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Glossaire

Anatomie pathologique : la discipline consacrée a I’étude morphologique des anomalies
macroscopiques et microscopiques des tissus biologiques et des cellules pathologiques

prélevés sur un étre vivant ou mort.

ASAP ou Atypical Small Acinar Proliferation: foyer d’acini suspect mais ne présentant pas
tous les critéres du carcinome prostatique pour pouvoir en faire le diagnostic de facon

formelle.

CaP primitifs : cancer prostatique détecté a partir de la glande prostatique, par opposition au
CaP secondaire qui est découvert dans un autre site en dehors de la prostate, et dont la

recherche du site primitif révele son origine Prostatique.

Copeaux de résection prostatiques : la résection prostatique consiste a retirer un adénome

prostatique en le découpant en copeaux par méthode endoscopique.

Endoscopie:ou fibroscopie, est une méthode d'exploration visuelle des organes et des cavités
internes, grace a l’introduction par les orifices naturels, d’un tube rigide ou souple
(endoscope) au bout duquel sont fixées une lampe et une caméra, I'endoscopie a une double

fonctionnalité : diagnostique et thérapeutique (intervention).

Hyperplasie adénomateuse atypique de la prostate (HAA) : lésion bénigne caractérisée
par un foyer bien limité d’acini de petite taille bordées par des cellules claires aux noyaux

nucléolés, avec une assise basale discontinue.

Hyperplasie bénigne de la prostate (HPB):c’est une altération bénigne qui se manifeste par
une augmentation du volume d'un tissu par multiplication des cellules qui le constituent. Ceci

peut entrainer 1’hypertrophie d'un tissu ou d'un organe.

Hyperplasie cribriforme : hyperplasie bénigne nodulaire bien limitée, d’architecture

complexe criblée.

Lymphomes : un lymphome est un cancer du systeme lymphatique ayant pris naissance dans
un organe lymphoide secondaire et qui se développe aux dépens des lymphocytes.

Néoplasie intraépithéliales prostatiques (PIN) : la néoplasie prostatique intra-epithéliale
(ou PIN) est une anomalie detubes glandulaires prostatiques. Elle peut étre de bas (LGPIN) ou
de haut grade (HGPIN). Cette anomalie est considérée comme une lésion précurseur du

cancer de la prostate (adénocarcinome prostatique).



Glossaire

Proliferativeinflammatory atrophy (PIA): Atrophie inflammatoire proliférative :

Atrophie prostatique focale associées a une inflammation.

Prostatectomie totale : ou prostatectomie radicale ou I’ablation de la prostate : C’est une
intervention chirurgicale qui consiste a retirer toute la prostate et certains tissus avoisinants
(Les vésicules séminales, la région ou la prostate rejoint la vessie, la partie de 1'urétre qui

traverse la prostate).



Résumé

Notre travail est une étude de cas de cancer de la prostate (CaP), pour ressortir 1I’intérét
de la détection de P63 et P504s dans I’adénocarcinome prostatique, a partir de I'analyse

immunohistochimique de foyer suspect.

Le travail pratique a été effectué sur deux cas, le premier était déja sujet d’une étude
immunohistochimique précédente révélant une lésion prostatique maligne de type
adénocarcinome; d’ou I’intérét de son utilité comme témoin dans notre étude, en le comparant
avec le deuxieme cas, qui présente une lésion mimant un cancer. Sur ces deux cas on a realisé
deux analyses : une étude histologique a plusieurs étapes et une étude immunohistochimique

durant laquelle on a réalisé I’immunomarquage P63 et P504s.

L’¢tude histologique des deux cas a montré les mémes résultats que ceux trouves dans
leurs fiches (étude histologique précédente). L’immunohistochimie a permis de donner un
diagnostic de certitude a notre cas suspect, par d’un coté, ’identification de la présence des
cellules basales prostatiques fondée sur le marquage positif de 1’anticorps P63, et de 1’autre
coté, par la confirmation de 1’absence des cellules tumorales prostatiques, révélée par le
marquage négatif de D’anticorps P504s. L’immunohistochimie a permis également de

confirmer le diagnostic malin du cas atteint de 1’adénocarcinome prostatique.

A travers le marquage P63/P504s, I’étude immunohistochimique a révélé un seul cas
d’hyperplasie bénigne a cellules cribriformes (P63+/P504s-), et un cas de tumeur maligne
(P63-/P504s+). Au cours de notre travail, cette technique a permis non seulement un
diagnostic de certitude et de tris mais surtout de permettre 1’adaptation de la prise en charge
correspondante a chaque patient, d’éviter I’extension du cancer devant de telle technique
rapide et efficace en diagnostic (éviter de tomber dans un cas faux positif) et de cribler de
nouvelles formes bénignes et malignes de lésions prostatiques ce que ouvre le débat sur leurs

mécanismes de carcinogéneses, et les facteurs de risques confrontés.

Mots clés : Adénocarcinome, immunohistochimie, p63, p504s, diagnostic suspect.



Abstract

Our work is a case study of prostate cancer (CaP), to highlight the interest of the
detection of P63 and P504s in prostatic adenocarcinoma, from the immunohistochemical
analysis of a suspect focus.

The practical work was carried out on two cases, the first onewas already the subject
of a previous immunohistochemical study revealing a malignant prostatic lesion: the
adenocarcinoma. Which make it really interesting to be used as a witness in our study, by
comparing it with the second case that presents a lesion mimicking a cancer.On these two
cases, two analyzes were performed: a multi-step histological study and an
immunohistochemical study during which the P63 and P504s immunostaining was performed.

The histological study of the two cases showed the same results as those found in their
charts (previous histological study). The immunohistochemistry made it possible to give a
definite diagnosis to our suspected case, first,bythe identification of the presence of prostatic
basal cells based on the positive coloration of the P63 antibody, second ,by the conformation
of the absence of prostatic tumor cells, revealed by the negative coloration of the P504s
antibody. The immunohistochemistry has also confirmed the malignant diagnosis of the case

with prostatic adenocarcinoma.

Through the P63 and P504s staining, the immunohistochemical study revealed a single
case of benign cribriform cell hyperplasia (P63 + / P504s-), and one case of malignant tumor
(P63- / P504s +). During our work, this technique allowed not only a diagnosis of certainty
and sorting but above all to allow the adaptation of the corresponding care to each patient, to
avoid the extension of the cancer in front of such rapid technique and effective in diagnosis
(avoid falling into a false positive case) and screening for new benign and malignant forms of
prostate lesions, which opens up the debate on their carcinogenesis mechanisms, and thus the

risk factors involved.

Keywords: Adenocarcinoma, immunohistochemistry, p63, p504s, suspicious diagnosi
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Introduction

Le cancer de la prostate (CaP) est le deuxiéme cancer le plus fréquemment
diagnostiqué, et la sixiéme cause principale de décés par cancer chez I’homme dans le monde.
1 276000 de nouveaux cas estimés en 2018, avec environ 359 000 déces (Culp et al., 2019).

Il touche essentiellement les sujets ages, dont 65% dépassent les 65 ans (Madu et Lu,
2010). Les cas de moinsde 50 ans sont rares (Berthélémy, 2016).

De multiples facteurs génétiques et démographiques, notamment I'age, les antécédents
familiaux, la susceptibilité génetique, et la race, contribuent a la forte incidence du CaP
(Abeshouse et al., 2015). Ces facteurs induisent I’altération de I’ADN d’une cellule qui, avec
ses descendantes définit le clone tumoral. La carcinogénese du CaP est complexe, avec une
grande hétérogénéité des tumeurs constituées, du fait de I’accumulation, au cours du temps,

de mutations somatiques conduisant a la création de sous-clones(Solary, 2014).

Les adénocarcinomes (ADK) correspondent a 1’entité prédominante des CaP. lls
représentent 90% des cas (Cofais et al., 2016), dont la variante la plus fréquente est I’ADK
acineux. Il s’agit de tumeurs épithéliales qui se développent aux dépends des acini ou de petits
canaux prostatiques. Elles présentent un spectre large depuis les formes trés différenciées
lentement évolutives, jusqu’aux carcinomes indifférenciés de mauvais pronostic. Ces derniers,

posent parfois un probleme de diagnostic histopathologique (Vandenbos et al. 2004).

Avec le développement des moyens de dépistage, le taux de biopsies de prostate
anettement augmenté, ce qui a entrainé la détection précoce des tumeurs de trés petite taille.
L’analyse des biopsies prostatiques constitue le gold standard pour le diagnostic précis d’un
CaP. Le recours aux techniques immunohistochimiques est devenu indispensable devant les
difficultés diagnostic, de plus en plus importantes, confrontés par les pathologistes en routine :
foyer minime, foyer suspect (ASAP), néoplasie intra-épithéliale (PIN), Iésions mimant un
cancer. Ces techniques font appel essentiellement aux marqueurs des cellules basales (la P63)

et des cellules tumorales prostatiques (la P504s) (Molinié et al., 2008).

C’est dans ce contexte que nous nous s’intéressons de plus pres, a rechercher les
particularités anatomo-pathologiques du CaP, avec revu de la littérature, et a ressortir a
travers I’étude immunohistochimique, I’intérét de 1’utilisation des anticorps anti p63 et anti

p504s dans le diagnostic de I’ADK acinaire de prostate. Notre travail est présenté sous forme
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d’un mémoire qui comporte trois parties principales, en plus, de I’introduction et la

conclusion générale :

v Une partie bibliographique: représente brievement des généralités sur le cancer de la
prostate, les marqueurs immunohistochimiques p63 et p504s et le diagnostic du CaP.

v Une partie expérimentale: représente la méthodologie expérimentale, nous
rapportons 2 observations de lésions prostatiques, dont I’'une correspond a un CaP, et
I’autre & une 1ésion bénigne mimant un CaP. Ces 2 cas, sont colligés au niveau du
service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques du centre hospitalo-universitaire
Djilali BOUNAAMA-Douéra.

v' Une partie résultats et discussion: représente les résultats obtenus ainsi que leurs

discussion.
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1. Rappels sur la glande prostatique
1.1. Anatomie

La prostate est un organe, d’environ 4 cm de largeur, 3 cm de hauteur et 2 cm d’épaisseur,
faisant partie des glandes annexes de I’appareil génital male (Colles et Buxeraud, 2019). Elle
a la taille et la forme d’une chataigne chez I’homme jeune (15-20 g); son volume augmente

avec I’age (Cofais et al., 2016).

Elle est située sous la vessie, en avant du rectum. Elle est traversée par 1’urétre qui, dans
son trajet prostatique, recoit les canaux déférents et éjaculateurs (Figure 1) (Berthélémy,
2016). Elle est entourée d’une pseudo-capsule composée d’une couche interne musculaire

lisse et d’une couche externe de collagéne (Colles et Buxeraud , 2019).

e S

Ureter

Lymph node

Prostate gland

Vas deferens

Urethra
Penis

Testis

Figure 1: Anatomie des systemes reproducteur et urinaire masculins (NCI, 2020)

Selon le modéle anatomique de Mc Neal (Cornu et Cussenot, 2011), la prostate est
répartie en quatre zones (Figure 2):
- La zone de transition : elle représente 5% de la masse glandulaire prostatique. Elle est
constituée de 2 lobes entourant I’urétre prostatique proximal.
- La zone centrale : Elle constitue 25% de la masse glandulaire prostatique. Elle est située en
arriere de la zone de transition et entoure les canaux éjaculateurs (Seisen et al., 2012).
- La zone périphérique : Elle constitue la majorité des faces apicales, postérieure et latérale
de la prostate (Verse et al., 2016) . Elle forme 70% de la masse glandulaire prostatique et

4
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entoure la zone centrale et I'urétre prostatique distal. C’est dans cette zone que la majorité des
cancers se développent.
- Le stroma fibro-musculaire: Il est situé en antérieur. Il est constitué de fibres musculaires

lisses et striées et il est completement dépourvu de tissu glandulaire (Seisen et al., 2012).

<

Transition zone

Figure 2 : Anatomie zonale de Mc Neal (Niederhuber et al., 2020)

1.2. Embryologie

La prostate se développe, vers la huitieme semaine de la vie intra-utérine, a partir d’un
bourgeonnement du mésenchyme. Elle est partiellement d’origine mésodermique et

endodermique (David et Boinet, 2019).

1.3. Histologie

Sur le plan histologique (Figures 3,4 et 5), la prostate est formée de deux contingents

cellulaires principaux, 1’épithélium glandulaire et le stroma fibromusculaire (Vandenbos et
al.,2004).

-L’épithélium glandulaire
La prostate est constituée de cinquante glandes tubulo-alveolaires ramifiées (Tachdjian et
al., 2016). Le contingent épithélial glandulaire est constitué d’acini qui se groupent en lobules
centrés par des canaux se jetant dans 1’urétre (Vandenbos et al., 2004).

Il est composé de plusieurs types de cellules:
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- Les cellules épithéliales, qui bordent la lumiére des canaux de la glande prostatique. Elles
expriment le récepteur aux androgenes (AR) et elles répondent directement aux androgénes,
en stimulant la production et la sécrétion du PSA (antigéne prostatique spécifique) et la
phosphatase acide prostatique (PAP) (Cornu et Cussenot, 2011).
- Les cellules basales, qui sont situées a proximité de la membrane basale de 1’épithélium,
n’expriment pas le PSA. Elles constituent une réserve pour régénérer 1’épithélium prostatique
(Cornu et Cussenot, 2011). Elles expriment le marqueur P63 (Garudadri et al., 2020).
-Les cellules neuroendocrines sont intriquées avec les cellules glandulaires (Vandenbos et
al.,2004). Ces cellules sont présentes dans tous les secteurs de la glande prostatique,
n’expriment ni ’AR ni la PSA. Elle participe a la croissance et la différenciation de
1’épithélium via un contrdle autocrine et paracrine (Cornu et Cussenot, 2011).
-Stroma conjonctif (fibromusculaire)

Il contient la matrice extracellulaire, les fibroblastes, les capillaires, les cellules
endothéliales lymphatiques, les cellules musculaires lisses, les cellules neuroendocrines et les
axones. Ce stroma a un role de vecteur pour les facteurs de croissance et la communication

intercellulaire par les voies paracrines. Il intervient ainsi dans la, différenciation, la croissance

g sty e
% ‘PArost)ate g "ds

T

A3

Stroma

:ﬂ’ N

Figure 3: parenchyme prostatique normale a trés faible grossissement (The Human Protein
Atlas, 2003-2020)
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Figure 4:parenchyme prostatique normale a grossissement moyen (The Human Protein
Atlas, 2003-2020)

Figure 5 : glande prostatique normale a fort grossissement (The Human Protein Atlas,
2003-2020)
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1.4. Physiologie
La glande prostatique possede une double fonction (Seisen et al., 2012) :

e Fonction sexuelle

La prostate produit le liquide prostatique, constitué de PSA, citrate, Zn**, phosphatase,
glucose ... (Verze et al., 2016). Il participe a la composition du sperme (Cofais et al., 2016),

et iljoue principalement un réle de :
- Contréle du processus d’¢jaculation,
- Régulation des protéines qui activent la maturation des spermatozoides (Verze et al., 2016).

e Miction: La partie musculaire de la prostate par contraction arréte ou ralentit le jet
d’urine (Barron, 2012).

La prostate est un organe hormono-dépendant dont la croissance, la différenciation
cellulaire et la fonction sont sous la dépendance des androgenes et principalement de la

testostérone, qui est sécrétée par les testicules (Cornu et Cussenot, 2011).

2. Cancer de la prostate

2.1. Epidémiologie

Dans le monde, le CaP est le deuxiéme cancer de ’homme, apres le cancer broncho-
pulmonaire. Il constitue la sixieme cause principale de décés par cancer chez I’homme.

En 2018, I’incidence a atteint 1276000 nouveaux cas, avec un nombre de déces de
359 000 (Culp et al., 2019).

En Algérie, le CaP est le troisiéme cancer le plus fréquent chez I’homme, avec un taux de
10, 8 %, soit 2 578 nouveau cas en 2018(GCO, 2019) (Figure 6). Selon le registre de cancer
d’Alger, I’incidence a atteint 27.5 cas pour chaque 100.000 homme en 2017 (INSP, 2019)
(Figure 7).
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Lung
3271 (13,6%)
r

Other cancers
11327 (47,3 %)

Colorectum
2910 (12,1%)

Prostate
2578 (10,8%)

Total: 23 964
Bladder

2 505 (10,5%)
Stomach

1373 (5,7%)

Figure 6 : Nombre de nouveaux cas du cancer masculin en Algérie, en 2018 (GCO, 2019)
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Figure 7: Localisations cancéreuses les plus fréquentes — Hommes — Alger 2017 (INSP,
2019)

2.2. Facteurs de risque
2.2.1. L’age

L’age est le facteur de risque le plus important. Le CaP touche le plus fréquemment

I’homme agés de plus de 50 ans, il est relativement rare avant cet age (Berthélémy, 2016). En
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effet, le vieillissement peut influencer négativement sur la régulation de 1’expression des

génes dans les cellules de la prostate (Colombel et al., 2010).
2.2.2. Facteurs familiaux et prédisposition héréditaire
Les formes dites « familiales », comportent au moins deux cas de CaP dans la famille.

Parmi ces formes familiales, on distingue les formes héréditaires, susceptibles d’étre
transmises au cours des générations successives. Ces derniers ne représentent globalement
que 3.6 % des CaP (Fournier et al., 2004).

Ces formes correspondent aux familles avec au moins 3 cas de CaP, chez les parents de
premier ou du deuxiéme degré,ducdté paternel ou maternel, ou encore deux cas précoces
avant ’age de 55 ans. (Villers et al., 2003). La transmission héréditaire peut étre autosomique

dominante ou liée au chromosome X.

Des genes de prédisposition aux formes héréditaires du CaP ont été identifiés : HPCX (Xq27-
28), HPC20 (20q13), HPC2 (17p1l), PG1 (prostate cancer susceptibility genel) (8p22-23)
(Cussenot et al., 2004).

Dans certaines formes familiales, I’association d’'un CaP avec un autre type de cancer
(tumeurs cérébrales, lymphomes, cancers du sein et digestifs) suggére 1’existence de génes de
prédisposition communs (Cancel Tassin et Cussenot, 2005). Il existe des locus de
prédisposition dans les régions chromosomiques 5931-33, 7932 et 19912 seraient associés a
des formes familiales particulierement agressives de la maladie (Cussenot et al., 2004).

En absence de sources familiales, on parle de formes sporadiques qui concernent 70 a 80 %
des cancers (Villers et al., 2003).

2.2.3. Facteurs environnementaux

2.2.3.1. Alimentation

L’alimentation riche en graisse augmenterait le risque du CaP essentiellement par le biais des
acides gras polyinsaturés (acide alpha linolénique), selon des mécanismes divers, tels que la
formation des radicaux libres, qui altérent la composition de la membrane cellulaire
(Fournier et al., 2004), en s’interagissant avec les lipides et en déclenchant une réaction en
chaine radicalaire. Si les dommages sont graves, ces composes peuvent tuer les cellules (De
Marzo et al.,2004).

10
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2.2.3.2. Facteurs géographiques

Les taux d’incidence les plus €levés sont observés dans les pays développés (Australie,
Nouvelle-Zélande, Amérique du Nord, Europe du Nord et de 1’Ouest) (David et Boinet,
2019), les plus faibles étant retrouvés en Asie (Japon, Chine..)(Annika Parance Editeur,
2019).

2.3. Carcinogeneése prostatique

Le CaP se développe par 1’accumulation de divers modifications génétiques et

épigenétiques, générant des tumeurs largement hétérogenes (Packer et Mailand, 2016).

Dans les formes sporadiques, les altérations sont acquises au cours de la vie; ce qui
explique la plus grande fréquence des cancers a un age avance. Dans les formes héréditaires,
un certain nombre d’altérations génétiques existent déja a la naissance dans les cellules

prostatiques, ce qui explique la survenue plus précoce du cancer (Fournier et al., 2004).

2.3.1. Evénements génétiques

Les altérations genétiques sont liées a la sequence du géne (mutations, délétions,

duplications). Elles sont transmissibles a travers les générations (Colombel et al., 2010).

2.3.1.1. Suppression de NKX3.1

NKX3.1 est un gene suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 8p21 (Gurel et
al., 2010). Il code pour un facteur de transcription impliqué dans le contréle négatif du
développement de 1’épithélium prostatique (Packer et Maitland, 2016). Une perte
d'hétérozygotie (LOH) par délétion du 8p se voie dans 12 & 89% des néoplasies
intraépithéliales prostatiques de haut grade (HPIN) et dans 35% a 86% des ADK
prostatiques. La fréquence de la LOH sur le chromosome 8p augmente avec le grade et le

stade avancés du CaP (Gurel et al., 2010).

2.3.1.2. Suppression de PTEN

PTEN (phosphatase and tensin homologue) est un géne suppresseur de tumeur localisé

sur le chromosome 10 (g23.31) (De marzo et al., 2007). C’est un inhibiteur de la

11
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phosphatidylinositol 3-kinase / protéine kinase B (PI3K / Akt), voie de signalisation
nécessaire a la progression du cycle cellulaire et a la survie cellulaire (Niederhuber et al.,
2020). Une délétion du géne PTEN est observée dans environ 40% des tumeurs primaires
(Packer et Maitland, 2016) et dans 66 % des carcinomes prostatiques métastatiques
(Molinié et al., 2008).

2.3.1.3. Surexpression du MYC

Ce geéne est situé dans la zone g24 du chromosome 8 (De Marzo et al., 2007), il code
pour un facteur de transcription nucléaire qui régule la prolifération cellulaire (progression du
cycle, métabolisme, synthése protéique, fonctions mitochondriale). Sous I’effet des altérations
somatiques (translocation, amplification), MYC est surexprimé dans le CaP (Molinié et al.,
2008).

2.3.1.4. Réarrangements des génes ETS

Les genes de la famille ETS (ERG, ETV1, ETV4) codent pour des facteurs de
transcription intervenant dans les voies de signalisation qui régulent la croissance cellulaire, la
différenciation cellulaire et la cancérogeneése.

Le gene TMPRSS2 code pour la sérine protéase transmembranaire 2, fortement
exprimée a la fois dans les cellules prostatiques normales et cancéreuses. Il posséde dans ses
promoteurs des séquences androgéno-dépendantes.

La mise en évidence récente de génes de fusion TMPRSS2-ETS (TMPRSS2 et ETS
situés sur le chromosome 21) dans la majorité des CaP, constitue un progrés majeur dans la
connaissance des événements moléculaires précoces de la carcinogenése prostatique (Molinié
et al., 2008). Cette altération moléculaire est retrouvéedans 40% a 50% des cas (Abeshouse et
al., 2015).

L’activation d’ERG par la fusion avec TMPRSS2 (Figure 8) serait responsable, sous
I’influence d’une stimulation androgénique, de la surexpression de facteurs de transcription
qui pourrait conduire a une reprogrammation épigénétique, une signalisation de WNT et une

répression des voies de ’apoptose (Molinié et al., 2008).
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Androgénes Dt'élétions Facteur
i Réarrangements Transcript. HDACT
- ERG WNT

TNF, FAS
Autres

TMPRSS-2 ERG
(facteur oncogénique ETS)

Stimulation de la croissance cellulaire
Réduction de I'apoptose

Nouvelles perspectives thérapeutiques || Dérégulation épigénétique
Exemple : inhibiteurs HDAC1

Figure 8: Oncogenése médiée par des androgénes apres fusion/ translocation TMPRSS-2

dans les cancers de la prostate (Beuzeboc et Rébillard, 2007)

2.3.2. Evénements épigénétiques

Les altérations épigénétiques induisent des changements conformationnels dans la
double hélice d’ADN (Albanyet al., 2011), sans toucher a la séquence des génes (Bougneres,
2014). Elles modifient 1’accés des facteurs de transcription aux régions promotrices en amont
des séquences codantes (Albanyet al., 2011),ce qui permet de réguler 1’expression (Nicaud,
2017).

2.3.2.1. Hyperméthylation

L hyperméthylation des séquences d'flots CpG du promoteur du géne de la glutathion
S transférase (GSTPI) (De Marzo et al.,, 2004),le rend inactif (Figure 9, annexe 01),
empéchant son role protecteur contre la génotoxicité de certains carcinogenes. Cette altération
est fortement liée a la carcinogenese prostatique, observée dans plus de 90 % des cancers et
75 % des lésions de HPIN. D’autres génes sont réprimés de la méme fagon : EDNRB qui code
pour le récepteur a I’endothéline B, CD44 qui a un rdle de géne suppresseur de métastases,
Er-a et ER-B qui codent respectivement pour les récepteurs aux cestrogénes o et B (Fournier

et al., 2004).

Les cancérogeénes alimentaires, activés par les enzymes du cytochrome P-450 du foie, et
les carcinogénes oxydants, élaborés par des cellules inflammatoires (exprimant le récepteur
trimérique macrophage-piegeur MSR1), peuvent étre détoxifiés dans les cellules épithéliales

basales et dans les cellules d'atrophie inflammatoire proliférative par la classe m de la
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glutathion S-transférase (GSTPL, représentee sous forme de dimeére). Les cellules de néoplasie
intraépithéliale prostatique sont comme les cellules cancéreuses, dépourvues de GSTP1, et
elles subissent des leésions génomiques médiées par de tels cancérogénes. On pense que ces
cellules sont des précurseurs du CaP. Un X rouge est utilisé pour indiquer l'interception et la
désintoxication des cancérogénes (Nelson et al., 2003) (Figure 10).

Proliferative Inflammatory Prostatic Intraepithelial
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Atrophy

Activated
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Figure 10 : Perte de l'activité de gardien GSTP1 dans les cellules de la prostate et
vulnérabilité accrue aux dommages génomiques induits par des agents cancérigénes (Nelson
et al., 2003)

2.3.3. Voies signalétiques impliquées dans la carcinogénese prostatique

2.3.3.1. Lavoie du RA

Le récepteur des androgeénes (AR) joue un rdle central dans la croissance et le
développement normaux de la prostate, ainsi que dans la cancérogenése de la prostate et la

progression vers une maladie indépendante des androgenes (Lonergan et Tindall, 2011).
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Selon Abeshouse et al., (2015), les CaP primitifs présentent une large gamme d’activité
des AR. Leur étude démontre pour la premiere fois, une association directe entre des
mutations dans SPOP ou FOXA1 et une augmentation de la transcription induite par I’AR

dans les cancers de la prostate humaine.

2.3.3.2. Lavoie PIBK - AKT

La voie PIBK —AKT est I'une des principales voies de transduction du signal qui
favorisent la croissance, la survie et la prolifération des cellules qui régulent le métabolisme
cellulaire, le développement tumoral, la croissance, la prolifération, les métastases et la
réorganisation du cytosquelette (De Muga et al., 2010).

PI3K est une protéine kinase (EGFR, IGF -IR,...) associée a la membrane plasmique. Il y
a trois classes; ce sont les PI3K de classe IA qui sont clairement impliqués dans les cancers
humains y compris le CaP. De plus, cette classe est généralement en aval des récepteurs
tyrosine kinases (RTK). L'activation de ces récepteurs au niveau de la membrane cellulaire
entraine des changements conformationnels qui suppriment 1’auto-inhibition du domaine
catalytique de la PI3K. Une fois activé, PI3K catalyse la phosphorylation de PIP2 pour
produire PIP3. La liaison de PIP3 & I'Akt active la kinase 1 phosphoinositide-dépendante
(PDK1), qui va avec la PDK2 phosphoryler 1’Akt. Une fois phosphorylée, I'Akt activé peut
activer de nombreuses fonctions en aval via son activité kinase (Figure 11). La voie PI3K /
Akt est antagonisée par plusieurs phosphatases, dont le PTEN, la PH domain and Leucine rich
repeat Protein Phosphatase (PHLPP), la phosphatase acide prostatique cellulaire, PP2A et
INPP4B.La perte genétique ou une autre inactivation de ces phosphatases entraine une plus
grande quantité de phospho-Akt et une signalisation oncogénique accrue ou prolongéee
subséquente (Toren et Zoubeidi, 2014).
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Cancer

targets

Dans la prostate normale, NKX3.1, PTEN et p27 régulent la croissance et la survie des cellules de la prostate. Les niveaux inadéquats de PTEN (1) et
NKX3.1(2) conduisent a une réduction des niveaux de p27 (3) par une variété de mécanismes et a une prolifération accrue et une diminution de l'apoptose
(4). GF désigne le facteur de croissance, GFR le récepteur du facteur de croissance, PIP3 le 3,4,5-triphosphate de phosphatidylinositol, PIP2 le 4,5-
diphosphate de phosphatidylinositol, PI3K le phosphatidylinositide 3-OH, PTEN la phosphatase et I'nomologue de tension, Akt la protéine kinase B, PDK1
3- la protéine kinase-1 dépendante du phosphoinositide, PDK2 la protéine kinase-2 dépendante du phosphoinositide 3 et le facteur de transcription en téte
de fourche FKHR. Un X rouge indique des processus bloqués et des molécules qui n'ont pas été produites, un contour en pointillé réduit les niveaux de
molécules et un A la queue poly-A de I'ARN messager. Le point d'interrogation et la fléche pointillée dans le panneau de gauche représentent le soupgon,
pas encore prouvé, que NKX3.1 interagit directement avec Akt. CDKN1B, Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1B (p27, Kip1), géne codant pour la p27.
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Figure 11: Evénements moléculaires dans la pathogenése du cancer de la prostate

1.4. Classification des CaP

(Nelson et al., 2003)

1.4.1. Classification de I’OMS 2016

La classification de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) est une classification

qui englobe tous les types et les variantes de tous les cancers.

La classificationOMS des cancers prostatiques 2016 est d’actualité, Elle comporte,

acineux (Humphrey et al., 2016).

par rapport a la classification 2004, I’introduction de nouvelles variantes de I’ADK acineux
comme I'ADK microkystique et I’ADK a cellules géantes pléomorphes, une nouvelle entité
(carcinome intraductal), et de nouveaux marqueurs imunohistochimiques pour le diagnostic,

le classement, et la stratification des risques ainsi que la génétique moléculaire de ’ADK

La classification OMS 2016 des tumeurs de la prostate est résumée dans la Figure 12.
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Epithelial tumours Acute myeloid leukaemia 9861/3
Glandular neoplasms B lymphoblastic leukaemia/lymphoma 9811/3
| Acinar adenocarcinoma | 8140/3
Atrophic Miscellaneous tumours
Pseudohyperplastic Cystadenoma 8440/0
Microcystic Nephroblastoma 8960/3
Foamy gland Rhabdoid tumour 8963/3
Mucinous (calloid) 8480/3 Germ cell tumours
Signet ring-like cell 8490/3 Clear cell adenocarcinoma 8310/3
Pleomorphic giant cell Melanoma 8720/3
Sarcomatoid 8572/3 Paraganglioma 8693/1
Prostatic intraepithelial neoplasia, Neuroblastoma 9500/3
high-grade 8148/2
Intraductal carcinoma 8500/2 Metastatic tumours
Ductal adenocarcinoma 8500/3
Cribriform 8201/3
Papillary 8260/3 Tumours of the seminal vesicles
Solid 8230/3
Urothelial carcinoma 8120/3 Epithelial tumours
Squamous neoplasms Adenocarcinoma 8140/3
Adenosquamous carcinoma 8560/3 Squamous cell carcinoma 8070/3
Squamous cell carcinoma 8070/3
Basal cell carcinoma 8147/3 Mixed epithelial and stromal tumours
Cystadenoma 8440/0
Neuroendocrine tumours
Adenocarcinoma with neuroendocrine Mesenchymal tumours
differentiation 8574/3 Leiomyoma 8890/0
Well-differentiated neuroendocrine tumour 8240/3 Schwannoma 9560/0
Small cell neurcendocrine carcinoma 8041/3 Mammary-type myofibroblastoma 8825/0
Large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3 Gastrointestinal stromal tumour, NOS 8936/1
Leiomyosarcoma 8890/3
Mesenchymal tumours Angiosarcoma 9120/3
Stromal tumour of uncertain malignant potential ~ 8935/1 Liposarcoma 8850/3
Stromal sarcoma 8935/3 Solitary fibrous tumour 8815/1
Leiomyosarcoma 8890/3 Haemangiopericytoma 9150/1
Rhabdomyosarcoma 8900/3
Leiomyoma 8890/0 Miscellaneous tumours
Angiosarcoma 9120/3 Choriocarcinoma 9100/3
Synovial sarcoma 9040/3 Seminoma 9061/3
Inflammatory myofibroblastic tumour 8825/1 Well-differentiated neuroendocrine tumour /
Osteosarcoma 9180/3 carcinoid tumour 8240/3
Undifferentiated pleomorphic sarcoma 8802/3 Lymphomas
Solitary fibrous tumour 8815/1 Ewing sarcoma 9364/3
Solitary fibrous tumour, malignant 8815/3
Haemangioma 9120/0 Metastatic tumours
Granular cell tumour 9580/0
Haematolymphoid tumours The morphology codes are from the International Classification of Diseases
Diffuse large B-cell lymphoma 9680/3 for Oncology (ICD-O) {917A). Behaviour is coded /0 for benign tumours;
Chronic lymphocytic leukaemia / /1 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in
small lymphocytic lymphoma 9823/3 situ and grade Ill intraepithelial neoplasia; and /3 for malignant tumours
Follicular lymphoma 9690/3 The classification is modified from the previous WHO classification {756A),
Mantle cell lymphoma 9673/3 taking into account changes in our understanding of these lesions

Figure 12 : Classification de ’OMS des tumeurs de la prostate (Humphrey et al., 2016)
1.4.2. Score de Gleason

Le score de Gleason (GS) est une classification anatomopathologique utilisée pour
exprimer les résultats obtenus sur les biopsies prostatiques, les copeaux de résection

endoscopique ou les pieces de prostatectomie (Berthélémy, 2016).

Le score de Gleason est un score histopronostic, permettant d’évaluer 1’agressivité
(Salomon, 2014) et I’évolutivité de I’ADK prostatique (Qarro et al., 2012).
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Il comporte 5 grades, allant de 1(bien différencié¢) a 5 (indifférencie) selon I’architecture
glandulaire de la tumeur (Fournier, 2004).Mais les grades 1 et 2 ne sont plus utilisés (Matoso
et Epstein, 2016) (Figure 13). Le GS s’établie en effectuant la somme des deux grades les
plus représentés dans un ordre décroissant (Mokeddem et al., 2017). Exp: SG : 4+3=7.

Figure 13: Adénocarcinome prostatique: Gleason original (a gauche) et modifiés (ISUP) en
2015(a droite) (Epstein et al., 2016)

1.4.3. Groupes pronostics

Une nouvelle classification a été proposée par la société internationale de pathologie

urologique (ISUP) en 2014 et adoptée par ’OMS en 2016, avec les groupes pronostics

suivants (Tableau I)
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Tableau I : Groupes pronostics de la classification ISUP 2014/OMS 2016

SG Groupe ISUP Pronostic
6=3+3 I Bon pronosticpas méta
7=3+4 1 Peu de risque méta
7=4+3 i Risque + élevé / 1l
8=4+4/3+5/5+3 v Meilleur /V
SG9et 10 \% Mauvais Pc
(OMS, 2016)

1.4.3. Classification TNM

Le systeme TNM est reconnu mondialement depuis des décennies comme la référence

de stadification des cancers, en participant a 1’évaluation de pronostic (Paner et al., 2017).
Il prend en compte trois criteres :

e Lataille de la tumeur (T pour tumor en anglais)
e La présence ou I’absence de cellules cancéreuses dans les ganglions (N pour node, qui
signifie ganglion en anglais)

e Laprésence ou I’absence de métastases (M pour metastase) (Berthélémy, 2016).
Par ailleurs, il existe une classification cTNM et pTNM:

La classification clinique (CTNM): s’appuie sur les données disponibles en pré-
thérapeutique, basées sur I’examen clinique, les biopsies et les examens complémentaires

(endoscopie, imagerie) (HAS, 2012) (Tableau I1, annexe 02).

La classification pathologique (pTNM) : compléte la classification TNM en tenant compte
de I’examen histopathologique de la pi¢ce opératoire. On doit prendre en compte le pT le plus

élevé si deux résultats sont a disposition (HAS, 2012) (Tableau 111, annexe 02).
3. Diagnostic de ’ADK prostatique

Le CaP n’engendre le plus souvent aucun symptdme au début de son évolution
(Carretier et al., 2005). La communauté médicale s’accorde donc sur la nécessité de disposer
des méthodes fiables pour le diagnostic : Le trépieds, toucher rectal (TR), PSA et ses dérives,
et éechographie (Colombel et al., 2010).
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3.1. Examen clinique

Au début du diagnostic, un interrogatoire medical du patient consultant est fait sur ses

antécédents personnels et familiaux (Cofais et al., 2016).

L’examen clinique systématiquement pratiqué est le TR, il s’agit d’un examen de
routine, simple et rapide, qu’il convient de réaliser annuellement a partir de 50 ans (David et
Boinet, 2019). Il permet d’évaluer la taille de la prostate, sa consistance, ainsi que de détecter
d’éventuelles anomalies perceptibles au toucher (augmentation de la taille, zone plus dure...)
(Cofais et al., 2016). 1l permet également de diagnostiquer des formes agressives du CaP a
PSA normal (Terrier et al., 2017). La sensibilité de cet examen dépend de I’attention et de
I’expertise de ’examinateur (Saad et Perotte, 2003).

3.2. Examens complémentaires

3.2.1. Biologiques

3.2.1.1. La PAP (phosphatase acide prostatique) : Sur le plan biologique, la PAP est
rapidement devenue 1’examen de référence dans la recherche du CaP, mais a cause de
multiples raisons, elle a été remplacée par un autre marqueur enzymatique prostatique ; le
PSA (Seitz et Djavan, 2006).

3.2.1.2. Le PSA: une glycoprotéine, considérée comme un marqueur biologique non
specifique du CaP, en effet, il peut s’élever dans le sérum aux cours de diverses maladies
prostatiques bénignes (Diakité et al., 2019). Une valeur >4ng/mL est généralement
considérée comme anormale mais elle doit étre interprétée en fonction de 1’age, du contexte
clinique ou de la taille de la prostate (Bérthélemy, 2016).

Rapport PSA libre/PSA total : La valeur seuil retenue en faveur d’un CaP est de 15%
(Khelafi et al., 2016).

3.2.1.3. PCA3: le PCA3 est un géne non codant exprimé exclusivement par le CaP. C’est
I’ARNm du PCA3 qui est dosé dans les urines aprés massage prostatique : le résultat de ce
dosage permet d’établir un score obtenu par le rapport des ARNy du PCA3 et du PSA
urinaire. Le score PCA3 est actuellement plus sensible et plus spécifique que le PSA
(Khelafi et al., 2016).

3.2.1.4.Autres biomarqueurs : De nombreux biomarqueurs sanguins, urinaires et tissulaires

sont utilisés pour le diagnostic précoce du CaP (Tableau 1V).
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Tableau 1V : Autres biomarqueurs utilisés pour le diagnostic précoce du CaP

Biomarqueurs sanguin Biomarqueurs Biomarqueurs Tissulaire
Urinaire
- Phi - Mips (PCA3 + T2 - Oncotype DX (Gps)
- 4K score score) - Prolaris
- Pro PSA - Decipher

(Khelafi et al.,2016 et Rozetet al., 2018)

3.2.2. Imagerie
3.2.2.1. Echographie

Est un examen de référence pour la réalisation des biopsies (Rozet et al.,2016) chez
les hommes qui présentent un taux éleve de PSA (Ahmed et al., 2017).

Elle est utilisée pour 1’évaluation du volume prostatique, 1’évaluation du résidu post-
mictionnel et pour le guidage des biopsies (Rozet et al., 2018).
3.2.2.2. Scanner

Est utilisé pour détecter les métastases éventuelles dans les ganglions lymphatiques
(Rozet et al., 2011).

3.2.2.3. Scintigraphie osseuse

Scintigraphie osseuse est I’examen le plus prescrit pour la recherche de localisation
osseuse secondaire, mais ces performances sont limitées par son manque de spécificité
(Michaud et Touijer, 2016).

3.2.2.4. IRM (Imagerie par Résonance Magnétique)

L’Imagerie par Résonance Magnétique de la prostate est la modalité d’imagerie de
choix pour la détection, et la localisation du CaP. Cet examen a le potentiel de fournir des
informations sur le volume, 1’agressivité et 1’extension locale du CaP (Renard-Penna et al.,
2015).

A Tavenir, la place de I'IRM prostatique serait en quelque sorte un test de
« triage » pour la pratique ou non de la biopsie. Cependant, ’IRM a marqué des limites, elle
permet de repérer seulement des cancers de volume déja important, de plus de 10mm de
diameétre ou agressifs (grade 4 ou 5) (AFU, 2012).
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3.2.3. Anatomopathologiques
3.2.3.1. Technique histologique (Technique morphologique)

Par I’utilisation de colorants histochimiques de routine (qui seront détaillés dans le chapitre

matériels et méthode).
3.2.3.2. Technique immunohistochimique (IHC)

La diversité des aspects architecturaux du carcinome prostatique élargie le spectre des
diagnostics différentiels notamment avec les Iésions bénignes, en particulier sur biopsies, ce

qui constitue un véritable challenge pour le pathologiste a poser le diagnostic définitif.

De plus,La mortalité élevée du CaP chez I’homme et la faible spécificité du dosage de la PSA
sérique représentes également d’autres problémes de diagnostic (Ouyang et al., 2011). Tout
ca a suscité un grand intérét pour la recherche de nouveaux biomarqueurs capables de détecter
spécifiquement le CaP a un stade plus précoce. Cela par la technique d’immunohistochimie
(Molinié, 2013 et Ouyang et al., 2011) ; faisant appel aux marqueurs ; des cellules basales:
HMCK (34 BE12), CK 5/6 et p63 (Paner et al., 2008 et Rathode et al., 2014) ; et des

cellules tumorales prostatiques: p504s (Garudadri et al., 2020).
(latechnique sera détaillée dans le chapitre matériels et méthode).
4. Marqueurs immunohistochimiques p63 et p504s

4.1. La protéine 63 (p63)

La p63 est une protéine nucléaire (Rashed et al., 2015) codée par un géne localisé sur le
chromosome humain 3g27-29 (Yassin et al.,2014). Ce géne partage une homologie avec le
géne suppresseur de tumeur p53 (Leite et al., 2010). La protéine p63 est principalement
présente dans les cellules basales des épithéliums normaux de 1’exocol, de 1I’cesophage, de la
peau, de I’amygdale, de 1’urothélium, du vagin, des bronches et de la prostate (Dako, 2017),

elle est également exprimée dans les cellules myoépithéliales du sein (Bonacho et al., 2019).

Le géne p63 code pour plusieurs isoformes : les isoformes possédant un domaine de
transactivation N-terminal puissant (isoformes TAp63) et les isoformes ne possédant pas ce
domaine (isoformes ANp63), aux fonctions souvent antagonistes. Chez I’adulte, ANp63
controle la prolifération, 1’adhésion et la différenciation cellulaires et TAp63, contrdle

I’apoptose, la sénescence et la stabilité génomique des cellules germinales.
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L’¢équilibre de I’expression de ces deux isoformes contrdle I’homéostasie tissulaire en
modulant la prolifération et/ou la survie, selon le tissu et 1’état de différenciation de la cellule
Dans les tumeurs, la perte de TAp63 et la surexpression de ANp63 sont souvent observées, et
ANp63 est considérée comme un promoteur de tumeur (Caron de Fromentel et al.,

2012)(Figure 14).
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Figure 14 : Principales fonctions de TAp63 et ANp63 au cours du développement, chez

’adulte et au cours de la tumorigenese (Caron de Fromentel et al., 2012)

En IHC, la p63 est utilisée pour évaluer la présence de cellules basales normales,
distinguant ainsi les cellules bénignes et les glandes malignes (Rashed et al., 2015), par
I’utilisation des AC p63, monoclonaux (Singh et al., 2014) ou polyclonaux, de souris (Dako,
2017), de lapin (Deng et al., 2020) ou de chevre (Belgacemi et al., 2019), dont les isotypes
sont: 1gG (Clinisciences, 2018-2020), IgG1 pour p63 alpha (Interchim, 1970-2020),1gG2a,
kappa (Dako, 2017).

L’anticorps p63 posséde une sensibilité de 90% et spécificité de 100% (Singh et al.,
2014).
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4.2. La protéine 504s (p504s)

Le gene p504s, localiseé sur le chromosome 5 en 5pl, code pour une protéine
cytoplasmique, de 382 acides aminés, correspondant a une enzyme (a-méthylacyl CoA
racemase, AMACR) peroxysomale et mitochondriale intervenant dans la béta-oxyadation des
acides gras, et le métabolisme des acides biliaires (Ji et al., 2019).

Il a déja été démontré que I'AMACR est surexprimeé dans le CaP localisé et
métastatique et dans la PIN de haut grade, mais pas dans les glandes prostatiques normales
(Abbas, 2014).

Son marquage est faible ou absent dans les hyperplasies et dans la prostate normale
(Etheridge et al., 2018).

Dix variantes d'épissage différentes d'AMACR ont été rapportées: AMACR 1A, 2A,
2As et 1Adel (variantes A), 1B, 1BL, 1BLd, 1BLi et 2B (variantes B). Seuls AMACR 1A et
1Adel possédent un signal de criblage mitochondrial, tandis qu’un signal peroxysomale est
uniquement présent dans AMACR 1A. Ces deux variantes sont produites aux niveaux les plus
élevés dans le CaP par rapport au tissu non malin. De plus, des polymorphismes
mononucléotidiques (SNP) sont identifiés au niveau des séquences des variantes A, surtout au
niveau d’AMACR 1A et 1Adel. Des études ciblant des sequences spécifiques aux variantes
d’épissage A, par des anticorps montrent la réduction attendue de la croissance des cellules
cancéreuses. Ses preuves soutiennent 1’idée que les niveaux d’AMACR Al et 1Adel et

I’activité racémase sont importants dans la progression du CaP.

Ces concentrations accrues de protéine AMACR et d'activité peuvent étre dues a des
changements dans les niveaux d'acides biliaires (Lloyd et al., 2013), présents abondamment
dans certains aliments riches en acides gras a chaine ramifiée (Kong et al., 2020). La B-
oxydation de ces acides gras et la synthese des acides biliaires nécessitent la transition inverse
du (2R) -méthylacyl-CoA et du (2S) -méthylacyl-CoA, catalisée par AMACR (Popov et al.,
2018). 1l est egalement possible que I'activitt AMACR peroxysomale soit augmentée pour
activer la B-oxydation et augmenter la production de peroxyde cellulaire, quelle que soit
I'expression de la catalase. En conséquence, il favorise les dommages a I'ADN dans les
cellules cancéreuses de la prostate, conduisant a un environnement oxydatif (Kong et al.,
2020). De nombreux facteurs (Environnement, facteurs de croissance, cytokines, androgeénes,
inflammation) peuvent conduire a l'activation de diverses voies de signalisation impliquant
MAPK, Akt, et des facteurs de transcription (STAT3, NF-kB, etc). La transcription de génes

ciblés contribue au développement du CaP. Toutes ces voies de signalisation sont régulées par
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la production de H,0,.L’exercice physique peut étre une potentielle stratégie qui peut réguler
le stresse oxydatif (Rebillard et al., 2013)(Figure 15).

DNA, protein _and lipid oxidation

Signaling pathways
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Figure 15 : L'activité physique pourrait empécher l'initiation et le développement du cancer
de la prostate (Rebillard et al., 2013)

Chez ’homme, les acides biliaires agissent sur différents récepteurs nucléaires (FXR,
PPAR...). Des études sur des puces a ADN ont montrées une augmentation des niveaux de
PPARYy (récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes) dans le CaP localisé
et avancé par rapport aux tissus bénins (Lloyd et al., 2013). D’autres études montrent que
l'expression de PPARy augmente avec le grade / stade du cancer. En effet, ont indiqué que
PPARY jouait un réle oncogene dans le développement et la progression du CaP, a la fois par
des moyens dépendants de I'AR et indépendants de I'AR. Les agonistes de PPARY peuvent
inhiber la croissance des cellules cancéreuses de la prostate, mais il a été démontré que cela se

fait par des mécanismes indépendants de PPARy (Elix et al., 2018) (Figure 16).
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PC development/growth

PPARy: récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes; AR: récepteur aux androgénes; SP1: protéine de spécificité 1;
PC: cancer de la prostate.

Figure 16: Le role du PPARYy et des ligands dans la croissance du cancer de la prostate (Elix
etal., 2018)

En IHC, la p504s est utilisée pour confirmer la malignité (Garudadri et al., 2020),
parl’emploides anticorps anti-p504s, monoclonaux ou polyclonaux (Molinié et al., 2006) de
souris (Abbas et al., 2014), de lapin (Singh et al., 2014) ou de chévres (Popov et al., 2018),
dont les isotypes sont: 1IgG (Antibodies.com, 2020),IgG2b (Anticorps enligne fr, 2007-2020)
IgG1, IgG2b, IgM , IgGs (Popov et al., 2018).

AMACR est un excellent marqueur de diagnostic du CaP compte tenu de sa haute
précision diagnostique (sensibilité de 97% et spécificité de 92%) (Etheridge et al., 2018).
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Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du service d’Anatomie et de Cytologie
Pathologiques du centre hospitalo-universitaire Djilali BOUNAAMA-Douéra, d’une période
d’environ un mois (de Février a Mars, 2020).Ce travail est une étude de 2 cas de lésion

prostatiques dont I’une correspond a un CaP, et I’autre a une 1ésion bénigne mimant un CaP.

1.MATERIEL
1.1 Matériel biologique

Il s’agit d’une piece de prostatectomie radicale fixées dans du formol (CH,0) a 10%

pour le1* cas, et un bloc de paraffine d’un prélévement d’un adénome prostatique pour le

Zéme

Ces prélevements sont adressés au service d’anatomie pathologique, accompagnés d’une

fiche comportant les renseignements :

e Personnelles : nom, prénom, &ge.

e Cliniques : antécédents personnelles, toucher rectale.
e Biologiques : taux de PSA.

e Radiologiques : échographie, IRM...

Chaque patient se voit attribuer un numéro du dossier noté comme suit : D/N° de série/Année.
1.2. Matériel non biologique

I1 s’agit de I’ensemble du matériel utilisé dans un laboratoire d’anatomie pathologique

(Annexe 03).
2. METHODES

Dans notre étude nous avons utilisé principalement deux méthodes: la technique

histologique et la technique immunohistochimique.
2.1. Technique histologique

2.1.1. Principe

C’est le recueil de fragments tissulaires qui sont découpés pour permettre la réalisation
de fines tranches colorées au bichrome hématoxyline-éosine, pour une analyse morphologique
au microscope optique. L’analyse morphologique est 1’é¢tude de 1’architecture des tissus, des

contours des cellules, des noyaux pour permettre un diagnostic.
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2.1.2. Mode opératoire

Les 2 préléevements analysés ont fait I’objet d’une étude histologique a plusieurs étapes :

2.1.2.1. La fixation

La fixation tissulaire est une étape essentielle qui conditionne toutes les étapes
ultérieures, c’est pourquoi les prélévements doivent impérativement étre fixés dans du formol
tamponné a 10% pour permettre la conservation morphologique des structures cellulaires,
tissulaires et moléculaires dans 1’état le plus proche de I’état physiologique en évitant
I’autolyse (la destruction des organites cellulaires) par le blocage des enzymes endogenes, et
la putréfaction bactérienne post mortem. La quantité du fixateur doit étre suffisante. C'est-a-
dire dix fois le volume du prélévement, pour s’assurer de sa bonne pénétration dans le tissu.
La durée de la fixation dépend de la taille (épaisseur) du prélevement (2 heures pour les

biopsies et 12 a 24 heures pour les pieces opératoires).

Dans notre étude, cette étape n’a concerné que le prélévement de prostatectomie, en

effet, le bloc de paraffine a été déja traité et adresse en une étape plus avancée.
2.1.2.2. L’examen macroscopique

La prise en charge de la piece de prostatectomie se fait salon le protocole de “Stanford”

comme suit ;

e Peser la piece.
e Mesurer la piéce dans les 3 dimensions:
- Hauteur: de I'apex a la base des vésicules seminales.
- Diametre transversal et diamétre antéropostérieur.
e Orienter la piéce:
- Les vésicules seminales sont en haut et en arriere.
- L’apex pointu est dirigé vers le bas.
- La face postérieure est plane.
e Reperer le trajet de |"uretre de la base vers I"apex.

e La piece doit étre encrée (une couleur différente pour chaque lobe).
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e Couper la piéce en tranches selon un plan perpendiculaire a sa face postérieure sur 3mm
a Smm d’épaisseur et recoupes selon un plan frontal et sagittal pour une inclusion dans

des cassettes standard ou en méga cassettes.
2.1.2.3.La circulation

Les cassettes sont introduites dans un automate (Leica TP1020) comportant 12 bains et
qui permet le transfert automatique des paniers d’un bain a un autre, pour le déroulement de 4

étapes pendant 24 heures et qui sont :

e Préfixation
Elle a pour but d’assurer la fixation par le passage des paniers dans 2 bains de formol
dilué a 10% pour ne pas choquer le tissu. Il est important que cette étape soit compléte si
on veut éviter que 1’alcool utilisé a 1’étape suivante altere les propriétés chimiques du

tissu.
e Déshydratation

Elle consiste a débarrasser le tissu de I’ecau qu’il contient, par le passage des paniers
dans 4 bains d’éthanol (C,HsOH) a gradient croissant de concentration (70°, 80°, 90° et 96°).
Idéalement, un agent déshydratant devrait étre miscible en méme temps a 1’eau et a la
paraffine, mais I’éthanol n’est pas miscible a cette derniére. Dans ce cas, |’utilisation d’un

agent de miscibilité intermédiaire est nécessaire.
e Eclaircissement

Il permet de remplacer I’agent déshydratant (éthanol) par un solvant éclaircissant
miscible dans la solution d’imprégnation, qui est le xyléne (CgHyp). Cette étape comprend
trois bains de 2 heures chacun et permet I’obtention d’un tissu plus transparent (nettoyage et

enlévement des impuretés). A la fin de cette phase 1’échantillon se trouve dans un état mou.
e L’imprégnation

Elle consiste a remplacer le xylene présent dans les cellules par la paraffine. Le tissu est
imprégné dans 3 bains de paraffine fondue (chauffée a 60°C, point de fusion) qui en pénétrant
dans les cellules et les cavités tissulaires permet d’obtenir des tissus plus rigides, pour réaliser

de fines tranches régulieres.
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2.1.2.4. L’inclusion (Enrobage)

Lors de cette étape, il est important d’utiliser une paraffine ayant les mémes
caractéristiques que celle utilisé pour I’imprégnation, cette paraffine en se rigidifiant
permettra de conserver les rapports architecturaux des structures tissulaires les unes par

rapport aux autres et de fournir un support rigide pendant et aprés la coupe.

Le principe de I’inclusion consiste en un enrobage du prélévement par de la paraffine

liquide. Elle se fait via un appareil spécial par les étapes suivantes :

e On préléve les échantillons par une pince a partir des cassettes ;

e Les échantillons sont placés dans des moules en métal selon 1’orientation désirée a fin
de faciliter la coupe au microscope et favoriser 1’observation optimale des structures
microscopiques ;

e On couvre les échantillons par la partie de la cassette qui contient le numéro de la
piéce ;

e On rajoute la paraffine chaude ;

e On laisse les échantillons refroidir sur le c6té froid de 1’appareil ;

e Apres refroidissement, on obtient un bloc de paraffine a I’intérieur duquel le tissu
prélevé est inclus ;

e On met les blocs a la congélation pour renforcer leur solidité et ainsi faciliter leur
coupe.

Le bloc de paraffine du 2°™ cas de notre étude a été adressé en cette étape.
2.1.2.5. Réalisation des coupes histologiques (confection)
A partir de cette étape les deux prélevements sont traités de la méme facon.

La coupe des blocs est réalisée a I’aide d’un microtome, afin d’obtenir des rubans tres
fins de 1 a 3 um d’épaisseur. IIs sont étalés dans un bain marie de 37°C ensuite récupérés sur
des lames qui sont déposées sur une plaque chauffante pour évaporer I’eau, en évitant
impérativement toute coupure ou pli. Puis, elles sont séchées a 1’étuve a 37°C/24 h pour une

meilleur adhérence de la coupe (élimination totale des résidus d’eau).
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2.1.2.6. Coloration par la technique du bichrome Hématoxyline-Eosine (HE)

Il s’agit d’une coloration topographique permettant I’identification des noyaux et du
cytoplasme. Cette technique associe une coloration bleue de I’acide nucléaire par
I’hématoxyline de Harris (colorant basique) a une coloration rose des protéines du cytoplasme

par 1’¢éosine (colorant acide).
Les étapes de coloration sont les suivantes :

e Déparaffinage: passage des lames dans trois bains de xyléne de 5 minutes chacun, pour
éliminer la paraffine et permettre ainsi la pénétration des colorants (la paraffine ne
permet pas 1’entrée des colorants au tissu, du fait qu’elle est hydrophobe tandis que les

colorants sont hydrophiles).

e Réhydratation : passage des lames dans trois bains d’éthanol de concentration
décroissante de (100°, 90° et 70°) de 3 minutes chacun pour assurer la fixation des

fragments sur les lames et de chasser le xyléne du tissu.

e Ringage : passage dans deux bains d’eau courante d’une minute chacun, pour préparer le

tissu a accepter le colorant suivant en assurant une réhydratation finale avec 1’eau.

e Coloration a I’hématoxyline: passage des lames dans un bain de 1’hématoxyline de

Harris pendant 3 minutes pour colorer les noyaux en bleu.

¢ Ringage : Lavage des lames a 1’eau courante, pour éliminer 1’excés d’hématoxyline.

o Différentiation : passage des lames dans de 1’alcool acidulé dilu¢ (0.95% d’alcool 70° +
0.5% d’acide chlorhydrique pure), dans le but de différencier la coloration acquise par les

noyaux et le film de couleur couvrant le cytoplasme.

e Ringage : lavage des lames a I’eau courante pour bloquer la réaction et d’éviter ainsi la

décoloration totale des noyaux.
e Bleuissement: passage des lames dans un bain d’une solution basique d’eau

ammoniacale diluée a 0.2% (2% d’Ammoniac + 98% d’eau distillée) de 30 secondes a

une minute pour colorer les noyaux qui deviennent basophile, en bleu.
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¢ Ringage : lavage des lames a 1’eau courante pour bloquer la réaction de I’ammoniac et en

méme temps préparer le tissu a accepter la coloration du cytoplasme (affinité tinctoriale),

e Coloration a I’éosine : Elle se fait dans un bain d’éosine (coloration acidophile) pendant

une minute pour colorer le cytoplasme en rose.
e Ringage : Lavage des lames a 1’eau courante pour éliminer I’exces de 1’éosine.

e Déshydratation : passage des lames dans trois bains d’éthanol de concentration

croissante (80°, 90° et 100°) d’une minute chacun, pour fixer la couleur,

e Eclaircissement : il consiste en trois bains de xylénes, d’une minute chacun, pour

éclaircir les tissus

2.1.2.7. Montage des lames

Cette étape est réalisée sous une hotte aspirante. Elle consiste de déposer une goutte de la
résine d’Eukit sur la lame et la recouvrir a 1’aide d’une lamelle afin de protéger la coupe
contre la dégradation (tissu photodégradable et oxydable a [Daire).ll faut éviter
impérativement toute bulle d’air qui pourrait géner la lecture au microscope. A la fin, mettre
la lame et la lamelle dans un bain de Xyléne afin d’¢éliminer 1’excés de la résine puis les
laisser se sécher. La polymerisation de la résine dure une vingtaine de minutes mais on peut
accélérer le processus en plagant la lame sur une plaque d'histologie a 50°C ou simplement

sur un radiateur.
2.1.2.8. Lecture microscopique

Se fait a 1’aide d’un microscope photonique LEICA DM1000qui permet d’affirmer le

caractére tumoral ou non d’une 1ésion.

Les observations microscopiques sont effectuées a différents grossissements : Gx4,
Gx10, Gx40.
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2.2. Technique immunohistochimique (IHC)
2.2.1. Principe

L’¢étude immunohistochimique permet d’identifier in situ, sur coupe histologique, un
antigéne cellulaire (membranaire, cytoplasmique ou nucléaire). Une quantification de ce
dernier est tout a fait possible et est réalisée a des fins diagnostiques. Le principe de cette
technique repose sur 1’utilisation d’un anticorps primaire spécifique qui se lie a la molécule
d’intérét par le fragment Fab et sur lequel va pouvoir se fixer un anticorps secondaire dirigé
contre le fragment Fc du premier anticorps. Le complexe AC-AG formé est rendu visible par
une réaction colorimétrique enzymatique (Figure 18, annexe 3).

Dans le cadre de notre expérimentation, nous avons utilisé deux types de marqueurs
immunohistochmiques.

L’anticorps monoclonal P63, protéine monoclonale anti-humaine de souris, clone DAK-
P63.(prét a ’emploi).

L’anticorps monoclonal AMACR (P504), protéine monoclonale anti-humaine de lapin, clone

13H4.(prét a I’emploi).

L'expression de I’anticorps anti P63 a été analysée dans chaque cas, cette expression est
nucléaire de coloration brunétre.
L'expression de I’anticorps anti AMACR (P504) a été analysée dans chaque cas, cette

expression est granulaire et cytoplasmique.

2.2.2. Mode opératoire

La préparation des tissus (fixation, circulation, enrobage, microtomie) est identique a
celle de la coloration usuelle; les coupes sont étalées sur des lames silanisées chargées
positivement pour assurer 1’adhésion des tissus et réduire le risque de décollement des coupes,
les lames sont ensuite déposées sur la plaque chauffante a 75C° pendant 5 minutes puis

placées dans I’étuve a 37C° , pendant 24heures.

2.2.2.1. Procédure de prétraitement
Afin de réaliser le déparaffinage, la réhydratation et le démasquage, les lames sont

prétraitées dans le PT Link pendant 1h afin d’inhiber les effets secondaires de la fixation.

2.2.2.2. Blocage des peroxydases endogenes tissulaires
34



Matériel et méthodes

Avant de réaliser cette étape, le fragment doit étre delimité avec le stylo hydrophobe
(DAKO Pen).

A T’aide d’une micropipette, 200uL. de peroxydase d’hydrogéne sont déposées sur la
lame qui est ensuite incubée dans une chambre humide et obscure a température ambiante
pendant 15 minutes. L’addition de peroxydase d’hydrogéne permet le blocage des
peroxydases endogenes qui ont les mémes récepteurs que le DAB (3.3’ Diaminobenzydine).
Cette étape est suivie par 3 ringages de 5 minutes chacun, dans 3 bacs de Wash Buffer dilué
au 1/20.

2.2.2.3. Incubation dans I’anticorps primaire spécifique

200 pL de I’anticorps primaire sont déposé€s sur la partie encerclée du tissu sur la lame.
Cette derniere est incubée pendant 30minutes dans une chambre obscure et humide puis
rincée dans 3 bains de Wash Buffer de 5 minutes chacun.

Pour notre étude, 2 anticorps ont été utilises (P63/ P504).

2.2.2.4. Incubation dans I’anticorps secondaire non spécifique
200uL de I’anticorps secondaire conjugué & la HRP (Horse Radish Peroxydase) sont
déposés sur la lame; une deuxiéme incubation est effectuée pendant 20 minutes puis la lame

est rincée dans 3 bains de Wash Buffer de 5 minutes chacun.

2.2.2.5. Révélation

200uL d’un révélateur d’une couleur marron, le DAB sont appliqués sur les coupes

lesquelles sont incubées 5 & 10 minutes, puis rincées a 1’eau distillée.

2.2.2.6. Contre coloration

Les lames sont immergées dans I’hématoxyline de Mayer pendant 5 minutes puis
rincées a I’eau courante jusqu’a ce qu’elle devienne limpide.
Une étape de Bleuissement a I’eau ammoniaquée est nécessaire pour le passage de la couleur
rose a la couleur bleue et afin d’éliminer I’excés de colorant, les lames sont ensuite rincées a
I’eau distillée. Ces dernieres sont ensuite déshydratées dans 3 bacs d’éthanol d’ordre
croissant (70°, 90° et 100°) de 2minutes chacun et éclaircies dans 3bacs de xyléne d’une

minute chacun.
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2.2.2.7. Montage

Une goutte de résine (Eukitt) est déposée sur la lame puis recouverte par la lamelle.

2.2.2.8. Observation

L’observation au microscope photonique est réalisée aux différents grossissements. Des

photos sont prises a 1’aide d’un appareil photo (Leika MC 170 HD).
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Résultats et discussion

Les données épidémiologiques indiquent que le CaP est fréquent chez les patients agés
de plus de 60 ans et il est rare avant 50 ans, le cas d’adénocarcinome prostatique de notre
étude est agé de 72 ans, cela est compatible avec les données de la littérature (Madu et Lu,
2010 et Berthélémy, 2016).

Selon les études, 80% des ADK sont de situation postérieure ou postéro-latérale, et
dans 80 a 90% sont de siege multifocal (Andreoiu, 2010), notre cas d’étude présente une
tumeur bifocale droite et gauche de situation postéro-latérale, cela est en accord avec les
données indiquées.

Sur le plan macroscopique, I’ADK prostatique peut prendre des aspects
variables :consistance solide ou ferme, coloration blanc grisatre ou jaune orangé (OMS,
2016),il peut étre inapparent dans certains cas (Renshaw et al.,1998). Dans le cas d’étude, la
tumeur du lobe gauche avait un aspect jaune orangé, contrairement a la tumeur du lobe droit

qui n’était pas apparente, sa découverte était microscopique (Figure 19).

Figure 19 : ADK acinaire prostatique, aspect macroscopique :
1- Piéce de prostatectomie avec vésicules séminales (vue générale).
2- Coupes perpendiculaires a I’urétre selon le protocole de Stanford.
3- Un foyer tumoral lobaire gauche, dans la zone périphérique, d’aspect jaune orangé
(cercle rouge).

(Photos originales)
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Selon Humphrey, (2007) et OMS, (2016), En microscopie optique, I’ADK acineux
dans sa forme commune repose sur plusieurs critéres :

1. Critéeres architecturaux

» La désorganisation architecturale

Selon le grade de différenciation, il existe plusieurs aspects architecturaux, des
glandes de taille variable, disposées anarchiquement dans les formes bien différenciées
(grade 3). Dans les foyers moins differenciés (grade 4), ces glandes fusionnent et forment des
amas cribriformes. Dans les formes peu différenciées (gradeb), il s’agit de nappes solides,
cordons ou cellules isolées.

» Ladisparition des cellules basales:
Il s’agit d’un critére majeur.
2. Criteres nucléaires

Il s’agit d’une augmentation de la taille du noyau avec nucléoleproéminent.

3. Critéres pathognomoniques
IIs ne sont pas toujours présents, mais s’ils sont présents, ils confirment le diagnostic
de malignité, en effet, ces lésions sont absentes dans les lésions bénignes.
e [L’invasion périnerveuse de toute la circonférence du nerf.
e Les micronodules collagénes: prenant 1’aspect de mucine.

e Laglomérulation: prolifération intra luminale cribriforme rattachée a la glande et

ressemblant a un glomérule.

4. Critéres mineurs

Représentés par le contenu intraluminal:

» Les cristalloides: caractéristiques mais non pathognomoniques, il s'agit de structures
denses éosinophiles prenant des formes geométriques variables.

» Secrétions mucineuses.
Notre cas d’ADK, présente les caractéristiques décrits dans la littérature, il est

caractérise par une désorganisation architecturale (Figure 20) sous forme de petites glandes

séparées par un stroma fibreux(Figure 21) et de massifs cribriformes (Figure 22).
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Ces structures sont composées de cellules tumorales de grande taille aux noyaux
augmentés de volume, possedant un nucléole proéminent, avec absence de cellules basales
(Figure 23).

On note I’existence d’engainements périnerveux (Figure 24).

Figure 20: ADK acinaire : Figure 21 : Petites glandes séparées
désorganisation architecturale par un stroma fibreux
(Photo originale) (Photo originale)

Figure 22 : Aspect cribriforme Figure 23: Atypies cytonucléaires
(Photo originale) avec absence de cellules basales
(Photo originale)
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Figure 24: Engainements périnerveux (Photo originale)

La confirmation histologique du CaP reste parfois difficile. De nombreuses lésions
bénignes comme 1’atrophie, I’hyperplasie adénomateuse atypique, 1I’hyperplasie cribriforme a
cellules claires, des foyers de PIN, peuvent simuler un cancer (Hameed et al., 2010) et
étresource d’incertitude diagnostique. Devant une telle situation, le pathologiste peut avoir
recours a une étude immunohistochimiquede la P63 qui, montre I’absence de cellules basales
(YYassin et al., 2014), et de la P504s qui marque les cellules malignes, ce qui permet de porter

le diagnostic de cancer.

Notre cas d’ADK a répondu a ces résultats, ce qui confirme notre diagnostic (Figure 25 et
26)

Figure 25: ADK prostatique: absence Figure 26: Expression cytoplasmique
d’expression de la P63 par les cellules de la P504par les cellules tumorales
tumorales (Photo originale) (Photo originale)
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Pour illustrer cette problématique de diagnostic différentiel ainsi que le role de
I’immunohistochimie, nous avons étudié un cas particulier, qui peut étre diagnostiqué a tort
comme un cancer de prostate, pouvant conduire & une mauvaise prise en charge clinique du
patient. Il s’agit d’une variante rare de I'hyperplasie bénigne (Zardo et al., 2014),appelée

hyperplasie cribriforme a cellules claires de la prostate(HCCC).

Pour ce cas, un bloc de paraffine a ét¢ adressé, pour avis spécialisé, d’un patient agé de
74 ans opéré pour un adénome prostatique, dont le diagnostic anatomopathologique (effectué
au secteur libéral) est revenu en faveur d’une hyperplasie bénigne de la prostate avec présence

de foyers suspects d’ADK prostatique.

Cette entité histologique se localise souvent dans la zone de transition, elle est
caractérisée sur le plan microscopique par une prolifération de glandes complexes sans atypie
cytologique significative. Dans la plupart des cas, les glandes criblées ont une lumiere ronde
uniforme et un cytoplasme clair, rappelant 1’aspect d’ADK moyennement différencié de grade
4 de Gleason. La lésion a généralement un aspect nodulaire et on observe un stroma cellulaire.
Les noyaux sont ronds uniformes.Les cellules basales peuvent étre invisibles dans certaines
glandes (Zardo et al., 2014).

L’¢étude microscopique des lames confectionnées a partir du bloc de paraffine de notre
cas (Figure 27) objective les mémes caractéristiques décrits dans la littérature, il s’agit d’une
prolifération grossiérement nodulaire, (Figure 28)constituée de glandes complexes réalisant
une architecture cribriforme, (Figure 29), avec de nombreuses cellules contenant un
cytoplasme clair, leur noyau est petit, avec un nucléole peu apparent, avec présence de
quelques cellules d’allure basale(Figure 30).
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Figure 27: HCCC : Lame colorée a I’'HE Figure 28: Prolifération grossiérement
(Photo originale) nodulaire(Photo originale)

Figure 29: HCCC: Architecture cribriforme Figure 30:HCCC : noyau est petit, avec
(Photo originale) un nucléole peu apparent, avec présence
de cellules d’allure basale (fleches)
(Photo originale)

Pour affirmer ou confirmer le diagnostic d’ADK prostatique dans ce cas, une étude
immunohistochimique a été realisée, montrant la présence d’une couche de cellules basales en
périphérie des glandes exprimant la P63 au niveau de leur noyau (Figure 31) ; avec absence

d’expression des cellules glandulaires au marqueur tumoral P504S (Figure 32).

En comparant ces données aux résultats du cas précédent, il parait clair que le diagnostic
d’ADK est exclus et que le diagnostic d’HCCC est retenu.
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Figure 31: HCCC: Marquage des cellules Figure 32: HCCC : absence d’expression
basales avec la p63 (Photo originale) de p504s (Photo originale)

Les anticorps utilises ont une grande performance, en effet, I’AC p63 est un marqueur
utile, facile d’emploi, de sensibilit¢ et spécificité plus ¢élevées que les autres
marqueurs (CK903 et CK5/6) (Molinié et al., 2008). AMACR est un excellent marqueur de
diagnostic du CaP compte tenu de sa haute précision diagnostic (Etheridge et al., 2018).

Ces résultats, laissent apercevoir un gain diagnostique de ces anticorps en cas de lésions

suspectes, permettant de porter un diagnostic avec certitude.
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Conclusion et perspectives

Le CaP est le troisiéeme cancer le plus fréquent chez I’homme en Algérie, de par sa
fréquence, il représente un probléme majeur de santé publique, d’ou I’intérét d’utiliser des
méthodes diagnostiques performantes et fiables afin d’assurer une bonne prise en charge des

patients.

Pour montrer le role des marqueurs immunohistochimiques P63 et P504s dans
I’établissement du diagnostic de certitude du CaP, deux cas ont ét¢ ¢étudiés dans notre
recherche, 1’un était un ADK prostatique, dont le diagnostic était déja établis, en se basant sur
la technique standard. Ce cas a servis comme témoin pour les marqueurs utilisés, afin de le
oéme

comparer avec le cas qui représente une lésion suspecte qui posait un probleme de

diagnostic différentiel avec I’ADK prostatique de haut grade.

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons pu confirmer le diagnostic de I’ADK du
1% cas par I’absence d’expression de la P63, et le marquage positif a la P504s, et écarter la
suspicion de malignité dans le 2°™ cas, par le marquage positif des cellules basales a la P63 et

I’absence d’expression de la P504s.

Les AC p63 et P504s sont des marqueurs complémentaires utiles, faciles d’emploi, de
sensibilité¢ et spécificité €levées. De ce faite I’examen anatomopathologique, a travers la
technique immunohistochimique constitue la méthode de choix pour aboutir au diagnostic
définitif dans certaines situations difficiles, ou la technique standard ne permet pas de

conclure.

Dans le cadre de développement dans le diagnostic du CaP, nous s’intéressons dans le

future a :

v' Criblerles conditions optimales de fonctionnement du cocktail p63/p504s commercialisé,
qui permet de:
e diminuer le nombre des lames utilisées,
e reéduire le temps et le coup de la technique que de réaliser une nouvelle série de
biopsies,
e @viter de rebiopsier les patients,
e améliorer la sensibilité et ’efficacité du diagnostic.
v' Améliorer la sensibilité et la spécificité des AC anti-p63 et anti-p504s, par une étude

bioinformatique visant I’identification des propriétés de chaque protéine pour prédire les
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facteurs affectant leurs action; et les utiliser dans les différentes étapes de la technique
IHC (fixation, démasquage, ...) avec efficacité.

v" Combiner les données de la biochimie, de la génétique, de la biologie moléculaire, et
d’autres disciplines dans la découverte de nouveaux biomarqueurs capables a apporter un

diagnostic a la certitude et de la détection précoce de microfoyers.
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Annexe 01 :

Situation normale . .
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La plupart des génes présentent, au niveau de leur promoteur et/ou de leur premier exon (1), un nombre élevé de dinucléotides CpG
regroupés dans des zones nommeées flots CpG.

Dans une situation normale, la plupart des CpG en dehors des flots sont méthylés (cercles noirs), tandis que les CpG des flots
ne sont pas méthylés (cercles blancs). Dans cette région promotrice, ’acétylation des histones permet de maintenir la chromatine dans
un état « relaché », accessible aux complexes de transcription (facteur de transcription FT, protéines acétylant les histones HAT, co-
activateurs transcriptionnels CA).

Dans une situation tumorale, les profils de méthylation sont inversés, avec une hypo-méthylation des CpG répartis le long du
génome et dans les régions codantes, et une hyper-méthylation des flots CpG au niveau des promoteurs. Ces CpG méthylés
sont reconnus par des protéines a domaine MBD (methyl-CpG binding domain), responsables du recrutement, notamment, des
enzymes de modifications post-traductionelles des histones (désacétylation [HDAC] et méthylation), des protéines responsables de la
méthylation de I’ADN (DNMT) et des corépresseurs transcriptionnels (CR). Cette zone devient alors inaccessible aux complexes
de transcription, empéchant ainsi I’expression du gene.

HDAC histone-désacétylases.

Figure 9 : Aspects de la chromatine au niveau de genes suppresseurs de tumeur, dans les

situations normale et tumorale (Deltouret al., 2005)
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Annexe 02 :

Tableau I1: Classification clinique TNM selon AJCC2010

Primary tumor (pT)

TX Primary tumor cannot be assessed

TO No evidence of primary tumor

Clinically inapparent tumor neither palpable nor visible by imaging (T1)

Tla Tumor incidental histologic finding in < 5% of tissue resected

T1b Tumor incidental histologic finding in > 5% of tissue resected

T1c Tumor incidental by needle biopsy (e.g. because of elevated PSA)

Tumor confined within prostate (T2)

T2a Tumor involved one-half of one lobe or less

T2b Tumor involved more than one-half of one but not both lobes

T2c Tumor involved both lobes

Tumor extends through the prostate capsule (T3)

T3a Extracapsular extension (unilateral or bilateral)

T3b Tumor invades seminal vesicle(s)

T4 Tumor is fixed or invades adjacent other than seminal vesicles such as external sphincter,
rectum, bladder, levator muscles, and/or pelvic wall

Regional lymph nodes (pN)

NX Regional lymph nodes were not assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in regional lymph node(s)

Distant metastasis (pM)

MO No distant metastasis

M1 Distant metastasis

M1a Non-regional lymph node(s)

M1b Bone(s)

M1c Other site(s) with or without bone disease

(Cosma et al., 2016)
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Tableau I11: Classification pathologique pTNM selon AJCC2010

Organ confined (pT2)

pT2a Unilateral, one-half of one side or less

pT2b Unilateral, involving more than one-half of one side, but not both sides

pT2c Bilateral disease

Extraprostatic extension (pT3)

pT3a Extraprostatic extension or microscopic bladder neck invasion

pT3b Seminal vesicle invasion

pT4 Invasion of rectum levator muscles, and/or pelvic wall

Regional lymph nodes (pN)

PNX Regional lymph nodes not sampled

pNO No positive regional lymph nodes

pN1 Metastasis in regional lymph node(s)

Distant metastasis (pM)

pM1 Distant metastasis

pM1la Non-regional lymph node(s)

pM1b Bone(s)

pM1c Other site(s) with or without bone disease

(Cosma et al., 2016)
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Tableau V : Référence des appareillages utilisés dans la technique histologique

Appareillage Référence
Automate de circulation LeicaTP1020
Station d’enrobage Leica

Microtome Leica
Etuve Nive FN 500
Hotte aspirant Labopur

(Tableau original)

Tableau VI : Référence des réactifs utilisés dans la technique histologique

Réactif Référence
Formol & 10% PANREAC 141328.1211
Ethanol SIGMA-ALDAICH UN1170
Xyléne PANREAC 14769
Paraffine LEICA 39601006
Hématoxyline de Harris SIGMA ALORIC, HHS32-1L
Eosine PANREAC 131299.1611

(Tableau original)

Tableau VI1: Référence des Instrument et appareillage utilisés dans la technique
d’immunohistochimie

Instrument et Appareillage Référence
Lames silanisées Dako 3800204F
Lamelles Delta lab D102440
Crayon hydrophobe DAKO Pen Dakos2002
PT Link Dako PT 100/101
Automate IHC : Autostainer Link 48 Dako
Bain marie Memmert L412.1448

Microscope optique

LEICA DM1000

Appareil photo

Leica MC 170 HD

(Tableau original)

Tableau VI11: Réactifs utilisés dans la technique d’immunohistochimie

Réactifs

TRS (Envision TM Flex Target retrivieval)(x50)

Wash Buffer (x20)

Anticorps monoclonal P63, protéine monoclonale anti-humaine de souris, clone DAK-P63 (prét a
I’emploi)

Anticorps monoclonal AMACR (P504), protéine monoclonale anti-humaine de lapin, clone
13H4(prét a I’emploi)

DAB (3,3 Diaminobenzidine)

PBR (Envision Flex tm Dako peroxydase blocking reagent)

HRP (Horse Radish Peroxydase)
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Hematoxyline de mayer

Eau distilée

Ethanol

Xyléne

Eukitt

(Tableau original)

Automate de circulation

Etuve (Nuve FN 500) Microtome (Leica)
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Automate IHC (Autostainer Link 48 Dako)

Microscope optique (LEICA DM1000) et
appareil photos (Leica MC 170 HD)

Figure 17 : Appareillages utilisés dans la technique histologique et immunohistochimique
(Photos originales)
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Figure 18 : (A) Méthodes d'immunohistochimie (IHC) directe et indirecte. (B) Méthode du
complexe avidine-biotine (ABC) (Ramos-varra et Miller, 2014)




