été recueillies.

Résultats : Les CNE expriment, dans la totalité des cas, la chromogranine A et plus de la
moitié expriment le RA et NKX3.1. La durée de survie est plus importante pour les patients
dont la tumeur présente une persistance d’expression du RA. Dans les formes mixtes, ERG
est exprimé de fagon similaire dans les deux composantes, avec néanmoins une expression
plus élevée de Zebl et Ki67 dans la composante neuro-endocrine. Les CRPC sans
composante NE ont une prolifération plus élevée que ceux associés a une composante NE.

Conclusion : Ces résultats montrent que la transdifférenciation NE reste incompléte dans la
moitié des cas et suggerent une filiation entre les cellules tumorales NE et les cellules
tumorales acinaires. De nouvelles études sont nécessaires pour caractériser les mécanismes
moléculaires de la transdifférenciation neuro-endocrine.

Mots-clés : Cancer, prostate, transdifférenciation neuro-endocrine, Chromogranine A,
récepteur aux androgeénes, NKX3.1, ERG, SPINK1, Zeb1
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ABSTRACT

Introduction : Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (SCPC) is a rare and
aggressive disease that represents less than 5% of all prostate cancers. The most common
case is the emergence of a neuroendocrine phenotype after hormonal deprivation in
castration resistant cancers, following a process of neuroendocrine transdifferentiation. This
multi-institutional study aims to characterize, in SCPC, the expression of neuro-endocrine,
prostate specific and aggressiveness markers.

Materials and methods : Immunochemistery on tissue microarray (TMA) was used to
analyze the expression of neuroendocrine (chromogranin A, synaptophysin, TTF-1), prostate
specific (androgen receptor (AR), NKX3.1, PSA, AR-V7, ERG) and aggressiveness markers
(SPINK1, PTEN, Zeb1, Ki67). The TMA was constructed with samples from 15 SCPC, including
6 pure neuroendocrine tumors and 9 cases admixed with an adenocarcinoma component.
Thirteen cases on 15 were secondary to androgen deprivation, and their immunophenotype
was compared with 48 cases of castration resistant prostate cancer (CRPC) without
neuroendocrine differentiation. In the cases with admixed adenocarcinoma, the
immunophenotype of both components was compared. For each patient, biological and
clinical characteristics, including overall survival, were collected.

Results : Chromogranin A expression was found in all SCPC, and AR (together with NKX3.1)
staining was observed in more than 50% of cases. Overall survival was increased in cases
with persistant AR expression. In cases with admixed adenocarcinoma, ERG expression was
identical in both components, whereas Zebl and Ki67 stainings were increased in the
neuroendocrine component. The proliferation rate was higher in the cases of CRPC without
neuroendocrine differentiation, compared to those with a neuroendocrine component.

Conclusion : This results show that the neuroendocrine transdifferentiation process is
incomplete in half of cases, and suggest a filiation between neuroendocrine and acinar
cancer cells. Further studies are necessary to better characterize molecular mechanisms
leading to neuroendocrine transdifferentiation.

Key words : Cancer, prostate, neuroendocrine transdifferentiation, Chromogranin A, NKX3-
1, ERG, SPINK1, Zeb1
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I INTRODUCTION

A. LA PROSTATE

1. EMBRYOLOGIE
Sous la dépendance des androgénes, |'épithélium prostatique se développe a partir
d'évaginations endoblastiques de la face postérieure de l'urétre prostatique lors de la
douzieme semaine. Le stroma et le muscle lisse se développe a partir du mésoblaste
environnant. La glande devient active a partir de la quinzieme semaine et englobe a ce
stade, l'urétre, l'utricule prostatique et les canaux éjaculateurs.

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. Elle est de consistance ferme.

La prostate est située sous la vessie, en avant de I'ampoule rectale et en arrieére du pubis.
La base, située au pole supérieur, est convexe. Elle répond au col vésical en avant.
La face antérieure est légerement convexe, située en arriere de la symphyse pubienne.

La face postérieure, plane, est inclinée de haut en bas et d'avant en arriére. Elle est accolée
au rectum par l'intermédiaire du septum recto-vésical de Denonvillier (compris entre le cul
de sac de Douglas et le centre tendineux du périnée).

Les faces latérales, bordées par les bandelettes neuro-vasculaires (BNV, riches en vaisseaux
et nerfs sympathiques et parasympathiques impliqués dans I'érection) sont au contact des
muscles élévateurs du rectum.

L'apex discretement pointu, se trouve au pole inférieur, en contact étroit avec le sphincter
de l'urétre et le diaphragme urogénital.

Vessie Uretére

Ampoule déférentielle

Canal déférent

Prostate

Vésicule séminale

landes bulbo-urétrales
(Cowpen

Branche ischiopubienne

FIGURE 1- RAPPORTS ANATOMIQUES PROSTATIQUES-VUE POSTERIEURE-D'APRES NETTER
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La prostate entoure le col de la vessie et l'urétre proximal (dit prostatique) qui devient
['uretre membraneux a l'apex. Sur la face postérieure de l'urétre prostatique, a la jonction
entre le tiers moyen et le tiers distal, les canaux éjaculateurs viennent s'insérer au niveau du

veru montanum.
En 1981, McNeal établit le modéle des quatre zones constituant la prostate * :
* la zone centrale autour des canaux éjaculateurs

* la zone de transition composée de deux lobes situés latéralement par rapport a la
partie proximale de l'uretre prostatique.

* la zone périphérique a la partie postérieure de la prostate constitue I'ensemble de

I'apex.

* la zone fibro-musculaire antérieure, dépourvue de glande, est en continuité avec les
fibres du col vésical et du sphincter strié de 'uréetre.

FIGURE 2-HISTOLOGIE D'UNE COUPE SAGITTALE DE PROSTATE. ZT = ZONE DE TRANSITION, ZP = ZONE PERIPHERIQUE, VM = VERU
MONTANUM, BNV = BANDELETTE NEURO-VASCULAIRE

3. FONCTION
La prostate a pour role de stocker et sécréter le liquide séminal. Grace a ses caractéristiques
contractiles, elle participe a I'expulsion du sperme lors de I'éjaculation.

Les androgenes, principalement la testostérone, sont impliqués dans sa croissance et dans
son développement. Ainsi la castration de I'homme adulte conduit a |'atrophie de la

prostate.
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Les androgénes régulent également le fonctionnement de la prostate. Sous leur influence,
les cellules prostatiques sécretent un antigene prostatique spécifique (PSA) qui permet de
liquéfier le fluide gélatineux lors de |'éjaculation. Cet antigeéne est produit en grande quantité
par les cellules carcinomateuses et donc le taux sanguin de PSA est utilisé pour le dépistage
et le suivi des cancers prostatiques.

Le testicule, grace aux cellules de Leydig, sécrete la testostérone sous le contréle de la LH
hypophysaire (hormone lutéinisante). Au sein des cellules prostatiques, la testostérone est
métabolisée en di-hydrotestostérone par une enzyme, la 5-alpha-réductase. La di-
hydrotestostérone est I'androgene intra-cellulaire le plus actif dans la prostate.

Les cellules neuro-endocrines sont également impliquées de maniere physiologique dans le
développement de la glande prostatique et le contrdle de la sécrétion via des mécanismes
autocrines et paracrinesz. Elles sécrétent de nombreux neuropeptides (comme la
bombésine, la calcitonine, la PTH, la sérotonine et I'adrénomédulline) et des facteurs de
croissance (dont le VEGF) afin de maintenir ’'homéostasie >.

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
réalisant la capsule. Les glandes déversent leur matériel de sécrétion dans ['uréetre
prostatique par l'intermédiaire de canaux.

L'épithélium glandulaire est composé de deux couches de cellules :

* 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 I'examen
immunohistochimique. C’'est au sein de la couche basale que I'on retrouve des
cellules souches (extrémement minoritaires), parmi les cellules basales et
intermédiaires. La quasi-totalité des cellules de la couche basale n'expriment pas le
récepteur aux androgénes (RA) et donc ne sécrétent 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 lumiere des glandes en
masses amorphes : les corps amylacés.

* Les cellules neuro-endocrines, peu nombreuses, sont dispersées entre la couche
basale et la couche luminale de la glande. Elles sont difficilement observables en
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coloration standard HES (Hématoxyline-Eosinophile-Safran) sauf lorsqu'elles se
différencient en cellules de Paneth riches en granulations éosinophiles
cytoplasmiques. C'est l'immunohistochimie qui permet de les individualiser. La
positivité de la chromogranine A, de la synaptophysine et de CD56 est spécifique de
la cellule neuro-endocrine. Par contre, elles n'expriment pas le RA. Le nombre de
cellules neuro-endocrines varie en fonction de I'ethnie. Elles sont présentent en
faible quantité chez les afro-américains, une population plus a risque de développer
des cancers prostatiques *.

Le stroma est composé essentiellement de fibroblastes et de cellules musculaires lisses et
est parcouru par un réseau nerveux et vasculaire.

B. L’ADENOCARCINOME PROSTATIQUE

Le cancer de prostate est le cancer masculin le plus fréquent en France. Son incidence est de
plus de 53 000 nouveaux cas estimés en 2012 (source INCa 2015). L'incidence est tres faible
avant 50 ans et augmente progressivement avec I'age. L'age moyen du diagnostic est de 70
ans. Il s'agit de la troisieme cause de déces par cancer avec une tendance a la diminution et
une survie a 5 ans de 80%.

Le cancer de prostate est asymptomatique. Il est suspecté devant une élévation du taux de
PSA. C’est pourquoi I’Association Francaise d’Urologie recommande un dépistage tous les
deux ans par toucher rectal (TR) couplé au dosage du PSA total chez tous les hommes de 50
3 75 ans dés lors que 'espérance de vie est supérieure 3 10 ans”. Le TR est recommandé
préalablement a la prescription du dosage de PSA total®. Un TR suspect est une indication de
biopsies prostatiques, quelle que soit la valeur du PSA°. Le dosage sanguin du PSA est
actuellement le test de référence. Le seuil de normalité varie en fonction du test utilisé. La
norme la plus communément admise par les laboratoires est de moins de 4 ng/ml.
L’élévation du taux de PSA n’est pas spécifique du cancer et est possible en cas d’infection
prostatique notamment. Le dosage du PSA libre n’a que d’exceptionnelles indications. Il
permet d’affiner I'indication de biopsies dans des cas spécifiques appréciés par l'urologue. La
cinétique du PSA est utile au suivi des patients aprés traitement °.

Ce sont les biopsies prostatiques qui permettent d’établir un diagnostic de certitude. Elles
permettent également de préciser les éléments histopronostiques utiles a la prise en charge
du patient (localisation tumorale, pourcentage de cancer sur chaque biopsie, groupe
pronostique, présence d’une extension extra-prostatique). Les biopsies sont réalisées par
voie transrectale, guidées par une échographie endorectale. Dix a douze biopsies sont en
régle réalisées permettant une cartographie précise de la glande prostatique.
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Les cancers de prostate sont, dans 90 % des cas, des adénocarcinomes acinaires développés
a partir des cellules luminales sécrétoires. Les adénocarcinomes prostatiques font preuve
d’un grand polymorphisme architectural et cytologique de la forme bien différenciée
ressemblant a une glande normale a la forme trés peu différenciée. On utilise alors le score
de Gleason pour déterminer le degré de différenciation. Le systéme de grading défini par
Gleason comporte cinq grades architecturaux allant de 1 a 5.
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FIGURE 3-SCORE DE GLEASON — SCHEMA ORGINAL (A GAUCHE) ET MODIFIE SELON L'ISUP 2014 (A DROITE)

On réalise ensuite la somme de deux grades (le plus agressif et le plus représenté) afin

d'obtenir un score allant de 2 a 10. Les grades 1 et 2 ne sont actuellement plus utilisés, et

une nouvelle classification a été proposée par I'ISUP en 2014 avec les groupes pronostiques
. 7

suivants’:

TABLEAU 1-CLASSIFICATION PROPOSEE PAR L'ISUP 2014

Groupe 1 Score de Gleason 6 (3+3)

Groupe 2 Score de Gleason 7 (3 majoritaire)
Groupe 3 Score de Gleason 7 (4 majoritaire)
Groupe 4 Score de Gleason 8 (4+4, 3+5 ou 5+3)
Groupe 5 Score de Gleason 9 ou 10 (445, 5+4 ou 5+5)
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En cas de cancer cliniquement localisé, en fonction du risque défini par la classification de
d’Amico (incluant le taux de PSA, le score ISUP et le stade clinique) et de I'espérance de vie
du patient, les options thérapeutiques sont : la surveillance simple, la surveillance active, la
prostatectomie radicale, la curiethérapie et la radiothérapie externe (associée a une
hormonothérapie courte en cas de haut risque).

En cas de cancer métastatique, I'hormonothérapie de premiere génération est
recommandée. |l ne s’agit pas d’un traitement a visée curative. L'objectif du traitement
hormonal de premiéere génération est d’inhiber la production de testostérone en utilisant
des agonistes ou antagonistes de la LH-RH. Parfois des anti-androgénes sont utilisés en
complément avec une action directe sur le RA.

Malgré une efficacité initiale, les tumeurs récidivent dans un délai variant de quelques mois
a plusieurs années et le cancer est dit alors résistant a la castration (CPRC). Le diagnostic
repose sur une augmentation du PSA sur trois dosages successifs a au moins deux semaines
d'intervalle avec une testostéronémie inférieure a 0,50 ng/mL. Plusieurs mécanismes sont
responsables de cette résistance. Certains sont dépendants du récepteur aux androgenes
(comme I'amplification ou la phosphorylation du récepteur) et d’autres sont indépendants
comme la dédifférenciation en cellules souches ou la transdifférenciation neuro-endocrine 2.

Les options thérapeutiques actuelles pour les CPRC sont soit [utilisation
d’hormonothérapies de seconde génération, par inhibition de synthése des androgénes
(Acétate d'abiratérone) ou par blocage de l'activation du RA (Enzalutamide), soit un
traitement par chimiothérapie type taxanes (Docétaxel) °.

C. LE CANCER PROSTATIQUE NEURO-ENDOCRINE A PETITES CELLULES

Il a été décrit pour la premiéere fois par Wenk et al en 1977 S,

1. EPIDEMIOLOGIE
Le carcinome neuro-endocrine (CNE) représente 0,1 a 10 % des cancers de prostate, qu’il
soit de forme pure ou mixte (c’est-a-dire associé a un contingent adénocarcinomateux). La
forme mixte est la forme la plus fréquente (environ 50 3 65 % des cas) *°.

Les carcinomes prostatiques neuro-endocrines d’emblée, c’est-a-dire avant toute
manipulation hormonale, sont particulierement rares et ne représentent que 1 % des
cancers de la prostate ™. Il n’existe donc que trés peu de données dans la littérature qui ne
concernent que des séries de petite taille. L'utilisation d’une base de données SEER
(Surveillance, epidemiology and End results) représentant un échantillonnage de 26 % de la
population américaine, a permis de mettre en évidence 309 cas de CNE de novo sur
510 913 cancers prostatiques soit une incidence de 1 / 1 million d’habitants /an 12
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C’est '’émergence d’un phénotype neuro-endocrine aprés manipulation hormonale dans un
contexte de cancer résistant a la castration (CRPC) qui est le plus fréquemment observé. Une
série d’autopsies a montré une différenciation neuro-endocrine chez 10 a 20 % des patients
décédés d’'un CRPC 3. Ce chiffre tend probablement a augmenter devant I'apparition de
nouvelles molécules agissant sur I'axe des androgenes pouvant entrainer le phénomeéne de
transdifférenciation neuro-endocrine. En effet, une étude récente estime que 25 % des
patients traités par Acétate d'abiratérone ou Enzalutamide vont développer un CRPC de
sous-type neuro-endocrine ™. Uintervalle de temps rapporté entre le diagnostic initial
d'adénocarcinome et celui de CRPC NE a petites cellules est en moyenne de 25 mois *>.

2. FACTEURS DE RISQUE
Il nexiste pas assez de cas de CNE de novo de prostate, c’est-a-dire sans manipulation
hormonale préalable, pour individualiser des facteurs de risque 2.

Concernant les CNE prostatiques post-hormonothérapie, leur nombre augmente
proportionnellement a la durée d’exposition a la castration et aux nouvelles

hormonothérapies %47,

3. PRONOSTIC
La médiane de survie de 191 patients de 1973 a 2004 selon les données de la SEER est de 19
mois.

4, DIAGNOSTIC

Concernant les CNE de novo, lorsqu’ils sont de forme mixte, tous comme les
adénocarcinomes de prostate au stade précoce, sont asymptomatiques et suspectés le plus
souvent sur une élévation du taux sériqgue de PSA. Dans les cas tres rares de CNE pur de
novo, la palpation d’un nodule tumoral de grande taille dans un contexte de taux de PSA
faible pourrait faire évoquer un CNE. En raison de la rareté de ces CNE, les marqueurs neuro-
endocrines circulants ne sont pas réalisés en pratique courante. Cependant, selon la base de
donnée SEER, ces CNE de novo, purs ou mixtes, sont dans 64% des cas métastatiques au
moment du diagnostic.

La situation clinique la plus fréquente reste celle d’un patient suivi et traité par
hormonothérapie et qui développe secondairement un CNE. Le diagnostic doit étre évoqué
devant un volume tumoral important, une résistance au traitement hormonal aprés un
intervalle court, une progression tumorale rapide avec développement de métastases
viscérales (qui sont exceptionnelles en cas d’adénocarcinomes acinaires) ou de lésions
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osseuses lytiques, un taux de PSA faible et la présence de marqueurs neuro-endocrines
circulants.

Il n"existe pas de traduction clinique spécifique de la sécrétion de ces CNE. Des syndromes
endocriniens ont été décrits voire d'exceptionnels syndromes paranéoplasiques avec
production anormale de I'hormone anti-diurétique, de I'hormone adréno-corticotrope
ectopique et hypercalcémie.

5. HISTOPATHOLOGIE
Toutes les tumeurs neuro-endocrines de la prostate ne sont pas des cancers neuro-
endocrines a petites cellules. En effet, la différenciation neuro-endocrine des cancers de
prostate recouvre des entités diverses correspondant a des situations cliniques variées,
faisant I'objet d’une classification remise a jour en 2014 et incluse dans 'OMS des tumeurs
prostatiques en 2016 1

CARCINOME NEURO-ENDOCRINE A PETITES CELLULES

Le CNE prostatigue ne présente pas de particularités morphologiques et
immunohistochimiques propres et se base sur les mémes critéres que pour le CNE a petites
cellules du poumon proposés par I’'OMS en 1999.

On observe une prolifération de petites cellules au cytoplasme peu abondant et au noyau a
la chromatine fine dite "poussiéreuse" sans gros nucléole proéminent. Les mitoses sont
nombreuses et les foyers de nécrose tumorale sont fréquents. Des variantes avec un petit
nucléole, des cellules géantes ou une organisation en file indienne peuvent également étre
observées .

Ces cellules expriment au moins un marqueur neuro-endocrine (chromogranine A,
synaptophysine ou CD56) dans 90 % des cas >*2.

Le PSA et les autres marqueurs prostatiques peuvent étre positifs dans 17 a 25 % des cas
15,18

Une expression de TTF-1 pouvant étre retrouvée dans 50 % des CNE a petites cellules
prostatiques, ce marqueur ne permet pas de faire la distinction entre CNE d’origine

prostatique ou métastase de CNE pulmonaire >,

CARCINOME NEURO-ENDOCRINE A GRANDES CELLULES

Il s’agit d’'une tumeur agressive extrémement rare, particulierement dans sa forme pure. La
plus grosse série publiée porte sur 7 cas dont un seul est une forme pure et apparemment
de novo, les six autres correspondant a I'évolution d’'un adénocarcinome traité par
hormonothérapie **. Histologiquement, on observe des plages et des travées, avec un
aspect palissadique en périphérie, des cellules au cytoplasme amphophile, a la chromatine
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granuleuse et au nucléole proéminent. L'activité mitotique est élevée et des foyers de
nécrose tumorale sont présents. Cette tumeur exprime la chromogranine A, Ila
synaptophysine et CD56 et une positivité du PSA peut étre également observée. L'index de
prolifération Ki67 est supérieur a 50 %. Ce contingent peut étre associé a un CNE a petites
cellules ou un adénocarcinome *%. A noter qu’au niveau de la prostate, les cellules neuro-
endocrines tumorales ont fréquemment une morphologie intermédiaire entre les petites et
les grandes cellules.
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FIGURE 4- CYTOLOGIE D'UN CNE A GRANDES CELLULES (D'APRES EPSTEIN, ,AM J SURG PATHOL 2014-2014)

CARCINOME DE TYPE MIXTE ASSOCIANT ADENOCARCINOME/CARCINOME NEURO-ENDOCRINE

C’est une tumeur biphasique agressive avec deux contingents bien distincts. Le premier
correspond a un adénocarcinome acinaire classique, plus rarement ductal et le second est
neuro-endocrine, a petites cellules le plus souvent, parfois a grandes cellules. Le plus
fréequemment, la transition entre les deux contingents est nette, parfois ils peuvent se
chevaucher sans distinction évidente entre les deux. La difficulté est alors de différencier le
contingent NE d’un contingent adénocarcinomateux de grade 5. Sur un compte-rendu, le
score de Gleason sera calculé sur la composante adénocarcinomateuse sans prendre en
compte le contingent NE et le pourcentage des deux contingents devra étre apprécié.

ADENOCARCINOME PROSTATIQUE TYPIQUE AVEC CONTINGENT NEURO-ENDOCRINE

Il s’agit d’un adénocarcinome acinaire ou ductal dont la morphologie est typique. Seule
I'immunohistochimie permet de mettre en évidence une différenciation neuro-endocrine 3,
En fonction du nombre de lames étudiées et d’anticorps utilisés, ce marquage épars serait

13248 pour ces cas, le PSA

visible dans 10 a 100 % des cas d’adénocarcinome « standard »
est positif sur le contingent adénocarcinomateux et variable dans les cellules neuro-
endocrines %°. Le pronostic péjoratif de ces adénocarcinomes avec quelques cellules neuro-
endocrines éparses est controversé. Certaines études le suggerent mais avec un lien

3,27-30

statistique insuffisant pour avoir un intérét clinique . De nombreuses autres études ont

montré que la présence de cellules neuro-endocrines n’avait pas de répercussion sur la
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survie *%. Il n’est donc pas recommandé en routine d’utiliser I'immunohistochimie pour
rechercher des cellules neuro-endocrines si la morphologie est typique d'un
adénocarcinome acinaire de la prostate 2.

ADENOCARCINOME AVEC DIFFERENCIATION NEURO-ENDOCRINE DE TYPE PANETH

Il correspond a un adénocarcinome classique de la prostate contenant, en nombre variable,
des cellules avec un cytoplasme de grande taille contenant des granules éosinophiles
(cellules de type Paneth) 2 Le terme de « cellules Paneth-like » est utilisé pour décrire un
sous-type de cellules neuro-endocrines éosinophiles 32 Ces cellules peuvent étre retrouvées
de fagon isolées ou organisées en glandes ou en nids au sein d’un adénocarcinome

3334 Une forme amphophile au cytoplasme moins éosinophile peut

prostatique acinaire
également étre retrouvée. Ces deux formes expriment fortement les marqueurs neuro-
endocrines a I'immunohistochimie mais pas les marqueurs prostatiques 3 Le pronostic de
ce sous-type est mal connu, il semble intéressant en routine de demander les marqueurs

neuro-endocrines en présence de cellules de type Paneth ou amphophile %.

FIGURE 5-ADENOCARCINOME PROSTATIQUE NEURO-ENDOCRINE DE TYPE PANETH (D'APRES EPSTEIN, AM J SURG PATHOL 2014)

TUMEUR CARCINOIDE

La tumeur carcinoide est une tumeur neuro-endocrine bien différenciée que I'on retrouve au
sein de la glande prostatique et dont la morphologie est identique aux tumeurs carcinoides
d’autres organes.

Les trois critéres nécessaires pour poser ce diagnostic sont: I'absence de contingent
adénocarcinomateux associé, une positivité des marqueurs NE et une négativité du PSA a
I'immunohistochimie, une origine prostatique et non une invasion d’'une tumeur de I'uretre
ou de la vessie®.
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Il s’agit d’une tumeur exceptionnelle. Dans la littérature, seulement cinq cas répondaient a
I'ensemble de ces criteres. Bien que les données soient limitées, il semble que la tumeur
carcinoide prostatique se présente souvent a un stade localement avancé avec métastase
ganglionnaire méme si elle est de bon pronostic. Elle doit étre gradée comme pour les
tumeurs du tractus digestif avec I'index de prolifération Ki67 et le compte mitotique. Chez
les patients jeunes, une néoplasie endocrinienne multiple doit &tre recherchée®.

¥
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FIGURE 6-TUMEUR CARCINOIDE (D'APRES EPSTEIN, AM J SURG PATHOL 2014)

6. TRAITEMENTS
Contrairement aux traitements des formes localisées, il existe une prise en charge spécifique
des CNE de la prostate métastatiques. Les derniéres recommandations en onco-urologie
2016-2018 du comité de cancérologie de I’association francaise d’urologie (CCAFU),
conseillent, en cas de tumeur indifférenciée, neuro-endocrine, de métastases viscérales ou
osseuses tres symptomatiques ou d’un échappement rapide aprés hormonothérapie initiale
(inférieur a un an), la réalisation d’une chimiothérapie si I’dge et I’état général le permettent.
La chimiothérapie est la méme que pour les CNE d’autres origines, c’est-a-dire a base de
platine. En cas de non réponse, il n’existe pas de standard pour la seconde ligne de

chimiothérapie >*°.

D. LA TRANSDIFFERENCIATION NEURO-ENDOCRINE

1. QUELLE EST LA CELLULE D’ORIGINE DU CARCINOME NEURO-ENDOCRINE ?
Plusieurs hypothéses sont discutées concernant la cellule d’origine du cancer neuro-
endocrine de la prostate 10

L'une suggere que les cellules neuro-endocrines dérivent des cellules-souches présentes
dans la couche basale des glandes prostatiques et que sous I'effet de certaines conditions
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telles la « déplétion androgénique », ces cellules deviendraient malignes via des mécanismes
35-37

de signalisation paracrine
Une autre hypothése, actuellement favorisée, est celle de transdifférenciation ou transition
épithélio-neuroendocrine, aussi appelée plasticité de lignée 38 Sous linfluence de facteurs
encore mal connus dont la déprivation hormonale, les cellules adénocarcinomateuses vont
acquérir I'expression de marqueurs neuro-endocrines avec une diminution (en cas de
transdifférenciation incomplete) ou une perte (en cas de transdifférenciation complete) de
I’expression des marqueurs de la voie du récepteur aux androgenes.

On peut faire le paralléle avec les adénocarcinomes pulmonaires EGFR mutés qui, aprés
traitement par un inhibiteur d’EGFR, récidivent sous forme de carcinomes neuro-endocrines
a petites cellules *°.

Dans des conditions de déplétion androgénique, des cellules de la lignée d’adénocarcinome
de prostate (LNCaP) acquiérent, in vitro, un phénotype neuro-endocrine. Ce phénomeéne est
aussi décrit in vivo dans des modeles tridimensionnels et de xénogreffes *°.

Les adénocarcinomes et les carcinomes neuro-endocrines partageraient donc la méme

origine clonale *™**

. Les mécanismes initiant ce processus de transdifférenciation neuro-
endocrine sont mal compris mais les manipulations hormonales ainsi que les facteurs du

micro-environnement tumoral comme I’hypoxie semblent impliqués.
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FIGURE 7-MODELE SCHEMATIQUE DE L'EMERGENCE DU PHENOTYPE NEURO-ENDOCRINE DANS LA PROGRESSION DU CANCER DE
PROSTATE (D’APRES TERRY, FRONTIERS IN ONCOLOGY- 2014)
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2. LES MARQUEURS NEURO-ENDOCRINES

a) CHROMOGRANINE A-SYNAPTOPHYSINE
Les cancers neuro-endocrines prostatiques a petites cellules expriment, comme tous les
autres CNE d'autres organes, les marqueurs neuro-endocrines : chromogranine A et
synaptophysine. Il ne s'agit pas de marqueurs d'organes mais de marqueurs spécifiques de la
cellule neuro-endocrine, tumorale ou non.

Les chromogranines A, B et C sont des protéines solubles qui font partie de la matrice des
grains de sécrétion de la plupart des cellules neuro-endocrines. L'anticorps anti-
chromogranine est tres spécifique mais le marquage dépend du contenu en granules de la
cellule et en cas de forme peu différenciée, la sensibilité peut étre plus faible. En pratique
courante, I'anticorps anti-chromogranine A est le plus utilisé.

La synaptophysine est une glycoprotéine membranaire présente dans les vésicules pré-
synaptiques des neurones et dans les petites vésicules claires des cellules neuro-endocrines.

Un autre marqueur des carcinomes neuro-endocrines est le CD56 ou NCAM (Neural cell
adhesion molecule). Il s'agit d'un marqueur membranaire, essentiellement utilisé en
pathologie tumorale car non exprimé par certaines cellules neuro-endocrines normales.
s'agit d'un marqueur sensible mais peu spécifique puisqu'il est également exprimé dans de
nombreuses tumeurs non neuro-endocrines comme par exemple le cancer du poumon, du
rein ou de l'ovaire.

b) TTF-1 (THYROID TRANSCRIPTION FACTOR-1)
Le TTF-1 est une protéine qui régule la transcription des genes spécifiques de la thyroide et
du poumon.

Les carcinomes neuro-endocrines prostatiques expriment fréquemment le TTF-1 > un
marquage positif des cellules tumorales pour le TTF1 ne doit donc pas étre considéré comme
un argument en faveur d'une origine pulmonaire.

3. LES MARQUEURS DE LA SIGNALISATION ANDROGENIQUE

a) LE RECEPTEUR AUX ANDROGENES
Les androgenes sont des hormones stéroidiennes qui stimulent ou contrélent le
développement et le maintien des caracteres males chez les vertébrés, en se liant au
récepteur aux androgenes. La testostérone est le principal androgene circulant, produite de
facon quasi-exclusive par les cellules de Leydig du testicule et en faible quantité par la
surrénale. L'action des androgenes passe essentiellement par I'activation du récepteur aux
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androgenes. Apreés liaison avec le ligand, le récepteur initialement situé dans le cytoplasme,
se dimérise et est transloqué dans le noyau. A ce niveau, il se fixe a I’ADN, et induit la
transcription de génes cibles du RA, dont le PSA.

Un des traitements du cancer de prostate est I'hormonothérapie. En effet, le cancer de
prostate étant sous la dépendance des androgénes, la déprivation hormonale permet de
bloguer la progression tumorale. Les trois principaux moyens d'action sont de diminuer la
production de I'hormone circulante, d’inhiber la synthése du dérivé actif (la 5-dihydro-
testostérone) et de bloquer le récepteur.

En cas de transdifférenciation neuro-endocrine incomplete dans les CNE, |'expression
nucléaire du RA peut étre conservée, cependant de fagon moins intense et plus focale.

b) NKX3.1
Le géne NKX3.1 code pour un facteur de transcription spécifique de la prostate jouant un
réle important dans le développement et la carcinogenése®. Son expression est sous la
dépendance des androgénes “°. Ce géne est localisé sur le chromosome 8p21.2, région ou
I'on peut observer régulierement une perte d’hétérozygotie dans les adénocarcinomes
prostatiques.

En immuno-histochimie, le marquage nucléaire de NKX3.1 est un bon marqueur de I'origine
prostatique. En effet, son expression est limitée aux cellules épithéliales prostatiques, ce qui

4748 53 sensibilité

en fait un bon marqueur de spécificité, notamment en cas de métastases
est de I'ordre de 98,6%, plus importante que celle du PSA. Un marquage positif peut étre

encore présent méme dans les formes peu différenciées.

En cas de transdifférenciation neuro-endocrine incompléte dans les CNE prostatiques,
I'expression de NKX3.1 peut étre conservée. NKX3.1 étant un gene cible du récepteur aux
androgenes, I'absence d’expression du RA entrainera donc une absence d’expression de
NKX3.1.

c) L'ANTIGENE SPECIFIQUE DE LA PROSTATE-PSA
L'antigene spécifique de la prostate (PSA) est une glycoprotéine sécrétée exclusivement par
les cellules épithéliales prostatiques. Il est présent en concentration importante dans le
liguide séminal. Il est également présent dans le sang a la concentration de I'ordre du ng/ml,
soit un million de fois plus faible que sa concentration prostatique. Le PSA est un gene cible
du RA, exprimé seulement quand le récepteur est suffisamment activé.

L’anticorps anti-PSA permet, lorsqu'il est positif, de préciser la nature prostatique de la
tumeur, notamment en cas de métastase. Le PSA est exprimé dans le tissu prostatique
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normal et dans la majorité des adénocarcinomes prostatiques. Cependant, en cas
d’adénocarcinome peu différencié, ce marqueur peut étre négatif. De plus, on peut observer
une perte d'expression du PSA dans 10 a 20 % des métastases et apres traitement par
hormonothérapie. En cas de CNE, le PSA est le plus souvent non exprimé, car le RA est
absent ou faiblement activé.

d) AR-V7
L'un des traitements de référence des CRPC sont les hormonothérapies de seconde
génération. Cependant, une résistance primaire est observée dans 20 a 40 % des cas. L'un
des mécanismes de cette résistance est la présence de variants d’épissage du RA dépourvus
d’un domaine fonctionnel de liaison au ligand, dont le variant d’épissage AR-V7 *°. Ces
variants sont constitutionnellement actifs car capables de s’activer seuls en I'absence de
ligand.

e) ERG

En 2005, I'équipe de Tomlins®® met en évidence des réarrangements de génes entrainant
leur fusion dans les cancers prostatiques. Le plus fréquent, présent dans 50% des
adénocarcinomes de prostate est le gene de fusion TMPRSS2-ERG. ERG est un oncogene
impliqué dans la prolifération, la différenciation, le développement des cellules souches,
I'hématopoiese, |'apoptose et la transformation oncogénique. L'expression de ERG
consécutive a la présence du transcrit de fusion augmente le potentiel de migration et
d’invasion cellulaire **. Ce géne de fusion est trés spécifique car non retrouvé dans d'autres
tumeurs. Le partenaire de ERG, TMPRSS2, est un géne cible du RA. L’expression de la
protéine ERG necessite d’une part la présence du gene de fusion, et d’autre part I'activation
du RA. Si le gene de fusion est présent avec un RA absent ou faiblement activé, le gene de
fusion sera détectable par FISH, mais ERG ne sera pas exprimé en immunohistochimie.

Les CNE a petites cellules prostatiques présentent, dans environ 50 % des cas, le géne de
fusion TMPRSS2-ERG *2. Cette fusion n’est pas retrouvée dans les CNE d'autres origines
notamment pulmonaire. Cependant, contrairement aux adénocarcinomes prostatiques, la
présence du gene de fusion n'est pas associée a I'expression de la protéine ERG en immuno-
histochimie, en raison d’un RA absent ou trop faiblement activé.

4, LES MARQUEURS D’ AGRESSIVITE
Ces marqueurs témoignent de I'agressivité des adénocarcinomes prostatiques, liés ou non
aux facteurs histopronostiques standards comme le stade d’extension ou le score ISUP. Ces
marqueurs sont associés a des mécanismes liés au cycle et a la prolifération cellulaire, ainsi
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gu’a l'invasion et la migration des cellules cancéreuses. Certains d’entre eux ont été étudiés
dans les CNE de la prostate, comme le Ki67 avec un taux de prolifération élevé. L’expression
des autres reste mal connue.

a) SPINK1 (SERINE PROTEASE INHIBITOR KASAL TYPE 1)
SPINK1 est une protéine de 56 acides aminés qui est codée par un géne sur-exprimé dans 10
% des carcinomes prostatiques de forme localisée. Sa sur-expression est mutuellement
exclusive avec la présence de genes de fusion. Dans les CRPC, on retrouve une association
entre I'expression de SPINK1 et la délétion de PTEN?3, L'expression de cette protéine a été
associée & un mauvais pronostic dans I’ladénocarcinome prostatique™.

b) PTEN
PTEN est un gene suppresseur de tumeur impliqué dans le contréle tumoral. Il code pour
une protéine qui participe a la régulation du cycle de division cellulaire en empéchant les
cellules de se diviser trop rapidement et de facon incontrélée. Pour cela, il bloque la voie
pro-oncogene PI3K-AKT.

Des délétions du gene PTEN ont été observées dans environ 40 % des formes localisées de
cancer de prostate et une perte de PTEN dans 35 & 58% dans les formes avancées >°. Une
perte d’expression de PTEN en immunohistochimie a été retrouvée dans 63 % des cas de
CNE prostatique >,

c) ZeB1 (ZINC FINGER E-BOX HOMEBOBOX)

La progression tumorale est induite par des phénomenes d’invasion des tissus et de
migration cellulaire. Ces phénomeénes sont associés a des modifications du phénotype
cellulaire sous la dépendance d’un mécanisme appelé transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM). La TEM est un processus biologique réversible amenant une cellule a perdre ses
caractéristiques épithéliales pour acquérir un phénotype mésenchymateux. Zebl est le
facteur de transcription clé de la TEM. Il est sous la dépendance de facteurs micro-
environnementaux et d’autres facteurs de transcription de la TEM comme SNAIL* . In vitro,
Zebl peut induire la TEM de cellules adénocarcinomateuses prostatiques, réprimer
I’expression de I'E-cadhérine, augmenter les marqueurs mésenchymateux, et promouvoir la
migration des cellules tumorales et I'invasion *8In vivo, I'expression de Zebl augmente
parallélement 2 la progression tumorale dans les adénocarcinomes prostatiques °.
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Il. OBIJECTIF

Quel est le degré de transdifférenciation neuro-endocrine dans les CNE prostatiques chez
I'homme? Ce degré de transdifférenciation NE est-il associé aux marqueurs d’agressivité
tumorale et/ou au pronostic? Y a t-il une différence entre les CNE de novo et les CNE post-
traitement ? Dans les CNE mixtes, existe-t-il une filiation entre les cellules NE et les cellules
adénocarcinomateuses acinaires? Dans les CNE mixtes post-traitement, les cellules
adénocarcinomateuses sont-elles différentes de celles des CRPC sans différenciation NE
associée?

Notre travail a pour but, d'étudier ,dans une cohorte de CNE prostatiques a petites cellules,
les marqueurs neuro-endocrines, les marqueurs de la signalisation androgénique, les
marqueurs d’agressivité et la survie globale en fonction de I'immunophénotype. L'objectif
est également de comparer, dans les formes mixtes, I'immunophénotype des cellules
tumorales NE avec celui du contingent acinaire et de comparer I'immunophénotype du
contingent acinaire avec une cohorte de CRPC sans composante neuro-endocrine.

I1l. MATERIELS ET METHODES

A. PATIENTS ET TISSUS

Les carcinomes neuro-endocrines a petites cellules de prostate sont des tumeurs rares.
Quinze cas ont été recensés au sein du CHRU de Tours et du CHU de Poitiers entre 2000 et
2017.

Deux groupes de patients ont été étudiés :
o Carcinome neuro-endocrine (n=15) pur ou mixte:

Neuf cas sont mixtes avec un contingent adénocarcinomateux associé. Les six autres
sont de formes pures. Les échantillons tissulaires ont été obtenus a partir de
résections trans-urétrales de prostate (n=11), de biopsies prostatiques (n=2), de
prostatectomie radicale (n=1) et de ponction-biopsie hépatique (n=1).

Treize cas sont des carcinomes neuro-endocrines post-hormonothérapie, les deux
derniers des carcinomes neuro-endocrines de novo.

o Groupe CRPC - adénocarcinome prostatique (= non neuro-endocrines) résistant a la
castration (n=48) obtenus a partir de résections trans-urétrales de prostate.

A I'aide de la base de données anatomopathologiques du logiciel DIAMIC (Infologic-santé) et
apres consultation du dossier clinique des patients, nous avons recueilli les données

suivantes :
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= |’dge au moment du diagnostic,
= Le taux de PSA (en ng/ml),

= [’évolution clinique et biologique. L’évolution clinique se traduit par une extension
loco-régionale, I'apparition de métastases osseuses mais également viscérales et
ganglionnaires. L’évolution biologique se base sur le taux de PSA en ng/ml.

= Ladurée de survie.

Lorsque nous étions dans un contexte de post-hormonothérapie, nous avons également
étudié :

= Le délai entre le diagnostic d’adénocarcinome, I'instauration du traitement hormonal
et la récidive sous forme de carcinome neuro-endocrine,

= Laséquence thérapeutique.

Ensuite, nous avons relu les lames afin de sélectionner les zones d’intéréts qui ont été
incluses en TMA.

B. TISSUE MICROARRAY

1. TECHNIQUE

La technique de TMA permet d'analyser sur une seule lame un grand nombre d'échantillons
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. Le plan de disposition des carottes sur les blocs de TMA a été réalisé grace a un
logiciel (TMA designer 2). Nous avons ensuite utilisé un appareil dédié, semi-automatique, le
Tissue Arrayeur MTA Booster, Version 1.01, Alphélys. Il est constitué de deux aiguilles a
biopsie, dont le positionnement est motorisé et controlé par informatique. La premiere
aiguille sert a perforer dans le bloc receveur et la seconde a placer le cylindre biopsique de
I'échantillon sélectionné.
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FIGURE 8-REALISATION D'UN BLOC DE TMA
2. CONSTRUCTION DES BLOCS DE TMA

Les blocs de TMA ont été construits a partir des préléevements de tissus prostatiques
sélectionnés. En cas de tumeur mixte (adénocarcinome et CNE), les deux composantes ont
été incluses dans le TMA. Les zones d'intérét ont été repérées par lecture des lames
originelles, colorées en HES (Hématoxyline-Eosine-Safran). En fonction de la quantité de
matériel disponible, de un a cing prélevements 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 terminé, le bloc de TMA a été placé
dans une étuve a 37°C pendant une nuit, puis compressé a plat sous une charge de 3 kg
pendant une matinée. Des coupes sériées de 3 microns ont été effectuées a partir des blocs
de TMA. Un controle morphologique par HES a été réalisé et les autres lames utilisées pour
I'étude immunohistochimique.

C. MARQUAGES IMMUNOHISTOCHIMIQUES

Nous avons étudié en immunohistochimie, sur des tissus issus de préléevements fixés en
formol et inclus en paraffine, I'expression :

* Des marqueurs neuro-endocrines (Chromogranine A, synaptophysine, TTF1)
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¢ Des marqueurs de signalisation androgénique (récepteur aux androgenes (RA)
NKX3.1, PSA, AR-V7, ERG).

e des marqueurs d’agressivité (SPINK1, PTEN, Zeb1 et Ki67). .

Les techniques d'immunohistochimie permettent de mettre en évidence et de localiser un
antigéne (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, a une molécule de biotine. Le systéme de détection
composé de streptavidine et de peroxydase est ensuite appliqué sur la lame. La trés forte
affinité de la biotine pour la strepatividine va permettre la liaison entre les AC primaires et
secondaires. La DAB (diaminobenzidine), substrat chromogéne de l'enzyme peroxydase
produit ensuite une réaction colorée sur le site de I'Ag cible reconnu par I’AC primaire.

Anticorps o} Streptavidine
Secondaire

Anticorps

/ \Primaire

Tissu/cellule a analyser

FIGURE 9-REACTION AG-AC AVEC LE COMPLEXE STREPTAVIDINE-BIOTINE

Des coupes de 3 microns ont été réalisées sur les blocs de TMA. Elles ont été 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 l'anticorps sur lame,
incubation a 37°c, rincage et révélation ont été réalisées avec I'automate XT Benchmark,
Ventana (kit de révélation Ultraview).
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1.
TABLEAU 2-LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES TESTES

ANTICORPS UTILISES

Anticorps Fournisseur Dilution Temps Caractéristique
d'incubation immunologique
Chromogranine A Zytomed 1/200 60 mn AC monoclonal de souris
Synaptophysine Zytomed 1/200 40 mn AC polyclonal de lapin
TTF-1 Ventana Pas de dilution 32 mn AC monoclonal de lapin
RA Ventana Pas de dilution 60 mn AC monoclonal de lapin
NKX3.1 Ventana Pas de dilution 60 mn AC monoclonal de lapin
PSA Diagomics 1/250 32 mn AC monoclonal de souris
AR-V7 Abcam 1/250 60 mn AC monoclonal de lapin
ERG Roche Pas de dilution 32 mn AC monoclonal de lapin
SPINK1 Abnova 1/1000 Overnight AC monoclonal de souris
PTEN Cell 1/200 60 mn AC monoclonal de lapin
signaling
Zebl Intachim 1/1000 60 mn AC monoclonal de souris
Ki67 Ventana 1/25 20 mn AC monoclonal de lapin

2.

INTERPRETATION

La lecture des immuno-marquages a été réalisée par un lecteur expérimenté sur un

microscope optique, en tenant compte du spot le plus marqué pour chaque tissu.

L'évaluation des marquages était :

-qualitative (positif ou négatif) pour : chromogranine A, synaptophysine, TTF-1, NKX3.1, PSA,

AR-V7, ERG, SPINK1.

-quantitative (compte du pourcentage des cellules marquées) pour : Zeb1, Ki67.

-semi-quantitative (négatif, faiblement positif, fortement positif) pour : RA, PTEN.

D.

ANALYSES STATISTIQUES

La comparaison de groupes indépendants avec des variables qualitatives a été réalisée par le
test du Chi%. La comparaison de 2 ou plusieurs groupes indépendants avec variables
continues a été effectuée par les tests non paramétriques de Mann Whitney ou de Kruskal-

Wallis. Les groupes appariés avec des variables continues ont été comparés par le test de

rang de Wilcoxon. L'association de variables quantitatives entre 2 groupes a été recherchée

par le test de corrélation de Spearman. L’analyse de survie univariée a été réalisée grace au

test du Log Rank.
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La différence était retenue comme significative pour une valeur de p < 0,05.

Les calculs statistiques ont été réalisés a l'aide du logiciel Statview, version 4.5, software
(Abacus Concepts, Berkeley, CA).

IV. RESULTATS

A.  CARACTERISTIQUES CLINIQUES DE LA POPULATION DU GROUPE NEURO-
ENDOCRINE (N=15)

Pour le seul patient présentant un CNE de forme mixte de novo, la composante acinaire
associée est de groupe 3 selon I'ISUP 2014. Le grading n’a pas été réalisé pour les autres
formes mixtes puisque la différenciation n’est pas déterminable en post-thérapeutique.

Pour les CNE survenant secondairement, le délai entre le diagnostic initial et la récidive sous
forme de CNE a petites cellules varie de 21 mois a 9 ans et le délai entre l'initiation de
I’'hormonothérapie et la récidive sous forme de CNE varie de 13 mois a 9 ans. Toujours pour
les CNE secondaires, 8 patients ont été traités par hormonothérapie d’emblée, et 5 par
hormonothérapie aprés premier traitement a visée curative (prostatectomie, curiethérapie,
radiothérapie externe).

Tous les patients sont décédés 1 mois a 5 ans et 8 mois aprées le diagnostic de CNE. Un
patient est décédé le jour méme du diagnostic suite a un choc anaphylactique. Sur les 13
patients dont le diagnostic de CNE est secondaire a la prise d’hormonothérapie, les taux de
PSA ont pu étre renseignés pour 10 d’entre eux. 6 présentent une baisse de PSA entre le
diagnostic d’adénocarcinome et celui de NE (3 de forme pure et 3 de forme mixte) et 4
présentent une augmentation (3 de forme mixte et 1 de forme pure).

TABLEAU 3- CARACTERISTIQUES CLINICO-PATHOLOGIQUES DES PATIENTS ETUDIES

CNE N=15
. CRPC-ADK
roupes F ~
Forme mixte N=9 orme pure N=48
N=6
Age médian (ans

ge médian (ans) 77 (61-87) 76 (65-80) 72 (56-86)

(extrémes)

PSA médian (ng/ml)

A 8.34 (0,96-1288) | 0.38(0,03-10) 14 (4,2-285)

(extrémes)
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B.  CARCINOMES NEURO-ENDOCRINES (N=15)

1.

RESULTATS DESCRIPTIFS DES MARQUAGES

Au sein du groupe neuro-endocrine, on observe que la totalité des cas expriment la

chromogranine A, 50 % le TTF-1 et 1/3 des cas seulement la synaptophysine.

Concernant les marqueurs de la signalisation androgénique, 9 tumeurs expriment le RA.

Tous les cas NKX3.1 positifs expriment également le RA. Tous les CNE exprimant AR-V7

expriment le RA. Le PSA n’est positif que dans 2 cas et seulement 2 cas sont positifs pour

ERG.

SPINK1 est exprimé dans seulement 3 tumeurs. Pres de la moitié des tumeurs présente une
perte d ‘expression de PTEN. La médiane de Zeb1 et de lI'index de prolifération Ki67 sont

respectivement de 10 % et 6,5 % de cellules tumorales positives.

Les résultats sont résumés dans le tableau 4.

TABLEAU 4-EXPRESSION DES DIFFERENTS MARQUEURS AU SEIN DE LA COMPOSANTE NEURO-ENDOCRINE

Neuro-endocrines Chromogranine A (focale ou diffuse) - (N=0)
+ (N=15)
Synaptophysine - (N=10)
+ (N=5)
TTF1 - (N=8)
+(N=7)
Signalisation RA - (N=6)
androgénique +(N=1)
++ (N=8)
NKX3.1 - (N=7)
+ (N=8)
PSA - (N=13)
+(N=2)
AR-V7 - (N=10)
+ (N=5)
ERG - (N=13)
+ (N=2)
Agressivité SPINK1 - (N=12)
+ (N=3)
PTEN Perte totale (N=4)

Perte focale (N=3)
Conservé (N=7)

Zeb1 (med, extrémes)

10%(0-100%)

Ki67 (med, extrémes)

6,5%(1-90%)

40




2. CORRELATI

ON DES MARQUEURS ENTRE EUX

Les expressions de RA et PTEN sont corrélées mais de facon non significative (p=0.08). Les 4

cas perdant I'expression de PTE

N n’expriment pas le RA.

Les expressions d’AR-V7 et SPINK1 sont significativement corrélés (p=0.04), les 3 cas

exprimant SPINK1 expriment également AR-V7.

L'expression de SPINK1 n’est pas corrélée a une perte d’expression de PTEN.

3. SURVIE GLOBALE
Nous avons recueilli la durée de survie globale apres le diagnostic de CNE pour 14 des 15
patients. La médiane de survie pour les 5 formes pures est de 5 mois et de 32 mois pour les 9
formes mixtes. De fagon statistiquement significative, la durée de survie est plus importante

dans le groupe de CNE de forme mixte (p=0.01).

Survie Cum.,

Forme mixte

L J p l

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 G0 70
Temps

FIGURE 10-COURBE DE SURVIE GLOBALE DES PATIENTS AYANT UN CNE DE FORME PURE OU MIXTE

De plus, la survie globale est significativement augmentée en cas de conservation de

I’expression de PTEN (p=0.04)

Survie Cum.

L]

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 G0 70
Temps

Perte totale

Pas de perte

FIGUR E11-COURBE DE SURVIE DES PATIENTS AYANT UN CNE SELON L'EXPRESSION DE PTEN
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L'expression du RA et de NKX3.1 au sein de la composante NE sont également associés a

une survie plus longue, mais de fagon non significative (p= 0.1 et 0.07, respectivement)
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FIGURE 12-COURBE DE SURVIE GLOBALE DES PATIENTS AYANT UN CNE SELON L'EXPRESSION DU RA
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FIGURE 13- COURBE DE SURVIE GLOBALE DES PATIENTS AYANT UN CNE SELON L'EXPRESSION DE NKX3.1
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C. COMPARAISON ENTRE COMPOSANTE NEURO-ENDOCRINE ET COMPOSANTE

ACINAIRE APPARIEE (N=9)

La chromogranine A est exprimée au sein de la composante neuro-endocrine dans tous les
cas, focale dans 2 cas au sein de la composante acinaire. L’expression du RA et de NKX3.1 est

perdue dans 2 cas au sein de la composante neuro-endocrine.

Pour chaque patient, I'expression de ERG est similaire dans les deux composantes.
L'expression de PTEN est conservée de facon identique au sein des 2 composantes dans 4
des 9 cas. L'expression de SPINK1 est présente dans un cas au sein de ses 2 contingents.

Zeb1 et le Ki67 sont un peu plus exprimés au sein de la composante NE, mais de fagon non
significative (p=0.06 et 0.1).

Les résultats sont résumés dans le tableau 5.

TABLEAU 5- COMPARAISON DE L'EXPRESSION DES DIFFERENTS MARQUEURS ENTRE COMPOSANTE ACINAIRE ET COMPOSANTE NEURO-

ENDOCRINE
Marqueurs Composante acinaire Composante neuro-
endocrine
Chromogranine A - (N=7) | - (N=0)
+ (N=2) (marquage + (N=9)
focal)
RA -(N=1) s -(N=3)
+(N=8) — 1 +(N=6)
NKX3.1 - (N=1) — % - (N=3)
+(N=8) =——1—> +(N=6)
AR-V7 -(N=6) ——1—> -(N=7)
/'
+(N=3) =—1 5% +(N=2)
ERG -(N=8) ——1—*> -(N=8)
+(N=1) ———F—> +(N=1)
SPINK1 -(N=6) ——F—>» -(N=6)
X
+(N=3) =——1—> +(N=3)
PTEN Conservé (N=4) — > Conservé (N=5)

/'

Perdu (N=5) = Perdu (N=4)

Zebl(med, extrémes)

0%(0-100%)

10%(0-100%)

p=0.06

Ki67(med, extrémes)

1%(1-50 %)

5%(1-70%)

p=0.1
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D. COMPARAISON DE LA COMPOSANTE ACINAIRE DES CARCINOMES
MIXTES CRPC-NE (N=8) AVEC DES CRPC SANS DIFFERENCIATION NE
(n=48).

Le RA est exprimé de fagon similaire dans la composante acinaire associée a une

composante neuro-endocrine et dans les adénocarcinomes résistants a la castration sans
composante neuro-endocrine.

On observe une expression plus importante de SPINK1 et plus de perte de PTEN quand il
existe une composante neuro-endocrine associée (p=0.02 et p=0.06 respectivement).

De facon statistiqguement significative, on observe une expression plus importante de Zeb1l
et de Ki67 dans le groupe CRPC sans NE (p=0.01 et p=0.04 respectivement).

Les résultats sont résumés dans le tableau 6.

TABLEAU 6- COMPARAISON DE L’EXPRESSION DES MARQUEURS ENTRE COMPOSANTE ACINAIRE SEULE OU ASSOCIEE A UNE
COMPOSANTE NEURO-ENDOCRINE

Marqueurs Composante acinaire | Composante acinaire p
associée a une seule (N=48)
composante neur-
endocrine (N=8)

AR-V7 - (N=5) - (N=30) p=0.9

+ (N=1) + (N=12)

++ (N=2) ++ (N=6)
ERG - (N=7) - (N=32) p=0.23

+(N=1) + (N=16)
SPINK1 - (N=5) - (N=44) p=0.02

+ (N=3) + (N=4)
PTEN - (N=4) - (N=37) p=0.06

+ (N=4) + (N=11)
Zeb1(med, extrémes) 0%(0-100%) 90% (0-100%) p=0.01
Ki67(med, extrémes) 1%(1-50 %) 15% (1-80%) p=0.04
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FIGURE 12-ASPECTS HISTOLOGIQUES (XZO) DE LA COMPOSANTE NE ORGANISEE EN NAPPE DE CELLULES ET DE LA COMPOSANTE
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FIGURE 13-ASPECTS HISTOLOGIQUES (X200) DE LA COMPOSANTE NE AU NOYAU A LA CHROMATINE FINE ET DE LA COMPOSANTE

ACINAIRE AU NOYAU CLARIFIE ET NUCLEOLE
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FIGURE 14-MARQUAGE IMMUNOHISTOCHIMIQUE DURA AU SEIN DE LA COMPOSANTE NEURO-ENDOCRINE EN CAS DE
TRANSDIFFERENCIATION COMPLETE OU INCOMPLETE
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FIGURE 17-MARQUAGE IMMUNOHISTOCHIMIQUE (X200) DE NKX3.1 AU SEIN DE LA COMPOSANTE ACINAIRE
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V. DISCUSSION

A. POPULATION ETUDIEE

Il s’agit de quinze cas de cancers de prostate avec différenciation neuro-endocrine a petites
cellules provenant de deux centres (CHRU de Tours et CHU de Poitiers), diagnostiqués entre
2000 et 2017. Tres peu sont neuro-endocrines d’emblée, la plupart correspondent a
I’émergence d’un phénotype neuro-endocrine apres traitement. Ces données sont
cohérentes avec celles précédemment rapportées. Il s’agit en effet d’'une tumeur rare avec
une incidence de 1 % pour les cancers neuro-endocrines de novo, un peu plus pour les CNE
post-hormonothérapie ¥ Dans la littérature, la majorité des articles sont des « case

report » de un ou deux cas. Les 3 plus grandes études portaient sur 18, 27 et 95 patients
18,60,15

B. CARACTERISTIQUES DE LA COMPOSANTE NEURO-ENDOCRINE

1. EXPRESSION DU RECEPTEUR AUX ANDROGENES ET SES GENES CIBLES
Initialement, plusieurs études avaient décrit la composante NE a petites cellules prostatiques
comme n’exprimant pas le RA 1 Cest a partir de ces constatations que certains auteurs ont
évoqué l'origine des CNE prostatiques a partir de cellules neuro-endocrines ou de cellules
souches.

Dans notre étude, on observe dans plus de la moitié des cas une expression du récepteur
aux androgenes au sein de la composante neuro-endocrine, soit focale et faible, soit
marquée et plus diffuse. Ces résultats sont divergents de ceux rapportés dans la littérature.
En effet, dans I'étude de Yao, les cellules tumorales exprimaient le RA dans 17% des cas et
uniguement de facon focale et faible. Dans celle de Lotan, 27 % des CNE de prostate
exprimaient le RA et 18 % exprimaient NKX3.1.

On observe également, comme dans I'étude de Lotan, une concordance entre I'expression
du RA et de NKX3.1, tous les cas exprimant le RA étant également positifs pour NKX3.1. Ces
résultats confirment le fait que I’expression de NKX3.1 est dépendante de I'activation du RA.

Les marqueurs de différenciation prostatique les plus utilisés sont le PSA et le PSAP
(prostate-specific acide phosphatase). Ces deux marqueurs sont considérés comme
spécifiques. Cependant, quelques cas de tumeurs des glandes salivaires 52 de carcinomes
mammaires ou rénaux ont été décrits comme pouvant étre positifs pour ces deux anticorps
de facon focale et faible. La société internationale d’uropathologie (ISUP) recommande alors

d’interpréter avec méfiance tout marquage faible et focal *’. De plus, la sensibilité de ces
deux marqueurs décroit dans les formes peu différenciées. En effet, dans trois études

distinctes, PSA et PSAP étaient exprimés par les cellules tumorales dans moins de 25% des
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cas, dans 35 a 70 % des cas et dans 25 a 50 % des cas respectivement avec une négativité

63-65

compléte dans 5 a 13 % des cas en fonction des études . Au sein des CNE prostatiques,

moins de 20% ont été décrits comme exprimant le PSA *°.

Il existe actuellement de nouveaux marqueurs immunohistochimiques de différenciation
prostatique comme P501S, PSMA (peu sensible), NKX3.1 et le récepteur aux androgénes.
Nous avons mis en évidence, dans plus de la moitié des cas de CNE, une positivité de NKX3.1
alors que le PSA n’était exprimé que dans deux cas.

NKX3.1 semble donc, en association avec le RA, étre un anticorps plus sensible que le PSA
pour déterminer |'origine prostatique des CNE (en cas de transdifférenciation incompléte).
Le RA ne doit pas étre utilisé seul car il est peu spécifique et exprimé dans de nombreuses
tumeurs comme certains carcinomes mammaires ou sébacés.

2. MARQUEURS DE DIFFERENCIATION NEURO-ENDOCRINE

Lorsque le diagnostic de tumeur neuro-endocrine est suspecté, I'immunohistochimie permet
de confirmer la différenciation neuro-endocrine. Bien que de nombreux biomarqueurs aient
été décrits, les plus utilisés et les plus fiables sont la chromogranine A et la synaptophysine.
Le premier est I'anticorps le plus spécifique et le second le plus sensible, en fonction du
degré de différenciation. En effet, la chromogranine A est souvent absente dans les formes
peu différenciées alors que la synaptophysine doit toujours étre présente mais sa positivité
seule ne doit pas &tre suffisante pour le diagnostic . En effet, la synaptophysine semble
moins spécifique et une expression a notamment été retrouvée dans les tumeurs solides et
pseudo-papillaires du pancréas ® et dans les carcinomes cortico-surrénaliens 2.

Dans I'étude de Yao ®°, la chromogranine A était positive dans 61 % des cancers neuro-
endocrines de prostate et la synaptophysine dans 89 % des cas. Cependant, cette derniere
était également positive dans 40 % du contingent adénocarcinomateux quand il était
présent. Dans notre observation, les cellules tumorales neuro-endocrines de tous les cas
expriment la chromogranine A et la synaptophysine dans seulement 5 cas, sans positivité au
sein du contingent adénocarcinomateux. Ces résultats divergents concernant la
synaptophysine peuvent étre expliqués par I'utilisation d’un anticorps différent.

Nous avons mis en évidence une expression de TTF-1 par les cellules tumorales dans plus de
la moitié des CNE a petites cellules de prostate. Ces résultats sont concordants avec une
étude préalable *°, rapportant une expression de TTF-1 dans 52 % des cas. De ce fait, en cas
de métastase de CNE de primitif inconnu, une positivité de TTF-1 ne permettra pas de
confirmer l'origine pulmonaire ou thyroidienne. En cas de localisation prostatique, le
diagnostic différentiel est celui d’'une métastase d’un CNE pulmonaire ; dans cette situation,
les marqueurs de la signalisation androgénique permettront, s’ils sont conservés, de préciser
I'origine prostatique.

49



Une étude récente par séquencage haut débit de I'’ARN de CNE prostatiques a mis en
évidence une augmentation de [|'expression de FOXA2 comparativement aux
adénocarcinomes prostatiques 2 park et son équipe % ont, de plus, montré une expression
de I'anticorps FOXA2 dans 19 CNE prostatiques sur 20, alors que le marquage n’était positif
gue dans 8 cas d’adénocarcinomes prostatiques sur 143. FOXA2 pourrait donc étre un
marqueur supplémentaire de la différenciation neuro-endocrine des cancers de prostate.

3. CORRELATION DES MARQUEURS ENTRE EUX
De facon significative, I'expression de SPINK1 est corrélée a l'expression du variant
d’épissage AR-V7. De facon non significative, nous avons mis en évidence qu’une perte
d’expression de RA était associée a une perte d’expression de PTEN. Aucune étude n’a mis
en évidence de lien entre I'expression de ces différents marqueurs. Il s’agit de marqueurs
d’agressivité ou de témoin de la transdifférenciation NE et leur association pourrait
correspondre a I'accumulation de différentes voies de résistance a la déprivation hormonale.

Nous n’avons pas démontré de lien entre I'expression de SPINK1 et la perte de PTEN comme
a pu le décrire I’équipe de Brismar > dans 59 cas de CRPC-ADK. Le rdle de SPINK1 est mal
connu au sein des cancers de prostate et aurait peut étre une action dans la voie PI3K-AKT
régulée notamment par PTEN .

4, SURVIE GLOBALE
Au sein des adénocarcinomes prostatiques, Takeda ’* a mis en évidence une meilleure survie
sans progression des cancers avec une expression élevée du récepteur aux androgénes
comparativement a ceux ayant une expression plus faible. Ces résultats sont expliqués par
une meilleure sensibilité a I’hormonothérapie des tumeurs exprimant fortement le RA.

Dans notre groupe de CNE, nous avons retrouvé une survie plus élevée en cas de tumeurs
mixtes c’est-a-dire avec une composante sensible a la déprivation androgénique . De plus, la
survie tendait a étre plus longue en cas de transdifférenciation incomplete, c’est-a-dire
qguand la composante neuro-endocrine exprimait encore le récepteur aux androgenes.

Nous retrouvons également une association significative ou a la limite de la significativité
entre la durée de survie et d’une part, une faible prolifération, d’autre part, une persistance
de I'expression de PTEN. Ces résultats confirment I’hypothése que, comme pour les ADK
acinaires, la prolifération et la perte de PTEN sont des marqueurs d’agressivité du CNE
prostatique.
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C. ORIGINE COMMUNE DES CELLULES NEURO-ENDOCRINES ET DES CELLULES
ACINAIRES DANS LES FORMES MIXTES

L’'origine de ces cancers neuro-endocrines prostatiques est largement débattue™.. Quelques
études évoquent une origine commune des cellules neuro-endocrines et des cellules
adénocarcinomateuses a partir de cellules souches, qui acquiérent des altérations
moléculaires permettant la différenciation en I'une ou I'autre composante. De rares études
évoquent quant a elles le développement de ces cancers a partir des cellules neuro-
endocrines normales.

Les cas de CNE de novo sont extrémement rares, de ce fait leur oncogenése est mal connue.
Le cas le plus fréquent est 'émergence d’un phénotype neuro-endocrine apres déprivation
hormonale et I'hypothése largement défendue est celle de la transdifférenciation neuro-
endocrine ou plasticité épithéliale. Il s’agit d'un mécanisme de résistance a la thérapie
dirigée contre le récepteur aux androgeénes . En effet, des études a partir de cultures
cellulaires in vitro ou de modeles animaux suggerent que les cellules tumorales épithéliales
vont acquérir I'expression de marqueurs neuro-endocrines®. Cette transdifférenciation
peut-étre complete ou incomplete.

1. EXPRESSION DU RA DANS PLUS DE LA MOITIE DES CNE : TRANSDIFFERENCIATION

INCOMPLETE
L’expression du RA que nous avons observée au sein des deux composantes témoigne de
I'origine prostatique des cellules neuro-endocrines. Elles possedent donc a la fois des
caractéristiques phénotypiques épithéliales et neuro-endocrines. On parle alors de
transdifférenciation incompléte. Une cellule épithéliale tumorale, afin de résister a la
pression de certains facteurs comme la déprivation androgénique, se transformerait
progressivement en cellule neuro-endocrine en perdant progressivement son phénotype
androgénique.

Cependant il semblerait qu’il ne s’agisse pas d’'un mécanisme totalement linéaire mais d’une
évolution clonale divergente a partir de certaines cellules tumorales adénocarcinomateuses.
En effet, Beltran et son équipe *, en analysant les données de séquencage de I'exome entier
de biopsies métastatiques de patients résistant a la castration (qu’ils soient de phénotype
adénocarcinome ou neuro-endocrine) ont observé des similarités d’anomalies génomiques
entre les 2 contingents avec de plus, des anomalies épigénétiques associées a une
diminution de la signalisation du récepteur aux androgenes.

2. PHENOTYPE COMMUN AU SEIN DES DEUX COMPOSANTES
Le gene de fusion TMPRSS2-ERG est caractéristique des carcinomes prostatiques. Il est
retrouvé dans environ 50 % des adénocarcinomes prostatiques et peut étre détecté par FISH
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ou en immunohistochimie. Son expression dépend alors de la présence du récepteur aux
androgenes. Dans notre cohorte, un cas seulement sur les neuf CNE mixtes exprime ERG,
détecté a la fois dans la composante acinaire et dans la composante neuro-endocrine . Cette
expression protéique de ERG dans la composante neuro-endocrine peut étre expliquée par
la persistance d’une activation importante du RA . On a également mis en évidence une
expression quasiment identique de SPINK1 et de PTEN dans les deux composantes. Cette
similarité entre les deux contingents renforce I’hypothése d’une origine commune.

3. MARQUEURS D’ AGRESSIVITE
De fagon non significative, sans doute en raison du faible effectif, Zeb1 et Ki67 semblent plus
exprimés dans la composante NE que dans la composante acinaire en cas de tumeur mixte. Il
s’agit de marqueurs d’agressivité témoignant d’'une part, des capacités de migration (Zeb1)
et d’autre part, de la prolifération cellulaire (Ki67). Ces résultats seront a conforter dans une
cohorte plus importante.

Le réle de Zebl a été établi dans la transition épithélio-mésenchymateuse dans de
nombreuses tumeurs, en permettant a la cellule de perdre ses caractéristiques épithéliales
pour acquérir un phénotype mésenchymateux. In vitro, dans des lignées de cellules
tumorales prostatiques, Zeb1 peut induire la TEM de cellules adénocarcinomateuses 8 et in
vivo, I'expression de Zeb1 augmente parallelement a la progression tumorale >,

Dans les CNE prostatique, aucune étude n’a rapporté I'expression de Zebl au cours de la
transdifférenciation neuro-endocrine. Par contre, que ce soit dans les CNE prostatiques ou
d’autres localisations, I'acquisition d’un phénotype NE a été associée a l'induction de

phénomeénes de TEM, vraisemblablement par des mécanismes épigénétiques ">,

D. COMPARAISON DU PHENOTYPE ACINAIRE DANS LES CRPC AVEC
coMPOSANTE NE PAR RAPPORT AUX CRPC sANS cOMPOSANTE NE

L'expression de Zeb1l, témoin de la TEM, et I'index de prolifération Ki67 sont des marqueurs
associés a une plus grande agressivité de la tumeur. De facon étonnante, nous avons
observé que I'expression de Zeb1 et de Ki67 était plus élevée dans les CRPC acinaires purs
comparée a la composante acinaire des CRPC mixtes (associée a une composante neuro-
endocrine). L'expression différentielle du marqueur de prolifération pourrait étre expliquée
par la production, par les cellules neuro-endocrines, de facteurs inhibiteurs de croissance
pouvant agir sur les cellules tumorales acinaires de voisinage. En effet, une étude
précédente a mis en évidence, in vitro, une baisse significative de la synthese d’ADN des
lignées cellulaires LNCaP, PC-3 et DU-145 lorsqu’elles étaient mises en culture en présence
de cellules neuro-endocrines "°.
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E. LIMITATIONS DE L’ETUDE: TAILLE ET HETEROGENEITE DE LA COHORTE

Le cancer prostatique neuro-endocrine a petites cellules est une entité rare. Tres peu
d’études avec une cohorte suffisamment importante ont pu étre réalisées et la
physiopathologie de cette entité reste mal connue. Seulement dix-sept cas ont été
enregistrés dans deux CHU de 2000 a 2017. Deux cas ont du étre écartés devant
I'insuffisance de matériel tissulaire. La petite taille de cette cohorte rend donc difficile
I'interprétation de certains résultats mais I'objectif est la poursuite de I'étude avec
élargissement du recrutement a d’autres centres.

L’augmentation de la taille de la cohorte permettra, d’une part d’étudier les CNE de novo et
d’autre part, de comparer, chez un méme patient, 'immunophénotype des CNE post-
traitement avec celui de la tumeur initiale avant traitement.

F. MECANISME DE LA TRANSDIFFERENCIATION NEURO-ENDOCRINE

Les mécanismes initiateurs de la transdifférenciation neuro-endocrine sont tres mal connus.
Dans le cancer de prostate NE, il a été mis en évidence une perte de fonction des genes Rb
et TP53 ’" mais également une amplification du géne AURKA, codant pour la protéine Aurora
Kinase A jouant un role important lors de la mitose et une amplification du proto-oncogéne
N-Myc .

Plusieurs études ont suggéré que la perte de REST (RE1 silencing transcription factor) est le
facteur clé de la transdifférenciation neuro-endocrine. REST est une protéine qui joue un
réle important dans la régulation de la neurogenése en bloquant les genes permettant la
différenciation neuronale. Elle est fortement exprimée dans les cellules souches
embryonnaires et les cellules non neuronales. Le blocage de la voie PI3K-AKT par les
nouvelles thérapeutiques du cancer de prostate pourrait entrainer une dégradation de REST
par le protéasome (via une phosphorylation de REST et un mécanisme d’ubiquitination). La
suppression de REST permettrait alors la transdifférenciation neuro-endocrine. D’autres
études ont suggéré que SRRM4 (RNA splicing factor serine/arginine repetitive matrix 4), dans
un contexte de déprivation androgénique pourrait jouer un role dans |'épissage alternatif du
géne REST, le rendant inactif 7.

Une étude récente a proposé un nouveau mécanisme de transdifférenciation NE via HP1a
(Heterochromatin protein 1a). HP1a entrainerait la formation anormale d'hétérochromatine
péricentrique, ce qui favoriserait la répression de |'expression du RA et de REST, induisant
un phénotype NE ..
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude a permis de mieux caractériser 'immunophénotype du carcinome neuro-
endocrine a petites cellules de la prostate.

Le récepteur aux androgénes et NKX3.1 semblent étre les meilleurs marqueurs de la
signalisation androgénique et la chromogranine A, celui de la différenciation neuro-
endocrine.

Nos résultats montrent que la transdifférenciation neuro-endocrine reste incompléte dans la
moitié des cas et suggerent une filiation entre les cellules tumorales neuro-endocrines et les
cellules adénocarcinomateuses. La présence d’une composante exprimant le RA semble étre
associée a une survie plus longue. La déprivation hormonale, en association avec la
chimiothérapie en cas de persistance méme focale du RA pourrait étre utile, méme dans les
formes pures.

L'augmentation de la taille de cette cohorte permettra par la suite d’étudier les CNE de novo
et de comparer chez un méme patient, I'immunophénotype de la tumeur initiale avant
traitement et le CNE post-traitement.

De nouvelles études sont également nécessaires pour caractériser les mécanismes
moléculaires de la transdifférenciation neuro-endocrine et permettre par la suite de
proposer de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Résumé : Introduction: Les carcinomes neuro-endocrines (CNE) a petites cellules de la prostate sont

des tumeurs rares et agressives représentant moins de 5 % des cancers prostatiques. Le cas de figure le
plus fréquent est I’émergence d’un phénotype neuro-endocrine apres déprivation hormonale dans les
cancers résistants a la castration via un mécanisme appelé transdifférenciation neuro-endocrine, qui
peut étre totale ou partielle. L’objectif de cette étude multicentrique est d’analyser dans les CNE
prostatiques, 1’expression conjointe de marqueurs neuro-endocrines, de genes de la signalisation
androgénique, et de marqueurs d’agressivité tumorale. Matériels et méthodes : Nous avons étudié en
immunohistochimie sur tissue microarray I’expression des marqueurs neuro-endocrines
(chromogranine A, synaptophysine, TTF1), de genes de la signalisation androgenique (récepteur aux
androgeénes (RA), NKX3.1, PSA, AR-V7, ERG) et de marqueurs d’agressivité (SPINK1, PTEN, Zebl
et Ki67). L’expression de ces marqueurs a été€ analysée dans 15 cas de CNE incluant 6 formes pures
et 9 formes mixtes, 2 cas de novo et 13 secondaires a une déprivation androgénique. L’expression des
marqueurs a été comparée a celle de 48 cas de carcinome prostatique résistant a la castration (CRPC)
sans différenciation NE. Concernant les formes mixtes, I’'immunophénotype du contingent neuro-
endocrine a été comparé a celui du contingent adénocarcinomateux. Les caractéristiques cliniques
incluant la durée de survie ont été recueillies. Résultats : Les CNE expriment dans la totalité des cas
la chromogranine A et plus de la moitié expriment le RA et NKX3.1. La durée de survie est plus
importante pour les patients dont la tumeur présente une persistance d’expression du RA. Dans les
formes mixtes, ERG est exprimé de facon similaire dans les deux composantes, avec néanmoins une
expression plus élevée de Zebl et Ki67 dans la composante neuro-endocrine. Les CRPC sans
composante NE ont une prolifération plus élevée que ceux associés a une composante NE.
Conclusion : Ces résultats montrent que la transdifférenciation NE reste incomplete dans la moitié des
cas et suggerent une filiation entre les cellules tumorales NE et les cellules tumorales acinaires. De
nouvelles études sont nécessaires pour caractériser les mécanismes moléculaires de la
transdifférenciation neuro-endocrine.

Mots-clés : Cancer, prostate, transdifférenciation neuro-endocrine, chromogranine A,
récepteurs aux androgenes, NKX3-2, Zeb1
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