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RESUME

Introduction : Le carcinome intraductal de la prostate (IDC-P) est souvent considéré comme une
propagation rétrograde d’un cancer de prostate (CaP) invasif dans les canaux, et sa présence est associée
a un pronostic sombre. Peu d’études ont évalué un différentiel d’expression entre I’'IDC-P et la
composante infiltrante, et I’hétérogénéité d’expression au sein des foyers d’IDC-P n’est pas connue.

Matériel et Méthodes : Nous avons étudié 79 cas de CaP avec composante intraductale traités par
prostatectomie dans le service d'Urologie du CHRU de Tours de 2021 a 2023. Des blocs de TMA ont
été construits avec les composantes intraductales et infiltrantes, et utilisés pour [’analyse
immunohistochimique de marqueurs impliqués dans le cycle cellulaire, la signalisation androgénique,
I’hypoxie, la réparation de I’ ADN et les check-points immuns.

Résultats : Il existe une bonne concordance d’expression entre les 2 composantes pour ERG, PTEN,
p53, ainsi que pour les genes MMR qui montrent néanmoins dans certains cas une perte limitée a la
composante intraductale. On observe une augmentation significative de I’expression de Ki67, PD-L1 et
GLUT]1 dans I’IDC-P par rapport a la composante infiltrante. Il existe de plus une hétérogénéité spatiale
d’expression de certains marqueurs au sein de I’IDC-P : Ki67, ERG, RA et p53 sont davantage exprimés
en périphérie, tandis que 1’expression de PD-L1 et GLUT]1 se limite a la partie centrale.

Conclusions : Nos résultats sont en faveur d’une filiation entre le CaP infiltrant et I’IDC-P, et montrent
une expression accrue de marqueurs liés a 1’agressivité dans le contingent intraductal. L hétérogénéité
spatiale au sein de I’'IDC-P suggeére un degré d’hypoxie augmentée au centre de la Iésion. L’expression
accrue de PD-L1 et la perte d’expression de certains génes MMR dans I’IDC-P suggeérent une sensibilité
accrue aux traitements immunomodulateurs.

Mots-clés : cancer de prostate, carcinome intraductal de la prostate, biomarqueurs, immuno-
histochimie, tissu micro-array



ABSTRACT

Introduction: Intraductal prostate carcinoma (IDC-P) is most often considered a retrograde spread of
invasive prostate cancer (PCa) into prostatic ducts, and its presence is associated with a poor prognosis.
Few studies have evaluated the differential expression between IDC-P and the associated infiltrative
component, and the heterogeneity of expression within IDC-P foci is unknown.

Materials and Methods: We studied 79 cases of PCa with an intraductal component treated by
prostatectomy in the Urology Department of the Tours University Hospital from 2021 to 2023. TMA
blocks were constructed with the intraductal and infiltrative components and used for
immunohistochemical analysis of markers involved in the cell cycle, androgen signaling, hypoxia, DNA
repair, and immune checkpoints.

Results: We found a good concordance in expression between the two components for ERG, PTEN,
p53, as well as for MMR genes, which nevertheless show in some cases a loss limited to the intraductal
component. A significant increase in the expression of Ki67, PD-L1, and GLUT1 was observed in the
intraductal component compared to the infiltrating component. Furthermore, spatial heterogeneity in the
expression of certain markers was observed within the intraductal component: Ki67, ERG, RA, and p53
were more expressed in the periphery, while PD-L1 and GLUT]1 expression were limited to the center.

Conclusions: Our results support a relationship between infiltrating CaP and IDC-P, and show increased
expression of markers related to PCa aggressiveness in the intraductal component. The spatial
heterogeneity within IDC-P suggests an increased degree of hypoxia in the center of the lesion. Increased
PD-L1 expression and loss of expression of some MMR genes in IDC-P suggest increased sensitivity to
immunomodulatory treatments.

Keywords: prostate cancer, intraductal carcinoma of the prostate, biomarkers, immunohistochemistry,
tissu micro-array
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INTRODUCTION

Le cancer de prostate (CaP) est le premier cancer chez les hommes en France et représente 28%
des cancers masculins. En 2023, 59885 nouveaux cas de CaP ont été diagnostiqués, et il
représente la 3°™ cause de décés par cancer en France et en Europe (1).

Le carcinome intraductal prostatique (IDC-P) constitue une forme grave de cancer de prostate,
identifié dés la fin des années 1990, mais reconnu officiellement en 2016 par 1’Organisation
Mondiale de la Santé.

L’IDC-P est défini comme une prolifération de cellules tumorales au sein de canaux
prostatiques, avec des atypies marquées et un pleiomorphisme nucléaire important. Ces
cellules, qui expriment la P504S, sont agencées selon une architecture solide, cribriforme ou
micro-papillaire, parfois avec comédo-nécrose centrale. En périphérie, il persiste une couche
de cellules basales. La colonisation des canaux prostatiques par les cellules tumorales peut étre
incomplete (2) Le plus souvent, I'IDC-P est considéré comme une colonisation de canaux
préexistants par une prolifération tumorale adénocarcinomateuse infiltrante agressive de
voisinage et de haut grade (3). Néanmoins, dans les rares cas d’IDC-P isolés ou associés a des
petites tumeurs de bas grade, I’hypothése d’une prolifération d’emblée intraductale doit étre
évoquee (4,5).

Le diagnostic différentiel avec la néoplasie intra-prostatique de haut grade (HG-PIN), 1ésion
pré-cancéreuse, peut représenter un véritable défi. Le HG-PIN présente des atypies
cytologiques nucléaires et architecturales moins marquées que I’IDC-P. Quelques études se
sont concentrées sur les différences moléculaires entre I’'IDC-P et ’HG-PIN concluant a une
perte fréquente du géne suppresseur de tumeur PTEN (70% a 80%) (6) et une expression plus
fréquente d’ERG (signant le présence du gene de fusion TMPRSS2-ERG) (60%) comparé a
I’HG-PIN (7-9).

L’IDC-P est retrouve sur 15% a 30% des prostatectomies totales (3,10—-13), ainsi que sur 14%
des biopsies avec un carcinome prostatique acinaire infiltrant (3,13). En revanche, I’IDC-P isolé
est rare, il est retrouve sur 0,06 — 0,26% des biopsies prostatiques totales (14—16). L’IDC-P est
fréquemment associé a des CaP infiltrants de haut grade, beaucoup plus rarement a des CaP bas
grade (3).

L’IDC-P est associé a un pronostic défavorable comme 1’ont montré de nombreuses études. Les
CaP avec composante intraductale ont une diminution de la survie sans récidive aprés
traitement, de la survie sans métastase, ainsi qu’une diminution de la survie globale et de la
survie spécifique par rapport a des CaP de grade identique, mais sans IDC-P (15, 16). La survie
spécifique est diminuée quel que soit le grade du carcinome infiltrant associé, méme en cas de
grade groupe (GG) 1 ou 2 selon I'ISUP ; (2) . De plus, parmi les patients avec un GG 2 sur la
biopsie, la présence d’IDC-P est associé a une maladie plus avancée et de plus haut stade pTNM
(19). 11 a été observé une association significative entre la présence d’IDC-P et la présence de
métastases ganglionnaires (pN1) (20). La prise en compte de I'IDC-P améliore la stratification
des patients dans les groupes a risque de survie sans métastase et de survie spécifique (18,21).

D’un point de vue moléculaire, les CaP avec une composante intraductale ont une fréquence
plus élevée de perte de PTEN, perte associée a un mauvais pronostic dans les CaP : 69% a 84%
versus 20% a 40% de perte de PTEN pour I’ensemble des cas de cancer de prostate (22).



On observe également une augmentation des mutations liées aux geénes de réparation de I’ADN
notamment une perte bi-allélique de BRCA2 germinale plus fréquente dans les CaP avec IDC-
P (23), et une augmentation des altérations germinales de BRCA2 et CDK12 (24). Il a de plus
été décrit une augmentation du nombre de pertes d’hétérozygotie (LOH) dans les CaP avec une
composante intraductale comparé aux CaP sans IDC-P, notamment pour les génes TP53 (60%
versus 40%) et RB1 (81% versus 60%). Il existe également une augmentation de la fréquence
des mutations de SPOP (17% - 29% versus 10%), d’ATM (7,3% versus 1%), FOXA1 (15%
versus 10%) et TP53 (19% versus 10%) (22). Chua a également décrit dans les CaP avec
composante intraductale un phénoméne de « nimbosus » défini par un plus haut pourcentage
d’altérations génomiques, une hypoxie accrue et une surabondance de ’ARN non codant
SChLAPI1 (3 fois plus ¢levé dans les CaP avec IDC-P) (23).

Des altérations moléculaires communes dans les 2 contingents ont été¢ décrites, comme une
perte de PTEN ou une expression de ERG (7,26), suggérant fortement la filiation entre les deux
composantes. Une analyse génomique a également décrit un ancétre clonal commun entre les
deux contingents (27). Enfin, I’étude de Zhao a montré que 77% des IDC-P et des cancers
infiltrants associés étaient clonalement proches (28).

Cependant, peu d’études ont évalué le différentiel d’expression entre I’IDC-P et la composante
infiltrante associée, pouvant rendre compte de 1’agressivité associée a ce contingent. Enfin,
I’hétérogénéité d’expression au sein des foyers d’IDC-P n’est pas connue.

Les objectifs de ce travail sont de rechercher au sein d’une cohorte de CaP avec
composante IDC-P, des marqueurs de filiation entre les deux contingents, des marqueurs
d’agressivité dans la composante intra-ductale par rapport a la composante infiltrante, et
de rechercher une hétérogénéité des marqueurs au sein de la composante intraductale, ou
« niche intraductale ».



MATERIEL ET METHODES

11 s’agit d’une étude monocentrique portant sur des patients traités par prostatectomie totale
entre 2021 et 2023 pour CaP dans le service d’Urologie du CHRU de Tours, et pour lesquels
une composante intraductale était mentionnée dans le compte rendu histopathologique. Au
total, 90 pieces de prostatectomies ont été relues (GF), afin d’identifier les zones de carcinome
infiltrant et les zones de carcinome intraductal. La présence d’une composante intraductale a
été confirmée par un marquage par le PIN cocktail, associant des cellules tumorales P504S
positives au centre, avec persistance d’une couche basale p63 positive en périphérie (Figure 1).
Vingt et un cas ont été exclus en raison de 1’absence de foyer de carcinome intraductal résiduel,
et un total de 79 cas ont été¢ analysés. Pour chaque patient, les données suivantes ont été
récupérées : Age, taux de PSA préopératoire, GG ISUP (Gleason), et stade pTNM. Les
caractéristiques des patients sont résumées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Caractéristiques des patients et des tumeurs

Age (médiane, limites) 71 ans (50-78)
Pré-op PSA (médiane, limites) 11 ng/ml (3-64)
ISUP GG ISUP 2 n=28

ISUP 3 n=37

ISUP 4-5 n=14
pTNM pT2 n=34

pT3 n=42

A partir de prélévements fixés au formol et inclus en paraffine, un ou deux blocs représentatifs
de chaque piece a (ont) ¢été sélectionné(s), et une délimitation du contingent
adénocarcinomateux infiltrant d’une part, et du contingent intraductal d’autre part, a été réalisée
apres lecture de lame HES correspondante par un détourage directement sur le bloc en deux
couleurs différentes. Les TMAs (n=2) ont été réalis€s, avec pour chaque patient, un prélévement
sur le bloc de paraffine initial (bloc donneur) de trois spots de tissu tumoral infiltrant et trois
spots contenant la composante intraductale, par un punch de 1 mm, et transférés a la suite sur
le bloc de TMA (bloc receveur). A partir de ces blocs de TMA, 1 coupe sur 10 a été colorée par
I’HES, afin de controler la représentativité des 1ésions.

Les anticorps anti p63 et PIN cocktail (P504S + p63) ont été utilisés pour s’assurer de la
présence d’une composante intraductale sur les TMAs. Les marqueurs suivants ont ensuite été
¢tudiés : marqueurs du cycle cellulaire (Ki67, p53), géne suppresseur de tumeur PTEN,
marqueurs de la signalisation du récepteur aux androgenes et/ou de la présence du gene de
fusion (RA, ERG), marqueur neuroendocrine (Chromogranine A), marqueurs d’hypoxie et/ou
de switch métabolique (HIF1 alpha, CAIX, GLUT1), marqueurs de réparation de I’ADN
(MLH1, MSH2, MSH6, PMSM2), check-point immun (PD-L1).



Figure 1 : Foyers de carcinome intra-ductal d’architecture cribriforme (4, HES), avec persistance en périphérie d’une
couche basale p63+ et contenant des cellules tumorales p504+ ; a noter en périphérie la composante infiltrante p63- p504+
(B, PIN cocktail).

Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des coupes de 4 um d’épaisseur,
apres déparaffinage, réhydratation, démasquage des antigenes (tampon citrate pH 6, quatre
cycles de 6 minutes au micro-ondes a 600 W), inhibition de la péroxydase endogeéne (incubation
avec H202 1% pendant 10 minutes), et incubation avec les anticorps primaires dont les

caractéristiques sont représentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques des anticorps utilisés

Anticorps Clone Fournisseur Tps Dilution
d’incubation
P63 4A4 Biocare Medical 32 min 1/200
PIN P504S + Y4A3 Zytomed 32 min 1/50
COCKTAIL
(P504S + P63)
K167 30 9 Ventana 8 min Prédilué
P53 DO-7 Dako 32 min 1:50
PTEN QROA42 Quartett 60 min 1:100
RA 6E3 Ventana 60 min Prédilué
ERG EPR3864 Roche 32 min Prédilué
Chromo-A LK2H10 Zytomed 60 min 1:400
GLUT1 Polyclonal Thermo Scientific 20 min 1:400
PD-L1 22C3 Dako 32 min 1:50
HIF-1-ALPHA Genetex 60 min 1:500
CA-IX TH22 Leica 20 min 1:100
MLH1 M1 Ventana 16 min Prédilué
MSH2 G219-1129 Cell Marque 60 min 1:100
MSH6 EP49 Bio/SB Diagomics 60 min 1:50
PSM2 A16-24 Ventana 44 min Prédilué




Les marquages ont été effectués en automate Ventana (Roche), sauf pour les immunomarquages
PTEN et HIF1 alpha qui ont été réalisés a I’aide du kit de révélation ZytoChemPlus HRP Broad
Spectrum DAB Kit (Diagomics).

Les lames ont été contre-colorées a I’hématoxyline, déshydratées par bains successifs d’alcool
2 96°, 100° et de xyléne puis montées avec une lamelle de verre collée.

Une double lecture des immunomarquages a été effectuée avec une évaluation quantitative pour
I’expression de Ki67 (pourcentage de cellules tumorales marquées), et une évaluation semi-
quantitative pour les autres anticorps : soit 0 (absence de marquage) versus + (marquage positif
hétérogene ou marquage faible) versus ++ (marquage positif homogene ou marquage fort). La
localisation de marquage au sein du contingent intraductal (centre versus périphérie) a
¢galement été analysée.

Les tests non paramétriques de Mann-Whitney et Kruskal Wallis ont été utilisés pour la
comparaison des variables quantitatives (Ki67) entre deux ou plusieurs groupes.

Le test du Chi-2 ou le test exact de Fisher ont été utilisés afin de comparer entre elles les
variables qualitatives.

La concordance entre les composantes invasives et intraductales a été¢ évaluée a 1’aide du
coefficient kappa (k). Dans le cadre de cette étude, il permet d’apprécier la concordance entre
les résultats obtenus pour les deux composantes, au-dela du hasard.

Une valeur de kappa (k) de 1,00 indique une concordance parfaite. Une valeur supérieure a 0,81
traduit une trés forte concordance. Enfin, une valeur comprise entre 0,61 et 0,81 correspond a
une bonne concordance.
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RESULTATS

Il n’a pas été¢ mis en évidence d’expression de la chromogranine A, de HIF 1 alpha ni de CA-
IX, que ce soit pour la composante infiltrante ou la composante intraductale.

La concordance d’expression entre les 2 composantes est indiquée dans le tableau 3. Les
données ont été analysées uniquement si le marquage était interprétable pour les 2 composantes.

Tous les patients (n = 34) avec un contingent infiltrant ERG- présentent un contingent
intraductal négatif pour ERG (Figure 2). Parmi les patients dont le contingent infiltrant est
ERG+, 92% ont un contingent intraductal ERG+ (Figure 2), et 8% (n = 3) présentent une
discordance un contingent intraductal ERG -.
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Figure 2 : Expression de ERG en immunohistochimie : 92% des tumeurs exprimant ERG dans la composante infiltrante
Uexpriment également dans la composante intraductale (A), et 100% des tumeurs ERG- dans la composante infiltrante sont
également ERG- dans la composante intraductale (B).

Nous avons obtenu des résultats similaires avec ’analyse de PTEN : 100% (n = 35) des patients
avec un contingent infiltrant PTEN — étaient négatifs sur le contingent intraductal (Figure 3).
Parmi les patients avec un contingent infiltrant PTEN+, 83% (n=29) présentaient un contingent
intraductal PTEN+, et 17% (n=6) avaient une perte de PTEN limitée au contingent intraductal
(Figure 3).

Nous n’avons pas trouvé de discordance entre les différents contingents pour le marquage de
p53; 100% (n=5) des patients dont le carcinome infiltrant était p53 + [’étaient pour
I’intraductal. De la méme maniere, 100% (n=66) des contingents infiltrants p53- étaient p53-
pour I’intraductal.
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Figure 3 : Expression de PTEN en immunohistochimie : 83% des tumeurs exprimant PTEN dans la composante infiltrante
["expriment également dans la composante intraductale (A) : 100% des tumeurs avec perte de PTEN dans la composante
infiltrante sont également PTEN- dans la composante intraductale (B) ; 17% des tumeurs PTEN+ dans la composante
infiltrante sont PTEN- dans la composante intraductale (C).

L’étude des génes MMR montre une perte d’expression (AIMMR) chez 2 & 3 patients pour les 2
contingents (3 a 4%) (Figure 4). A noter que les patients AMMR sont les mémes. Il existe dans
2 a 3 cas une perte d’expression de MLH1 et MSH2 dans le contingent intraductal seulement
avec une perte focale pour MSH2, limitée a la partie centrale (Figure 4).
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Figure 4 : Expression de MSH2 en immunohistochimie : 96% des tumeurs exprimant MSH?2 dans la composante infiltrante
Dexpriment également dans la composante intraductale (4) : 100% des tumeurs avec perte de MSH2 dans la composante
infiltrante sont également MSH2- dans la composante intraductale (B) ; 4% des tumeurs MSH2+ dans la composante
infiltrante sont MSH2- au niveau de la partie centrale de la composante intraductale (C).
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Tableau 3 : Concordance d’expression entre les 2 composantes

Marqueur CaP + CaP - Coef x
ERG IDC-P+ N=34 N=0 0,92
IDC-P- N=3 N=34
PTEN IDC-P+ N=29 N=0 0,82
IDC-P- N=6 N=35
P53 IDC-P+ N=5 N=0 1
IDC-P- N=0 N=066
MSI MLH1 IDC-P+ N=66 N=0 0,72
IDC-P- N=2 N=3
MSH2 IDC-P+ N=66 N=0 0,65
IDC-P- N=3 N=3
MSH6 IDC-P+ N=69 N=0 1
IDC-P- N=0 N=3
PMS2 IDC-P+ N= 70 N=0 1
IDC-P- N-= N=2

L’expression différentielle des marqueurs entre les contingents infiltrants et intraductaux est
représentée dans le tableau 4.

I1 existe une augmentation significative de la prolifération dans le contingent intraductal par
rapport au contingent infiltrant, avec une médiane de 4.5% des cellules tumorales positives pour
Ki67 dans le contingent intraductal versus 3% dans le contingent infiltrant, p <0.0001 (test des
rangs de Wilcoxon) (Figure 5A).

De méme, il existe une augmentation significative de I’expression de PD-L1 et de GLUT1 dans
le contingent intraductal par rapport au contingent infiltrant, p = 0.0001 et <0.0001,
respectivement (test du Qui 2) (Figure 5B et 5C).

Enfin, il existe une diminution significative de I’expression du récepteur aux androgenes (RA)
dans le contingent intraductal par rapport au contingent infiltrant, p < 0.0001 (test du Qui 2)
(Figure 5D).
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Tableau 4 : Différences d'expressions entre CaP et IDC-P

Marqueur CaP IDC-P o]
Ki 67 (médiane, limites) 3% (0-21) 4.5% (0-24) <0.0001
PD-L1 - n=60 n=36

+ n=2 n=15 0.0001
GLUT1 - n=60 n=38

+ n=5 n=23 <0.0001
RA + n=6 n=19

++ n=63 n=27 <0.0001

Au sein du contingent intraductal, il existe pour certains marqueurs une hétérogénéité
d’expression.

Ki67, ERG, RA et p53 sont plus exprimés en périphérie des ilots intraductaux avec une perte
d’expression centrale (Figure 6A, B, C, D). De méme, lorsqu’il y a une perte de 1’expression
de MSH2 limitée au contingent intraductal, cette perte est observée uniquement au niveau de la
partie centrale (Figure 4C).

En revanche, au sein du contingent intraductal, I’expression de PD-L1 et GLUT1 est limitée a
la partie centrale (Figure 6E et F).
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Figure 5 : Expression différentielle dans la composante intraductale par rapport a la composante infiltrante : L ’expression
de Ki67 est augmentée dans la composante intraductale (a droite) par rapport a la composante infiltrante (a gauche) (A) ;
L’expression de PDLI (B) et de GLUTI (C) sont plus fréequemment observées dans la composante intraductale ; l’intensité
d’expression du RA est plus faible dans la composante intraductale (D).
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Figure 6 : Hetérogénéité d’expression au sein du contingent intraductal ; L’expression de Ki67 (A), de p53 (B), du RA (C),
et de ERG (D) est plus importante au niveau de la partie périphérique du contingent intraductal. A l'inverse, [’expression
de PDLI (E) et de GLUTI (F) est limitée a la partie centrale.




Marqueurs entre eux
Nous n’avons trouvé aucune association significative entre l’expression des différents
marqueurs, excepté pour 1’expression du RA inversement corrélé a I’expression de GLUTI, et
pour la composante intraductale uniquement (tableau 5).

Tableau 5 : Corrélation entre RA et GLUTI

RA + RA ++ P
CaP GLUT1 - n=4 n=>51 0,36
GLUT1 + n=1 n=4
IDC-P GLUT1 - n=4 n=18 0,002
GLUT1 + n=12 n=>5

Corrélation avec le stade pT et le score ISUP
On ne retrouve pas de corrélation entre I’expression des marqueurs et le score ISUP, que ce soit
pour la composante infiltrante ou la composante intraductale (p entre 0,1 et 0,8)

En revanche, il existe une corrélation significative entre le stade tumoral et la perte de PTEN
uniquement dans le contingent intraductal, avec une augmentation significative de la perte de
PTEN dans les tumeurs pT3 par rapport aux pT2 (tableau 6).

Tableau 6 : Corrélation entre PTEN et le stade pT

pT2 pT3 P
Cli PTEN + n=20 n=18 0,6
PTEN - n=11 n=26
CID PTEN + n=17 n=13 0,02
PTEN - n=12 n=30
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DISCUSSION

Nous n’avons pas mis en évidence d’expression des marqueurs neuroendocrines dans les 2
composantes, en accord avec des études précédentes (28,29).

Nous avons retrouvé une excellente concordance d’expression entre la composante infiltrante
et la composante intraductale avec de bons coefficients de corrélation pour ERG, PTEN, p53 et
les génes MMR. A noter dans 6 cas une perte de PTEN et dans 3 cas une perte d’expression de
MSH2 (+/-MLH1) dans le contingent intraductal seulement. Ces résultats confirment les études
précédentes concernant ERG et PTEN, en faveur d’une filiation entre les deux composantes
(22,23).

La perte de PTEN limitée au contingent intraductal dans 6 cas suggere une évolution divergente
du contingent intraductal dans certains cas avec un phénotype plus agressif. Cette hypothése est
confortée par le fait que nous avons retrouvé que le stade pT3 était associé a une perte de PTEN
plus fréquente dans la composante intraductale seulement.

Nous avons observé une variation de I’expression de certains genes dans le contingent
intraductal par rapport au contingent infiltrant, et une hétérogénéité d’expression de ces génes
au sein du contingent intraductal.

En accord avec les études précédentes, nous avons montré une augmentation de la prolifération
cellulaire dans la composante IDC-P par rapport a la composante infiltrante (28). De plus, nous
avons observé une hétérogénéité d’expression spatiale au sein de I’'IDC-P, Ki67 et pS3 étant
plus exprimés en périphérie des foyers intraductaux. Ces données sont en accord avec une étude
ancienne retrouvant une expression plus importante du marqueur de prolifération Ki67 en
périphérie de la 1ésion (30).

Nous avons mis en évidence une diminution de I’intensité d’expression du RA dans la
composante intraductale par rapport a la composante infiltrante, avec également une
hétérogénéité d’expression au sein de I’IDC-P, correspondant a une perte d’intensité du RA au
centre des foyers intraductaux. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente
retrouvant une expression plus importante du RA en périphérie de la Iésion. (30). Au centre des
foyers, il existe également une diminution de I’expression d’ERG. L’expression de ERG étant
conditionnée a I’expression du RA dans les CaP avec fusion TMPRSS2-ERG, il est normal
d’observer une association entre ERG et RA. La diminution d’intensité d’expression du RA
dans les foyers intraductaux et particuliérement au centre de ceux-ci, pourrait expliquer la faible
sensibilité du carcinome intraductal a la déprivation hormonale (31).

Nous avons observé une augmentation de 1’expression de GLUTI1 dans la composante
intraductale par rapport a la composante infiltrante. GLUT1 est un transporteur de glucose
fréquemment surexprimé dans de nombreux types de cancers (32). Dans le cancer de la prostate,
I’expression de GLUT1 est associée a un switch métabolique vers la consommation de glucose
(effet Warburg) survenant aux stades avancés de la maladie, et particuliérement dans les CaP
résistants a la castration (33). L’expression de GLUT-1, induit par I’hypoxie, est également
considérée comme un marqueur d’hypoxie, la encore, conséquence du switch métabolique vers
une utilisation du glucose anaérobie. Une étude récente portant sur 1 cas de CaP avec contingent
intraductal a mis en évidence par analyse transcriptomique spatiale une augmentation
d’expression du marqueur d’hypoxie HIF-1-alpha dans la composante intraductale (29).
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Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé d’expression d’HIF-1-alpha ni de I’anhydrase
carbonique 9 (CAIX), autre marqueur d’hypoxie, que ce soit au niveau du contingent infiltrant
ou du contingent intraductal. Il est possible que ces deux marqueurs soient peu sensibles pour
¢valuer I’hypoxie dans le CaP. Au sein du contingent intraductal, 1’expression de GLUT1 est
limitée a la partie centrale, qui, en I’absence de vascularisation de la niche intraductale, s’avere
étre la zone la plus hypoxique. Nous retrouvons donc une association inverse entre GLUT1 et
I’expression du RA dans la composante intraductale. En sus de sa dépendance a I’hypoxie, il a
¢galement été¢ montré que GLUT1 pouvait étre un geéne cible de 1’activation du récepteur aux
androgenes (34). De ce fait, la diminution d’intensité d’expression du RA dans les secteurs
exprimant GLUT1 pourrait étre due a un rétrocontrole négatif.

Notre étude a également mis en évidence une augmentation de 1’expression de PD-L1 dans la
composante intraductale par rapport a la composante infiltrante. Au sein du contingent
intraductal, I’expression de PD-L1 est limitée a la partie centrale. Dans un grand nombre de
cancers, I’expression de PD-L1 permet aux cellules tumorales et parfois aux cellules myéloides
du stroma d’atténuer la réponse antitumorale de 1’héte (35). L’ immunothérapie ciblant I’axe
PD-1/PD-L1 donne de bons résultats dans les tumeurs immunogénes exprimant PD-L1, dites
« tumeurs chaudes ». A I’'inverse, les CaP sont considérées dans leur ensemble comme des
tumeurs froides, avec peu d’immunogénicité, avec peu ou pas d’effet de I’immunothérapie (35).
L’expression de PD-L1 semble augmentée dans les CaP de mauvais pronostic, incluant les
cancers métastatiques résistants a la castration (35-37) . L’expression de PD-L1 limitée a la
partie centrale des foyers d’IDC suggére un lien avec I’hypoxie. En effet, il a ét¢ montré que la
culture de cellules cancéreuses de prostate en conditions hypoxiques augmentait 1’expression
de PD-L1 (36). De plus, certaines cytokines produites par les cellules immunes, lymphocytes
et macrophages semblent également controler I ‘expression de PD-L1 (38). Il parait donc
intéressant comme perspective de rechercher une corrélation au sein des foyers d’IDC-P entre
I’expression de PD-L1 et la présence d’une population immune incluant les lymphocytes T, les
macrophages associés aux tumeurs et les cellules dendritiques.

Malgré une faible réponse globale des CaP a I’immunothérapie, I’efficacité du traitement est
augmentée dans les tumeurs « mismatch repair » déficientes (AIMMR). Le taux de CaP dAMMR
est environ de 3%, et le phénotype dMMR peut étre acquis lors de 1I’évolution du cancer (39).
Dans notre étude portant sur des CaP localisés sans traitement antérieur, 3 patients sur 71 (4.2%)
avaient une perte d’expression d’un ou plusieurs genes MMR dans la composante infiltrante et
la composante intraductale. De plus, 3 autres patients avaient une perte d’expression de MSH2
(plus ou moins MLH1) limitée a la partie centrale de la composante intraductale, sans perte
d’expression de la composante infiltrante, avec donc un taux de dMMR totale ou partielle de
8.4%. L’association entre phénotype dMMR et architecture intraductale est confortée par une
étude précédente montrant que 23% des CaP dMMR avaient une composante intraductale (40).
L’ensemble de ces données suggerent que les CaP avec composante intraductale pourraient
avoir une sensibilité plus importante aux traitements immunomodulateurs. Cette sensibilité
devrait étre étudiée en fonction de I’expression dans ces tumeurs de PD-L1 et des genes MMR.

En conclusion, nos résultats suggérent que I’IDC-P est bien affiliée a la composante infiltrante,
et differe dans certains cas de celle-ci par I’acquisition de marqueurs d’agressivité. De plus,
deux zones distinctes sont identifiées dans la composante intraductale, d’une part une zone
périphérique siege de la prolifération cellulaire et de la signalisation du RA, d’autre part une
zone centrale exprimant des marqueurs liés a I’hypoxie.
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PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons sélectionné plusieurs anticorps et, par conséquent, plusieurs
protéines afin de mettre en évidence leur expression spatiale au sein de la niche intra-ductale.
Ainsi, notre analyse se concentre sur un nombre restreint de protéines, limité¢ a celles
sélectionnées pour cette étude. Pour aller au-dela de cette limitation, une analyse plus
approfondie par transcriptomique spatiale a été réalisée sur 7 patients (non inclus dans cette
¢tude), dont les résultats sont en cours. Cette approche permettra de cartographier I’expression
d’une multitude de génes tout en conservant la localisation précise de leur expression dans la
niche intra-ductale.

Par ailleurs, il serait particulierement intéressant, a 1’avenir, de comparer I’expression des génes
ou des protéines entre les IDC-P comportant une composante de haut grade, une composante
de bas grade ou encore les IDC-P isolés. Une telle comparaison pourrait permettre d’identifier
des biomarqueurs associ¢s au grade tumoral, contribuant ainsi a une meilleure stratification des
patients et a I’adaptation des stratégies thérapeutiques. En effet, nous pensons qu’une différence
significative peut étre observée selon que le CaP associé est de haut grade, de bas grade ou
inexistant, ce qui pourrait enrichir la compréhension des mécanismes biologiques impliqués
dans I’agressivité et 1’évolution des IDC-P.
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Résumé :

Introduction : Le carcinome intraductal de la prostate (IDC-P) est souvent considéré comme une
propagation rétrograde d’un cancer de prostate (CaP) invasif dans les canaux, et sa présence est associée
a un pronostic sombre. Peu d’études ont évalué un différentiel d’expression entre I’'IDC-P et la
composante infiltrante, et I’hétérogénéité d’expression au sein des foyers d’IDC-P n’est pas connue.

Matériel et Méthodes : Nous avons étudié 79 cas de CaP avec composante intraductale traités par
prostatectomie dans le service d'Urologie du CHRU de Tours de 2021 a 2023. Des blocs de TMA ont
¢té construits avec les composantes intraductales et infiltrantes, et utilisés pour [’analyse
immunohistochimique de marqueurs impliqués dans le cycle cellulaire, la signalisation androgénique,
I’hypoxie, la réparation de I’ADN et les check-points immuns.

Résultats : 11 existe une bonne concordance d’expression entre les 2 composantes pour ERG, PTEN,
p53, ainsi que pour les génes MMR qui montrent néanmoins dans certains cas une perte limitée a la
composante intraductale. On observe une augmentation significative de I’expression de Ki67, PD-L1 et
GLUT]1 dans I’IDC-P par rapport a la composante infiltrante. Il existe de plus une hétérogénéité spatiale
d’expression de certains marqueurs au sein de I’IDC-P : Ki67, ERG, RA et p53 sont davantage exprimés
en périphérie, tandis que 1’expression de PD-L1 et GLUTI se limite a la partie centrale.

Conclusions : Nos résultats sont en faveur d’une filiation entre le CaP infiltrant et I’IDC-P, et montrent
une expression accrue de marqueurs liés a 1’agressivité¢ dans le contingent intraductal. L. hétérogénéité
spatiale au sein de I’IDC-P suggere un degré d’hypoxie augmentée au centre de la 1ésion. L’expression
accrue de PD-L1 et la perte d’expression de certains genes MMR dans 1I’IDC-P suggerent une sensibilité
accrue aux traitements immunomodulateurs.
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