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Liste des abréviations

ADN : (Deoxyribonucleic acid) -acide désoxyribonucléique

ADT : (Androgen Deprivation Therapy) - Thérapie de Suppression des Androgenes
AG: (Acylated Ghrelin) - Ghréline Acylée

AgRP : Agouti-Related Peptide

AM: (Anorexia nervosa) - Anorexie mentale

AR : (androgen receptor) - Récepteur aux androgenes

ARE : (Androgen Response Elements) - Eléments de Réponse aux Androgénes
ARNmM : (Messenger ribonucleic acid) -acide ribonucléique messager

AUDIT : Alcohol Use Disorders Identification Test

bFGF : basic Fibroblast Growth Factor

BMI : (Body Mass Index) - Indice de Masse Corporelle

BMP : (Bone Morphogenetic Protein) - protéine osseuse morphogénétique

Brdu : (Bromodeoxyuridine) - Bromodésoxyuridine
BSA :(Bovine Serum Albumin) - Albumine Sérique Bovine

CART :(Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript) - Transcript Régulé par la Cocaine

et 'Amphétamine

CCK : Cholecystokinin la cholécystokinine

CRPC : (Castration-Resistant Prostate Cancer) - Cancer de la Prostate Résistant a la Castration
DMEM : Eagle's minimal essential medium

CVD : (Dorsal VVagal Complex) - Complexe vagal dorsal

EDTA : Ethylenediaminetetracetic acid

EGF : (Epidermal Growth Factor) - Facteur de Croissance Epidermique

ER :(Estrogen Receptor) - Récepteur aux (Estrogénes

ETS : (E26 Transformation-Specific) - Transformation Spécifique E26

GH : (Growth Hormone) - Hormone de Croissance

GHRH : (Growth Hormone-Releasing Hormone) - Hormone de Libération de I'Hormone de

Croissance

GHRL :(Ghrelin) — Ghreéline



GHS-R : (Growth Hormone Secretagogue Receptor) récepteur secrétagogue de 1’hormone
Ghréline

GHS-R KO : Knock-out Growth Hormone Secretagogue Receptor

GOAT : (Ghrelin-O-Acyl-Transferase)

GPCR : (G Protein-Coupled Receptors) - Récepteurs Couplés aux Protéines G
GPR39 : G protein coupled receptor 39

HBP : (Benign prostatic hyperplasia) -Hypertrophie bénigne de la prostate

HGPIN : (High-Grade Prostatic Intraepithelial Neoplasia) - Néoplasie Intraépithéliale
Prostatique de Haut Grade

HWE : (Hardy-Weinberg Equilibrium) - Equilibre de Hardy-Weinberg

IGHF-1 : (Insulin-like growth factor-1) facteur de croissance 1 ressemblant a I'insuline
IGHF-I11 : (Insulin-like growth factor-I11) facteur de croissance 2 ressemblant a I'insuline
LD :(Linkage Disequilibrium) - Déséquilibre de Liaison

LH :(Luteinizing Hormone) - Hormone Lutéinisante

LHA : (lateral hypothalamic area) - 1’aire hypothalamique latérale

LHRH : (Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) - Hormone de Libération de I'Hormone

Lutéinisante

M : (Metastasis)-Métastase
MTLRP : Motilin-Related Peptide

N : (Nodes)- Gonglions lymphatiques voisins

NPY :(Neuropeptide Y) - Neuropeptide Y

NSCs :(Neural Stem Cells) - Cellules Souches Neurales

NTS :(Nucleus of the Solitary Tract) - Noyau du Tractus Solitaire

PAP :(Prostatic Acid Phosphatase) - Phosphatase Acide Prostatique

PCa ou CaP : (Prostate Cancer) - Cancer de la Prostate

PCR :(Polymerase Chain Reaction) - Réaction de Polymérase en Chaine

PIN : (Prostate Intraepithelial Neoplasia)- néoplasie intrapépithéliale prostatique

POMC : (Proopiomelanocortin) - Proopiomélanocortine
PSA :(Prostate-Specific Antigen) - Antigéne Spécifique de la Prostate
PTEN : (Phosphatase and Tensin Homolog) - Phosphatase et Tensine Homologue

PVN :(Paraventricular Nucleus) - Noyau Paraventriculaire


https://fr.wikipedia.org/wiki/Eagle%27s_minimal_essential_medium#:~:text=Eagle's%20minimal%20essential%20medium%20(EMEM,types%20de%20cellules%20in%20vitro.
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eagle%27s_minimal_essential_medium#:~:text=Eagle's%20minimal%20essential%20medium%20(EMEM,types%20de%20cellules%20in%20vitro.

PZ :(Peripheral Zone) - Zone Périphérique

RC : (Odds Ratio) -Rapport de cotes

RP :(Radical Prostatectomy) - Prostatectomie Radicale

RT :(Radiotherapy) - Radiothérapie

SG :(Gleason Score) - Score de Gleason

SNP : (Single Nucleotide Polymorphism) - Polymorphisme Mononucléotidique
SVZ :(Subventricular Zone) - Zone Sous-Ventriculaire

T : (Tumor) - Tumeur

TA : (Transcriptional Activator) - Activateur Transcriptionnel

TCI :(Temperament and Character Inventory) - L'inventaire du tempérament et du caractére
TMPRSS2 : Transmembrane protease, serine 2

TSH: (Thyroid-Stimulating Hormone) - Hormone Thyréostimulante

TZ : (Transition Zone) - Zone de Transition

UAG : (Unacylated Ghrelin) - Ghréline Non Acylée

VMH : (Ventromedial Hypothalamus) - Noyau Ventromédian de I'Hypothalamus
VTA : (Ventral Tegmental Area) - Aire Tegmentale Ventrale


http://www.rqrv.com/fr/instrument.php?i=195
http://www.rqrv.com/fr/instrument.php?i=195

Résumé

Ma thése concerne I’effet de la signalisation ghréline sur les cellules-souches neurales du
complexe vagal (centre neurovégetatif du cerveau) et sur les cellules-souches de
I’épithélium de prostate chez la souris adulte, et sur la prédisposition au cancer de la
prostate chez ’'Homme. Dans la premiére partie, nous avons cherché I’action de ghréline
et de son agoniste JMV- 2894 sur les cultures primaires de neurosphéres d’area postrema
et de prostatosphéres de Souris adulte, montrant que les deux agonistes stimulent
I’autorenouvellement des cellules- souches de ces deux tissus. La RT-gPCR sur ARN
extraits de ces spheres a montré que l’effet de la ghréline s’exerce sans variation
d’expression de cycline D1 ni de récepteur de ghréline. In vivo, en utilisant des cages
métaboliques informatisées, nous avons caractérisé le décours de ’effet stimulateur de la
ghréline et du IMV-2894 sur la prise alimentaire chez la souris adulte.

Dans une deuxieme partie, nous avons effectué une étude génétique dans le but de
trouver une association entre les variants des genes de la ghréline et/ou de son récepteur
GHSR-1a et le risque du cancer de la prostate (CaP) dans une population Algérienne. Il
s’agit d’une étude d’association des ADN génomiques d’une cohorte de sujets algériens
suivis au service d’urologie d’Annaba portant sur les variants génétiques suivantes :
rs696217, rs4684677 et rs34911341 (géne GHRL) et rs2948694, rs572169 et rs2922126
(géne GHS-R). Il s’agit d’une premicre étude réalisée sur 6 SNPs (GHRL et GHS-R) dans
le cas du CaP. Cette étude a concerné 120 malades et 95 témoins. Les génotypages des
SNPs étudiés a été effectué par TagMan PCR. La distribution des variants, génotypiques
et haplotypiques ainsi que le déséquilibre de liaison entre les deux groupes ont éte établis
grace au logiciel Haploview. Nous avons également décrit la relation des 6 SNPs avec le
phénotype quantitatif IMC dans la population étudiée. D’autre part, nous avons réalisé
pour la premiére fois une approche d'exploration de données MDR (réduction de la
dimensionnalité multifactorielle) afin de détecter les interactions géne et environnement
(IMC) des SNPs GHRL/GHS-R dans le cas du CaP. A notre connaissance, il s'agit du
premier rapport sur 1’effet d'interaction de I'IMC et le polymorphisme des génes GHRL
et GHS-R chez les malades CaP. Les résultats ont montré qu’il n’existait aucune
différence significative de distribution des fréquences alléliques, génotypiques et
haplotypiques des polymorphismes explorés entre les cas et les contrdles (p>0,05). Par
ailleurs, nous avons noté une association significative entre le génotype homozygote TT
du variant rs2922126 (GHS-R) (p = 0,040) avec le risque du CaP (p = 0,04). Un DL a été



observé entre les variants rs2922126 et rs572169 (D’= 0,60). L'analyse MDR a montré
une interaction épistatique potentielle entre les SNPs rs572169, rs2922126.

Pour l’interaction GHRL-IMC, le modéle rs4684677, rs34911341, IMC est le meilleur.
Pour I'interaction GHSR-IMC, Le modeéle rs572169, rs2922126, rs2948694, IMC est le

meilleur.

En conclusion, Nous n’avons pas trouvé d’association entre les SNPs étudiés et le CaP.
Cependant, lorsque les polymorphismes sont analysés de maniere combinée par la
méthode MDR, une interaction significative peut étre identifiée puisque I'effet combiné
des deux polymorphismes est plus fort. L'analyse de I'épistasie peut constituer un
excellent outil pour identifier les individus présentant un risque élevé de développer le

CaP, qui peut servir de cible thérapeutique.

Mots clé: cancer de la prostate ; Ghréline ; récepteur de la ghréline ; polymorphismes
géneétiques ; IMC ; MDR.



Abstract

My thesis focuses on the impact of ghrelin signaling on the neural stem cells within the
vagal complex (neurovegetative center of the brain) and on the stem cells within the
prostateepithelium in adult mice, as well as it’s relevance to the predisposition to prostate
in humans. In the first part, we examined in vitro the mode of action of ghrelin and its
agonist JMV-2894 on primary cultures of area postrema neurospheres and
prostatospheres of adult mice, showingthat the two agonists stimulate the self-renewal of
the stem cells of these two tissues. RT-qPCR on RNA extracted from these spheres
showed that the effect of ghrelin is exerted without variation in the expression of cyclin
D1 or ghrelin receptor. In vivo, using computerized metabolic cages, we characterized the
course of thestimulatory effect of ghrelin and JIMV-28940n food intake in adult mice.

In a second part, we conduucted a genetic study with the aim of indentifying an
association between variants of the ghrelin genes and/or its GHSR-1a receptor and the
risk of prostate cancer (PCa) in an Algerian population. This is a case/control association
study on the genomic DNA of a cohort of Algerian subjects followed at the Annaba
urology department relating to the following genetic variants : rs696217, rs4684677 and
rs34911341 (GHRL gene) and rs2948694, rs572169 and rs2922126 (GHS-R gene). This
is a first study conducted on 6 SNPs (GHRL and GHS-R) in the context of CaP. This
study included 120 patients and 95 controls. Genotyping of the SNPs studied was carried
out by TagMan PCR. The distribution of allelic, genotypic and haplotypic frequencies as
well as linkage disequilibrium between the two groupswere established using Haploview
software. We also described the relationship of the 6 SNPs with the quantitative BMI
phenotype in the study population. We carried out for the first time an MDR (multifactor
dimensionality reduction) data mining approach in order to detect gene- gene and gene-
environment (BMI) interactions of GHRL/GHS-R SNPs in the case of the CaP. To our
knowledge, this is the first report on the interaction effect of BMI and GHRL and GHS-R
gene polymorphism in CaP patients. The results showed that there was no significant
difference in the distribution of allelic, genotypic and haplotypic frequencies of the
explored polymorphisms between cases and controls (p>0.05). Furthermore, we noted a
significant association between the homozygous TT genotype of the rs2922126 (GHS-R)
variant (p = 0.040) with therisk of CaP (p = 0.04). A DL was observed between the
rs2922126 and rs572169variants (D’= 0.60). MDR analysis revealed a potential epistatic



interaction between SNPs rs572169, rs2922126. For GHRL-IMC interaction, rs4684677,
rs34911341, IMC model is the best. For GHS-R-IMC interaction, rs572169, rs2922126,
rs2948694, IMC model is the best. In conclusion, We did not find an association
between the SNPs studied and CaP. However, whe n the polymorphisms are analyzed
in a combined manner by the MDR method, a significant interaction can be identified
since the combined effect of the two polymorphisms is stronger. Epistasis analysis can be
an excellent tool to identify individuals at high risk of developing CaP,which can serve as
a therapeutic target.

Keywords: prostate cancer ; ghrelin ; ghrelin receptor ; genetic polymorphisms ; BMI ;
MDR.
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La cachexie est la perte de masse musculaire qui est observés au cours de plusieurs
maladie tel que ’anorexie et, elle est freqguemment associée aux cancers et qui abaisse la
qualit¢ et 1’espérance de vie des patients (Baracos et al 2018). Les mécanismes
physiopathologiques en sont mal compris et la supplémentation nutritionnelle est inefficace
(Hébuterne et al 2014). Dansl’espoir de dégager de nouvelles pistes thérapeutiques, le but de
ma thése était de rechercher sur un modele animal (souris) si I’hormone ghréline pourrait
stimuler 1’appétit par 1’intermédiaire des cellules-souches neurales du centre-réflexe de satiété
: le complexe vagal du cerveau postérieur. En effet, la ghréline est la seule hormone stimulant
I’appétit chez les mammiféres, mais son administration dans des modéles animaux de
cachexie et sur des cohortes de sujets humains a donné des résultats variables et controversés.
D’autre part, le centre de la satiété, candidat le plus évident pour la dysfonction causant la
cachexie, est le siége d’une neurogenése a partir de cellules-souches neurales chez les
rongeurs adultes (Moyse et al 2006, Lin and lacovitti 2015), et la neurogenese adulte a été
impliquée dans la régulation de la prise alimentaire (Kokoeva et al 2005).

I- La régulation de la prise alimentaire et de I’appétit

La prise alimentaire quotidienne, mesurée en calories ingérées par jour, est le principal
déterminant du poids corporel des mammiferes et de ses variations (Morton et al 2014). Le
poids corporel, ou plus exactement son évolution en fonction de 1’dge, est une constante de
I’organisme dans chaque espeéce (Kahnau et al 2021). En effet, une manipulation de prise
alimentaire imposée a un rongeur adulte pendant 2 semaines, soit a la hausse par gavage, soit
a la baisse par privation, entrainent respectivement une hausse ou une baisse de poids corporel
qui, apres la fin de la période de manipulation, sont suivies d’un retour du poids corporel au
méme niveau que les témoins nourris ad libitum (Ad), et ce par adaptation spontanée de la
prise alimentaire dans les semaines suivant la variation imposée (Harris et al 1986). La prise
alimentaire est discontinue puisque fractionnée en repas discrets a 1’échelle du nycthémeére
(Rachidi et Moyse 2011). Mais ce sont les paramétres du comportement alimentaire: volume
calorique et fréquence des repas qui, en équilibre avec le niveau quotidien d’activité physique
et de dépenses énergétiques, constituent les effecteurs essentiels de la régulation du poids

corporel.
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Figure 1. La régulation de la prise alimentaire a 1’échelle de I’organisme (Morton et al 2014).

La régulation de la prise alimentaire repose fondamentalement sur deux rétroactions
négatives : I’une dite « a court terme » c’est-a-dire a 1’échelle temporelle de chaque repas,
I’autre « a long terme » a 1’échelle de plusieurs repas au moins (Schwartz et al 2000),

(Figurel). Ces deux processus régulateurs s’exercent par une diversité de circuits nerveux et

B ———————————————
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d’hormones, faisant de la « régulation de la prise alimentaire » une grande fonction
neuroendocrine.

La rétroaction négative a court terme de la prise alimentaire est constituée par le

« réflexe de satiété¢ », a savoir I’interruption réflexe de la prise alimentaire déclenchée par
I’activation de la ramification stomacale du nerf vague (10°™ paire de nerf cranien, élément
majeur de I’innervation sensori-motrice des visceres) sous ’effet de la distension mécanique
de I’estomac par le bol alimentaire. Ces fibres sensorielles vagales, dont les corps cellulaires
se trouvent dans le ganglion noueux proche de la colonne vertébrale cervicale, projettent sur
le noyau du tractus solitaire (NTS). Dans ce noyau visérosensoriel multi-fonction du cerveau
postérieur (Berthoud et al 2021), les afférences vagales de 1’estomac stimulent
synaptiquement une projection vers le lobe frontal du cortex cérébral qui inhibe la motivation
alimentaire. Lorsque le contenu de I’estomac commence a se vider dans le duodénum, la
muqueuse intestinale proximale réagit en sécrétant dans le milieu intérieur une hormone : la
cholécystokinine (CCK) qui stimule directement directement les fibres sensorielles vagales
grace aux récepteurs spécifiques de CCK qu’elles expriment (Figure 1). La cholécystokinine
constitue ainsi une « hormone de satiété ». Plusieurs autres hormones gastrointestinales
(amyline, Glucagon-like-Peptide-1, Oxyntomoduline, Peptide Y'Y, Polypeptide pancréatique,
oleoylethanolamide) sont également activatrices sur les afférences sensorielles vagales de
I’estomac, mais de maniére secondaire par rapport a la CCK (Neary et Batterham 2009). Le
réflexe de satiété est caractérise par son seuil, ou seuil de satiété, défini comme le volume
calorique ingéré pour lequel le repas est spontanément stoppé (Cummings et Overduin 2007).

La rétroaction négative a long terme de la prise alimentaire consiste en la variation du

seuil de satiété en fonction des besoins énergétiques et du psychisme de 1’organisme. Cette
intégration modulatrice est réalisée dans 1’hypothalamus, qui contréle le seuil de satiété par
une voie nerveuse descendante sur le NTS du complexe vagal (Figure 2), (Morton et al 2014).
Le site primaire d’intégration des besoins energétiques par 1I’hypothalamus est le noyau arqué
(entourant la zone neuro-hémale de I’éminence médiane), grace a deux sous-populations de
neurones a effets fonctionnels opposeés sur la prise alimentaire : les neurones orexigenes a co-
neurotransmetteurs Neuropeptide Y (NPY) et Agouti-related peptide (AgRP), et les neurones
anorexigénes a co-neurotransmetteurs mélanocortine (dérivée du précurseur pro-opio-

mélanocortine, (POMC) et cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART), dont les

activités électrophysiologiques provoquent respectivement élévation ou diminution du seuil
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de satiété dans le NTS (Affinati et Myers 2021). Ces neurones orexigenes et anorexigenes de

I’hypothalamus détectent les besoins énergétiques de I’organisme principalement via les

_, 1 Food

ARC intake
POMC / S_atiety
signals

L J

Figure 2. L’intégration des signaux de satiété et d’adiposité par le cerveau (Morton et al 2014).

Adiposity
signals

concentrations plasmatiques des hormones leptine, insuline, ghréline, dont ils expriment les
récepteurs a leur surface (Figure 3). Ces neurones répondent aussi aux taux circulants de

certains substrats énergétiques et de diverses hormones (Piper et al 2022).

Energy Expenditure Decreased Feeding

LepRb/ LepRb/
GABA | PO GABA Il
(ARC/DMH?) ; A (DMH?)

Figure 3. Les neurones orexigenes et aorexigenes du noyau arqué de I’hypothalamus (Affinati et
Myers 2021).
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Leptine et insuline sont secrétées par le tissu adipeux et par le pancréas endocrine
respectivement, au pro-rata des réserves adipeuses et des réserves de glycogene hépatique :
elles sont donc désignées de « signaux d’adiposité » et ce sont les stimuli majeurs du
rétrocontréle inhibiteur & long-terme de la prise alimentaire (Figure 1), (Morton et al 2006,
2014). Leptine et insuline stimulent I’activité ¢électrophysiologique des neurones anorexigenes
a POMC-CART et inhibent I’activit¢é des neurones orexigenes a NPY-AgRP (Figure 3),
@ffinati et Myers 2021). La ghréline inversement inhibe 1’activité des neurones anorexigénes
et stimule I’activité des neurones orexigenes du noyau arqué (Affinati et Myers 2021).
Les neurones NPY-AgRP et POMC-CART du noyau arqué projettent sur quatre autres
noyaux de I’hypothalamus : I’aire hypothalamique latérale (LHA), le noyau ventro-médian
(VMH), le noyau dorso-médian et le noyau paraventriculaire (PVVN), qui par ailleurs recoivent
des afférences du systéme limbique et projettent aussi sur le NTS vagal. Ces autres noyaux
sont causes de I’impact du psychisme et du « systeme de récompense » sur le seuil de satiété
(Figure 3), (Affinati et Myers 2021).

Au total, la régulation de la prise alimentaire est organisée par deux centres
nerveux interconnectés: la complexe vagal et I’hypothalamus, qui regoivent et intégrent une

diversité de signaux nerveux et humoraux, de provenances systémique et centrale.

I1- La ghréline
La ghréline est une hormone stimulatrice d’appétit (ou orexigene), de nature peptidique, qui a
été découverte par une approche de pharmacologie inverse a partir de composés

thérapeutiques stimulant la secrétion d’hormone de croissance par I’adénohypophyse.

1- Découverte de la ghréline

La ghréline a été identifiée en tant que ligand naturel des GHS récepteurs Growth Hormone
Secretagogue Receptor (GHS-R), récepteurs orphelins connus depuis 1996 (Conn and
Bowers 1996) mais pour comprendre 1’histoire de sa découverte, il faut revenir un peu dans le
temps....

Il'y a plus de cent ans, il avait été montré que les extraits hypophysaires étaient capablesde
stimuler la croissance, mais il a fallu attendre 1971 pour que 1’hormone de croissance, Growth
hormone (GH) soit isolée (Niall 1971). La Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH), le
facteur hypothalamique responsable de la libération de GH par 1’adénohypophyse, a été

identifiée en 1982 non pas dans le cerveau mais initialement a partir
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d’une tumeur pancréatique (Guillemin et al 1982). Durant la méme période, de nombreux
autres peptides ont été découverts et ont été testés sur leur capacité a stimuler I’axe
hypothalamo-hypophysaire.

Il a été montré que les enképhalines (des pentapeptides opioides endogénes) pouvaient
modifier la libération d’hormones a partir de 1’hypophyse, y compris I’hormone lutéinisante
ou la TSH. Cependant, (Bowers et al 1977) ont découvert qu’un seul analogue des
enképhalines, la met-enképhaline, était susceptible de stimuler la libération de GH. En 1984,
des travaux supplémentaires ont permis a cette équipe de mettre en évidence des peptides bien
plus efficaces sur la sécrétion de GH et dépourvus d’activité opiacée, incluant le Growth-
Hormone releasing Peptide-6 (GHRP-6), un hexapeptide de synthese dérivé de la met-
enképhaline. Certaines compagnies pharmaceutiques ont développé des analogues du GHRP-
6 actifs oralement et qui avaient une efficacité plus importante et une meilleure
biodisponibilité. Ces peptides ont été déenommés Growth Hormone Secretagogue (GHS). L’un
de ces nouveaux composés non peptidiques, le MK-0677, a permis la découverte et le clonage
du récepteur des GHS (le GHS-R) a partir d’hypophyses de porc sur la base de son activation
du GHS-R qui conduit & I’augmentation des concentrations de calcium intracellulaire
détectées dans ce tissu grace a une sonde bioluminescente dépendante du calcium (Howard et
al, 1996). Les études s’intéressant a la distribution du GHS-R ont montré des densités élevées
de ce site de liaison dans le complexe hypothalamo-hypophysaire mais également au niveau
périphérique, dans les tissus endocrines et non endocrines (Papotti et al 2000) suggérant des
fonctions assez larges du GHS-R, bien au-dela du contrdle de la sécrétion de GH. Sur la base
de ces connaissances, le ligand endogéne du GHS-R, la ghréline, a été découvert en 1999 par
un groupe japonais qui a fait une recherche systématique du ligand a partir de différents tissus
périphériques par un test biologique consistant en 1’induction de flux de calcium dans une
lignée cellulaire transfectée avec le GHS-R suivi de chromatographie (Kojima et al 1999), soit
presque 20 ans aprés la caractérisation des premiers GHS synthétiques. L’activation la plus
importante du GHS-R était observée a partir d’extraits provenant de 1’estomac, et n’était pas
retrouvée dans 1’hypothalamus (Hosoda et al 2003). Parallelement & la découverte de la
ghréline par 1’équipe de Kojima, une autre équipe a montré son homologie avec 1’hormone
gastro-intestinale déja connue motiline, ainsi que des homologies entre le récepteur GHS-R et
le récepteur de la motiline 44 % d’homologie dans la séquence d’acides aminés (Folwaczny

et al 2001) et I’a ainsi nommée MTLRP (Motilin-Related Peptide) (Tomasetto et al 2000).
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2- Structure moléculaire de la ghréline
2.1 La preproghréline

Chez I’homme, le géne de la ghréline est localisé sur le chromosome 3, en 3p25-26. Quatre
exons codants et trois introns ont été décrits respectivement en position 141 (2000 bp intron),
258 (3000 bp intron) et 367 (800 pb intron) d’un ADNc de 511 bp. Cet ADNc code pour une
protéine de 117 aa : la préproghréline, codée par les exons 2 a 5. L’exon 1 est court puisqu’il
ne mesure que 20 paires de bases et il est non codant. Il y a deux sites d’initiation de la
transcription donnant donc deux transcrits différents, selon qu’il contient ou non le premier

exon. (Figure 4), (Zhang JV et al 2005, Garg A et al 2007)

5-UTR 106bp 736bp 285bp 117bp 109bp 145bp 3-UTR
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Figure 4. Géne de la pré proghréline synthétisant la ghréline et I’obéstatine (Liu et al 2011)

2.2 Structure et synthese de la ghréline
La ghréline dérive de la préproghréline de maniére protéolytique. Elle est la seule pro- téine

chez les animaux qui est connue pour étre modifiée par O-acylation avec de I'octanoate
(C8:0). En effet, différentes formes de ghréline ont été identifiées : une forme dite octanoylée
qui présente un residu n-octanoylé sur la sérine en position 3 et une forme non octanoylee qui
représente 80 a 90 % de la forme circulante car essentiellement plus stable (Hosoda et al
2003, Hassouna et al 2017). Plus largement, il peut exister plusieurs types d’acylation
observés sur la sérine comme une décanoylation (C10 :0), on parme donc plus généralement
de ghréline acylée ou non acylée.

L'octanoylation est nécessaire pour la plupart des actions endocrines de la ghréline (Kojima et
Kangawa 2005). On sait que cette modification a lieu dans les cellules productrices puisqu’on

y retrouve les deux formes de ghréline. L’octanoylation en position 3 augmente la lipophilie
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de la ghréline et joue un réle important dans son activité biologique in vivo et notamment dans
la liaison a son récepteur (Van der lely 2004, Kojima and Kongawa 2005, Hosoda et al
2006).

Cette modification post-traductionnelle unique est donc essentielle pour I’effet stimula- teur
de la ghréline sur la libération de GH et la prise alimentaire et est obtenue par I’action de
I’enzyme GOAT (Ghrelin-O-Acyl-Transferase) (Gutierrez et al 2008). Sans cette octanoy-
lation, la ghréline n’est pas reconnue par son récepteur et est donc a priori inactive (Schelle-
kens et al 2012). Toutefois, la forme non octanoylée de ghréline s’est révélée étre également
biologiqument active en agissant notamment comme un antagoniste fonctionnel de la ghréline

octanoyléee via un récepteur qui n’a pas encore éte identifié (Figure 5).

Figure 5. Structure de la ghréline octanoylée (Tounian A et al 2005)

2.3 Les peptides dérivés de la préproghréline
Une partie de 1’exon 2 et I’exon 3 codent pour la ghréline, la proghréline ayant un peptide

signal de 23 aa et une forme proghréline de 94 aa, dont les 28 premiers constituent codent
pour la ghréline (Bluet-Pajot et al 2005). Les quatre ou cing premiers acides aminés,
essentiels pour activer la mobilisation du [Ca?*]i par le GHS-R 1a, sont conservés au cours de
I’évolution. Un variant d’épissage, aboutissant a la synthése d’un peptide mature ghréline de
27 acides aminés dépourvu d’un résidu glutamine en position 14, possede les mémes
propriétés que le peptide de 28 acides aminés (Bluet Pajot et al 2005).

La ghréline désacylée est constituée de la méme séquence d’acides aminés que la ghréline

acylée mais sans acylation en position 3. La forme acylée est rapidement dégradée dans le
sang (elle a une demi-vie de 10-12 min) pour donner une forme désacylée qui est plus stable
(elle a une demi-vie de 20-30 min) (Tolle et al 2002, Hosoda et al 2004). La forme acylée ne
représente donc que 10 & 20% de la ghréline plasmatique totale.
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Synthése Bibliographique

D’autres peptides sont également générés par le clivage du précurseur de la ghréline.

En effet, I’exon 4 code pour un peptide de 23 aa, appelé obestatine, qui a initialement été dé-
crit pour ses effets inhibiteurs sur la prise alimentaire et dont le récepteur n’est pas encore
connu (Zhang et al 2005, Garg 2007). Toutefois, les effets physiologiques de ce peptide ont
été remis en question et il agirait principalement en antagonisant les effets orexigénes de la
ghréline (Zizzari et al 2011).

La C-ghréline est un peptide de 66 aa codés par les exons 3, 4 et 5 (Kojima and Kangawa.,
2005). (Figure 6)

Preproghrelin (117AA)

24 51 76 98
1 MLSSGTICSLLLLSMLWMDMAMA - % o =5 051 v )08 7 ) 1 EGWLHPEDRGQAEETEEELEIR GKFLQDILWEEVKEAPADK 117
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receptor ?

Unknown
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Non endocrine effects GH secretion Food intake Food intake, GH secretion ?

e
Food intake ? Different transduction signals Other biological effects ?

or constitutive actlvity

Figure 6. Les différentes formes de ghréline issues de la préproghréline et leurs actions biologiques
(Hassouna et al 2010).

2.4 Comparaison de la structure de la ghréline entre les espéces

De facon intéressante, la structure de la ghréline est fortement conservée parmi les espéces, on
note une homologie de structure de 83 % entre le rat et I’lhomme (Zizzari 2007). Les quatre
premiers aa sont conservés chez les primates, les rongeurs, les poissons, les amphibiens et les

oiseaux, ce qui suggére un réle physiologique important de la ghréline (Hosoda H 2007).
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La séquence est hautement conservée parmi les prépropeptides orthologues de la ghréline de
mammifeéres (Seim et al 2009, Sato et al 2012). (Figures 7 et 8)

Formes humaines

O=( CH,), cH

s P PP _A L. Q
E'H . Q Q.Q ; P

Ghréline octanoylée 1-28

@0°200063E00E0E 6P PPOBR0E

Ghréline non octanoylée 1-28

Formes murines

0092000660000, (O SPOO
(EiE’E,(a‘!'s P E QKA Q.Q -

Figure 7. Formes majoritaires de ghréline chez I’homme et le rat/souris (Zizzari et al 2008).
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) ™ ghrelin =0
Human: MPSPGTVCSLLLLGMLEWL —-DLAMAGSSFLSPEHQRVOQORKESKKPPAKLQP
Rat: MVSSAT ICSLLLLSMLWM —-DMAMAIGSSFLSPEHQKAQORKESKKPPAKLQP
Mouse: MLSSGT ICSLLLLSMLWM —-DMAMAIGSSFLSPEHQKAQORKESKKPPAKLQP
Parcine: MPSTGT ICSLLLLSVLLMADLAMAIGSSFLSPEHQKVOQORKESKKPAAKLEP
Bovine: MPAPWT ICSLLLLSVLCM -DLATAGSSFLSPEHQKI.Q -RKEAKKPSGRLEP
Owine: MPAPRT TYSLLLLSLLWM -DLAMAIGSSFLSPEHQKI.Q -RKEPKKPSGRLEKP
Canine MPSLGTMCSLLLFSVLWW -DLAMAIGSSFLSPEHQKLQORKESKKPFAKLQP
51 100
Human: AGWLRPEDGGQAEGAEDELEVRENAPFDVG IKLSGVOYQOHSQALGK
Rat: EGWLHPEDRGQAEEAEEELE IRENAPFDVG IKLSGADY QQHGRALGK
Mouse: EGWLHPEDRGQAEETEEELE IRFNAPFDVG IKLSGAQY QQHGRALGK
Porcine: EGWLGPEDSGEVEGTEDKLE IREFNAPCDVG IKLSGAQS DOHGOPLGK
Bovine: ILFGQIDPPVCSQAE(&EDPLEIRFNAPI IG IKLAGAQSLOQHGQTLGK
Ovine: LEGOFDPDVGSQEEGAEDELE IRENAPEFN IG IKLSGAQSLOHGO TLGK
Canine: LEGSLGPEDTSQVEEAEDELE IREFNAPFDVG IKLSGPQYHQHGQALGK
101 117
Human: FLOD TLWEEAKEAPADK
Rat: FLOQD ILWEEVKEAPANK
Mouse: FLOD TLWEEVKEAPADK
Porcine FLOD TLWEEVTEAPADK
Bovine: FLOD ILWEEAEETLANE
Owine: FLOD ILWEEAEETLADE
Canine: FLOEVLWEDTNEALADE

Figure 8. Acides aminés de la ghréline conservés entre différentes especes animales
(Kojima and Kangawa 2005).
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3. Le recepteur de la ghréline
3.1 Structure et clonage du GHS-R

Le récepteur de la ghréline (GHS-R) appartient a la super- famille de récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés a une protéine G (GPCR). Un nouveau récepteur de
cette famille a été cloné a partir de I’hypophyse et de I’hypothalamus médiobasal et s'est avéré
étre la cible des GHS. Sur la base de sa caractérisation pharmacologique et moléculaire, ce
GPCR définit une nouvelle voie neuroendocrine pour le contréle de la libération pulsatile de
GH.

Le gene GHS-R est situé sur le chromosome 3 (3926-27) chez I’Homme et contient deux
exons. Le premier exon code pour les cing premiers domaines transmembranaires et le deu-
xieme exon code pour les deux derniers. 1l existe également deux sites d’épissage a 1’origine
de deux formes de récepteurs de ghréline: GHS-R1a et GHS-R1b (Howard et al 1996). Le
GHSR1a comporte 366 aa pour 41 kd et contient les sept domaines transmembranaires. Le
GHSR1b ne mesure que 289 aa car il ne contient que cing domaines transmembranaires. Tan-
dis que le GHS-R est le récepteur fonctionnel de la ghréline, le sous-types GHS-R1b, issu
d’un épissage alternatif, est tronqué, apparemment dépourvu de site de liaison du ligand et est
considéré comme inactif. (Leung et al 2007).

Le récepteur de la ghréline présente une homologie de structure avec d’autres récep- teurs
comme celui de la motiline et le GPR39 dont le ligand est inconnu : il a initialement été
caractéris¢ comme étant le récepteur de 1’obéstatine (Zhang et al 2005) mais les études sui-
vantes n’ont pas confirmé cette donnée. En effet, ’équipe de (Chartel et al 2007) ont constaté
que I'1125-obestatin ne se lie pas au GPR39 et n'a observé aucun effet de I'obestatine sur les
cellules transfectées par GPR39 dans divers tests fonctionnels et ont conclu que I'obestatine

n'est pas le ligand apparenté pour GPR39 (Figure 9).
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Figure 9. Le récepteur de la ghrélines : (a) : structure génique ; (b) : structure moléculaire
(Feighner et al 1998).

3.2 Distribution anatomique des récepteurs de ghréline

Le GHS-R1a est principalement exprimé dans le noyau arqué de I’hypothalamus, mais aussi
dans I’hypophyse, le noyau ventromédian, I’hippocampe et la moelle épiniere. Dans une
moindre mesure, ce récepteur est aussi synthétisé¢ dans ’air tegmental ventrale (Zigman et al.
2006), le cceur, les poumons, le pancréas, I’intestin, le tissus adipeux, les glandes surrénales,
la thyroide et les testicules (Guan et al 1997, Howard et al 1996). Son expression a aussi été

observée dans les cellules de la glande mammaire de chevre en lactation, ou la ghréline est
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également synthétisée (Zhang et al 2013), suggérant un mode d’action autocrine/paracrine de
la ghréline (Zizzari and Bluet- Pajot 2005).

L’expression de ’ARNm du GHS-R a été mise en évidence dans plusieurs noyaux hypotha-
lamiques dont beaucoup sont reconnus depuis longtemps comme jouant un role dans la régu-
lation du poids corporel et de la prise alimentaire. Il a également été retrouvé donc les trois
régions du complexe vagal dorsal : I’Area postrema, le noyau du tractus solitaire et le noyau

moteur dorsal du vague (Zigman et al 2006).

3.3 Voies de signalisation intracellulaires
Le GHS-R1a appartient a la sous-famille des GPCR de type rhodopsine. GHS-R1a interagit

avec Gag/11, qui a son tour recrute la phospholipase C(PLC)-B a la membrane et induit la
production d'inositol triphosphate (IP3) (Kohno et al 2007). IP3 stimule la libération de Ca®
du réticulum endoplasmique. La ghréline augmente également le niveau intracellulaire de
Ca?" par influx de I'espace extracellulaire a travers des canaux Ca®* de type N (Kohno et al
2003) ainsi que la stimulation d’adényl-cyclase et/ou la voie PKC-ERK1/2 (pour revue,
Stievenard et al 2017).

La queue C-terminale du GHS-R1a est critique pour I’internalisation des complexes ligand-
GHS-R1a, le recrutement de la B-arrestine2 cytosolique et la rétroinhibition ultérieure de la
signalisation ligand-GHS-R1a (Holliday et al 2007, Evron et al 2014, Yanagi et al 2018).

Le GHS-R1a peut se lier a des agonistes inverses, ¢’est-a-dire des molécules qui reconnais-
sent le récepteur avec spécificité et haute affinité mais qui exercent une action biologique op-

posée a celle de la ghréline sur les réponses biologiques de ses cellules-cibles (Qin et al 2022).

D’autre part, le GHS-R a une activité constitutive, c¢’est-a-dire qu’il active constitutivement
ses voies de signalisation intracellulaire en I’absence de ligand. L’activité constitutive du
GHSR est I'une des plus fortes parmi toute la famille des GPCR, puisqu’elle atteint 50% de
I’activation maximale de protéine G dans ses cellules-cibles en 1’absence de ghreline (Ringuet
et al 2022).

Le GHS-R peut aussi former des hétéromeéres avec d’autres récepteurs (Holst B et al 2004,
Qin et al 2022).

13
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4- Roles physiologiques de la ghréline
En accord avec la distribution anatomique tres diversifiée de I'expression de la ghréline et de
son récepteur, cette hormone est impliquée dans de multiples fonctions biologiques, dont
beaucoup sont liées au contrdle de la nutrition. Initialement, ce signal de 1’axe tractus-gastro-
intestinal / cerveau a été découvert a partir de ses effets directs sur la secrétion de GH pitui-
taire, reproduisant les effets connus des sécrétagogues de 1’hormone de croissance (GHS). La
ghréline et son récepteur ont été fortement conservés pendant I'évolution, soutenant la notion
que GHS-R1a et son ligand naturel jouent un role fondamentalement important dans la biolo-
gie.
La ghréline est sécrétée par I’un des quatre types de cellules endocrines identifiées dans la
mugqueuse gastrique : les cellules X/A-like (20 %), a c6té des cellules ECL (30 %) qui
produisent I’histamine, les cellules D (22 %) qui produisent la somatostatine, les cellules
entérochromaffines (7 %) qui produisent la sérotonine. On les appelle aussi «cellules a
ghréline » Présentes dés la vie feetale, ces sont peu nombreuses a la naissance et augmentent
progressivement avec 1’age, parallélement a I’augmentation des taux de ghréline circulante.
Elles contiennent a la fois de la ghréline octanoylée et non octanoylée. On les trouve aussi
dans tout le tube digestif : duodénum, jéjunum, iléon et cblon, mais en fréquence décroissante
(Kojima et al 2005). Il existe deux types de cellules a ghréline : les cellules fermées et les
cellules ouvertes. Les cellules ouvertes sont en contact avec la lumiére digestive ; les cellules
fermées n’ont pas de contact avec la lumiere digestive, mais uniquement avec la
vascularisation de la lamina propria. On ne trouve que des cellules fermées au niveau de
I’estomac. On trouve les deux types de cellules dans le reste du tube digestif, la proportion de
cellules fermées augmentent du c6lon vers le duodénum, suggérant un réle a la fois endocrine
et exocrine de ces cellules (Hosoda et al 2006).
Des études ont montré que l'acyl- et/ou la désacyl-ghréline induisait 1’adipogenése dans la
moelle osseuse, 1’atrophie altérée des muscles squelettiques aprés le jeline, I’augmentation de
I'apport en glucose dans les myoblastes, la mitogenese dans les ostéoblastes et 1’augmentation
de la glucogenése dans le foie (Gauna et al 2005, Costa et al 2011, Porporato et al 2013, Cal-
laghan et Furness 2014, Gershon et Vale 2014, Reano et al Stievenard 2016).
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4.1 Effet sur la prise alimentaire :
Dans le contexte de la régulation de la prise alimentaire (cf plus haut, 1), la ghréline est un

peptide orexigéne et un régulateur a long terme de 1’homéostasie énergétique par deux actions
majeures et complémentaires : en stimulant 1’appétit au niveau hypothalamique et en stimu-
lant I’adipogenese, tant chez les rongeurs (Tschop et al 2000) que chez ’'Homme (Wren et al
2001). La ghréline, par son action centrale et périphérique, est une hormone qui favorise un
bilan énergétique positif. Elle est, a I’heure actuelle la seule hormone orexigéne connue du
tractus gastro-intestinal (Neary et Batterham 2009).

La concentration plasmatique de ghréline augmente rapidement avant chaque repas (3-5 mi-
nutes avant le début de la prise alimentaire) et diminue tout aussi rapidement deés 1’ingestion
d’aliments (effet a court terme), ce qui a permis de suggérer que la ghréline joue un réle phy-
siologique dans la sensation de faim et I’initiation du repas (Cummings 2006). Méme s’il est
admis que la sécrétion de la ghréline par I’estomac peu avant le repas déclenche la faim et
provoque la prise de la nourriture, cette augmentation pourrait se produire en anticipation des
repas pour réguler des processus associés a I’initiation des repas. La concentration basale de
ghréline plasmatique est inversement corrélée a I’importance des réserves énergetiques, elle
est plus faible chez I’obése et plus élevée chez 1’anorexique que chez le sujet sain. Elle aug-
mente avec un régime et diminue avec une prise de poids (effet a long terme) (ATounian et al
2005).

Au niveau central, la ghréline est un régulateur des neurones hypothalamiques orexigenes au
sein du noyau arqué (cf I ; figure 3).

Le délai trés court nécessaire a 1’induction du comportement alimentaire (3 & 5 mn) par la
ghréline laisse supposer que cet effet ne dépend pas de I’augmentation de GH induite par le
peptide, puisque cette derniére n’est observée qu’apres cinq minutes. Cela est confirmé par le
fait que la ghréline stimule la prise alimentaire chez des animaux déficients en GH (rats
Dwarf ou souris Lit/lit) de fagcon comparable aux souches sauvages (Peroni et al 2012,
Lugilde et al 2022). Toutefois, une étude récente a mis en évidence que les effets orexigenes
de la ghréline sont absents chez des souris qui n’expriment plus le GHS-R dans les cellules a
GH de I’hypophyse (Gupta et al 2021).

La ghréline agit également sur des centres non-hypothalamiques du cerveau, qui sont
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire : I’aire tegmentale ventrale (VTA) activant
le systeme de récompense, I'hippocampe siége de l'apprentissage et de la mémoire, et le noyau

central de I'amygdale contrdlant I'excitation émotionnelle.
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4.2 Effets de la ghréline sur la secrétion de GH
La ghréline a été initialement découverte comme stimulatrice de la sécrétion de GH

directement au niveau hypophysaire ainsi que via des actions hypothalamiques. De plus,
I’activité stimulatrice de la ghréline ou des GH-secrétagogues sur la sécrétion de GH est plus
importante sur des préparations hypothalamo-hypophysaires que sur des hypophyses seules
(Clark et al 1989, Bowers et al 1991, Malozowski et al 1991). L hypothalamus contrdle le
rythme sécrétoire de la GH en libérant deux neurohormones qui agissent directement au
niveau de I’hypophyse de facons opposées : la GHRH (Growth Hormone Releasing
Hormone) stimule la sécrétion de GH alors que la somatostatine (Somatotropin Release
Inhibiting Hormone, SRIH) I’inhibe. L’effet de la ghréline sur la sécrétion de GH est en partie
relayé par la modulation de I’activité des neurones a GHRH puis qu’il disparait aprés une
immunisation passive avec un antisérum anti-GHRH (Tannenbaum et al 2003). De plus, la
ghréline est capable d’une part de stimuler la libération de GHRH a partir d’explants
hypothalamiques (Wren et al 2002) et d’autre part, d’inhiber la libération de somatostatine a
partir d’hypothalamus en perfusion (Tolle et al 2001). Deux études ont montré une action
stimulatrice de la ghréline sur la décharge des neurones a GHRH (Osterstock et al 2010, Feng
et al 2011), notamment via un controle de 1’activité pré-synaptique GABA-ergique inhibitrice
sur ces neurones.

Contrairement a la GHRH, la ghréline est capable de stimuler la sécrétion de GH quel que soit
le tonus somatostatinergique (Tolle et al 2001, Tannenbaum et al 2003).

Au niveau hypothalamique, la ghréline active également les neurones a NPY, neuropeptide
impliqué dans I’inhibition de la sécrétion de GH (Rettori et al 1990).

Chez les rongeurs, les données actuelles suggérent que la ghréline serait plutét un modulateur
de I’amplitude de sécrétion de GH qu’un initiateur des pics de GH. En effet, I’administration
d’un antagoniste spécifique du GHS-R1a chez le rat induit une diminution de I’amplitude des
pics spontanés de GH sans affecter leur fréquence (Zizzari et al 2005). D’autre part, la relation
entre le rythme de sécrétion de GH et celui de la ghréline n’a pas été clairement établie (Tolle
et al 2002). D’autres études montrent que la ghréline est un régulateur de I’amplitude des pics
de GH chez la souris (Hassouna et al 2014). Chez I’Homme, une relation claire a été observée
entre sécrétion de ghréline et secrétion de GH chez des sujets recevant des repas standardises
(Ralph et al 2008), mais cette relation est abolie a la suite d’un jetne. D’autre part il a été

montré que la signalisation GHS-R1a joue un rdle plus critique dans la régulation de la
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sécretion pulsatile de GH pendant I'adolescence chez les males et a I'age adulte chez les
femmes (Labarthe et al 2021).

4.3 Effets sur la prolifération cellulaire

La ghréline active la sécrétion de I’hormone de croissance, la libération d’acide gastrique,
I'appétit et la sécrétion d'insuline. Elle est également décrite comme étant lié a la progression
du cancer et en particulier des métastases et prolifération (Tsung-Chieh Lin et al 2017).

Cet effet est controversé. Par exemple la ghréline favorise le cancer gastrique (Tian C et al
2013) et le cancer du colon (Talat Waseem et al 2008, Lien GS et al 2016,) ; elle favorise la
prolifération cellulaire et le caractére invasif de 1’adénocarcinome pancréatique (Duxbury et al
2003) ; un variant de la ghréline aggrave le cancer du sein (Manuel et al 2011). Une co-
expression du GHS-R et de la ghréline dans les cellules cancéreuses de la prostate a été détec-
tée (Jeffery et al 2002). Plusieurs rapports ont a l'inverse noté que la ghréline peut inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses, dans le cancer de I'ovaire (a partir de la phase G1 ; Xu
Y et al., 2013), le cancer de la thyroide, le cancer de la prostate, le cancer du sein et le carci-
nome pulmonaire a petites cellules (Volante et al 2003, Cassoni et al., 2006, Diaz-Lezama et
al 2010).
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5. Les mimétiques synthétiques de la ghréline
Il existe plusieurs mimétiques de la ghréline qui ont des effets sélectifs sur la prise alimentaire
et/ou la sécrétion de GH.
Le BIM-28131 a été décrit comme un bon stimulateur de la sécrétion de GH, et encore plus
actif que la ghréline pour stimuler la prise alimentaire et la prise de poids. Il stimule
I’expression de cFos de la méme maniére que la ghréline dans le NTS et 'AP (Hassouna et al
2013). Par contre, le BIM-28163 inhibe la secrétion de GH et stimule la prise de nourriture, la
prise de poids et l'expression de cFos ; il agit donc également par 1’intermédiaire d’un autre
récepteur (Hassouna et al 2013).
L’adénosine, un agoniste partiel de la ghréline, ne stimule pas la sécrétion de GH (Tullin et al
2000). La cortistatin, ligand naturel du GHS-R1a, atténue les effets de la ghréline (Broglio et
al 2002). EP 51389 et TH 2306.34 sont des agonistes synthétiques de la ghréline qui stimulent
la sécrétion de GH (Bluet-Pajot et al 2005).
Une nouvelle série d’analogues du sécrétagogue de I’hormone de croissance (GHS) basée sur
la structure 1,2,4-trizole a été synthétisée et évaluée pour leur liaison in vitro et leur capacité a
stimuler la libération intracellulaire de calcium via le récepteur cloné de la ghréline GHSR-1a.
Parmi ceux-ci, I'hexapeptide Hexarelin (His-D-2Me-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH>), le JMV-
2894 (C37H41N703) et le IMV-2851 ont entrainé une stimulation tres active de la sécrétion de
GH et augmentation significative de la prise alimentaire. Des rats traités a la cisplatine,
composant anticancéreux qui mime la cachexie et provogue une perte de poids, ont repris du
poids aprés traitement a I’hexareline, ou le IMV-2894, ou le IMV-2851 (Bresciani et al 2017).
Le JMV-1843 est un tripeptide et, comme la ghréline, c’est un « super-agoniste » sur la voie
de I’inositol-triphosphate et il joue un rdle trés important dans la prise alimentaire dans le
modele de la cachexie. Il est également puissant et sélectif pour stimuler la libération de GH
et est oralement actif. Il a été récemment commercialisé pour le diagnostic du déficit en
hormone de croissance chez l'adulte sous le nom commercial MacrilenTM. In vivo le JMV-
1843 administré par voie sous-cutanée (s.c) chez le rat stimule la libération de GH dose-
dépendante dans la meme mesure que I’hexaréline (Martinez et Faerhentz 2020).
Le JMV-3018, le IMV-2659 et le IMV-3002 possédent un effet agoniste partiel sur la voie
phosphate inositol (Kadmi et al 2015).
Les ligands JMV-2659, JMV-3002 et le JMV-2810 sont des agonistes partiels qui suppriment
la prise alimentaire induite par la ghréline (Salomeé 2009).
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Tableau 1. Différents mimétiques de la ghréline et leurs fonctions

Mimetiques Type d’activité sur Fonction
le GHS-R
Adénosine Agoniste partiel Ne stimule pas la sécrétion de GH

Cortistatine

Ligand naturel du

Atténue les effets de la ghréline sur la

GHSR1a prise alimentaire et sur la GH
EP-51389, Agoniste Stimule la secrétion de GH
TH-2306.34
BIM-28131 / Augmente la prise de poids
TZP-101 / stimule la vidange gastrique
BIM-28163 / Inhibe I’effet de la ghréline sur la GH
mais augmente la prise de poids
Hexaréline Agoniste Stimule la libération de GH, hormone
de croissance
JMV-2894, / Augmentation de la prise alimentaire
JMV-2851 et stimule la secrétion de GH
JMV-1843 Super agoniste de Augmente la prise |Prise alimentaire
la voie IP3 alimentaire
JMC-3018, Agoniste partiel Stimule la libération GH
JMV-2659, sur la voie IP3 de GH
JMV-3002
JMV-2659, Agoniste partiel Supprime la prise | Prise alimentaire
JMV-3002, alimentaire
JMV-2810
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I11- Les cellules-souches neurales des Mammiferes adultes

La découverte des cellules-souches neurales, suivant celle de la neurogenése adulte (ou « se-
condaire »), a constitué une révolution conceptuelle dans le domaine des Neurosciences, qui
postulait depuis Ramon y Cajal que les neurones étaient générés exclusivement au cours du

développement embryonnaire.

1. Mise en évidence et définitions
La neurogenése adulte a été mise en évidence des les années 1960, chez des Rongeurs a diffe-
rents ages post-nataux, par I’administration in vivo du précurseur d’ADN thymidine tritiée
suivie d’une période de survie de quelques jours ou semaines. Dans cette approche, les cel-
lules marquées post-mortem par détection radioautographique sur coupes tissulaires corres-
pondent obligatoirement a la descendance de cellules qui se trouvaient en cours de division au
moment de I’injection. Parmi les cellules marquées, certaines étaient identifiables comme
corps cellulaires de neurones différenciés par la coloration de Nissl (Altman 1962). Deux
foyers de neurogenese adulte ont ét¢ identifiés ainsi : le gyrus denté de I’hippocampe ou la
prolifération neurogene est locale (Altman et Das 1965) et le bulbe olfactif, dans lequel les
nouveaux neurones proviennent par migration a partir de cellules prolifératives situées dans la
zone sous-ventriculaire au niveau du striatum (Altman 1969). De plus, puisque les neurones
sont exclusivement post-mitotiques et incapables de se diviser (en plus d’un siécle, aucune
figure de mitose n’a jamais été rapportée dans des neurones différenciés), la découverte d’une
neurogenése a 1’age adulte suggérait I’existence de cellules-souches neurales prolifératives.
Mais il a fallu attendre 30 ans de plus pour la mise en évidence formelle de cellules-souches
neurales dans le cerveau de mammiferes adultes, par culture primaire a partir de zone sous-
ventriculaire microdisséquée de souris adulte, en présence des mitogenes Epithelial Growth
Factor (EGF) et basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) dans un milieu nutritif dépourvu de
sérum (Reynolds et Weiss 1992). Dans ces conditions, la plupart des cellules dissociées meu-
rent mais il apparait des massifs sphériques qui grossissent au fil des jours (signe de proliféra-
tion). Au bout de 8-10 jours, quand ces sphéres atteignent un diameétre de 80-100 pum, sous
peine de voir périr la culture il faut faire un « passage » : dissociation des spheres, resuspen-
sion et ré-ensemencement dans le méme milieu de culture frais; de nouvelles sphéres, iden-
tiques a celles de la génération précédente, réapparaissent (signe d’autorenouvellement des
cellules prolifératives ; Reynolds et Rietze 2005). Si I’on transfére ces spheres dans un milieu

dépourvu des mitogenes EGF et bFGF, dans les jours suivants les sphéres s’étalent et leurs

e
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cellules se différencient morphologiquement ; par immunocytochimie de marqueurs phénoty-
piques, il est alors possible d’y mettre en évidence les 3 types cellulaires neuraux : neurones,
astrocytes, oligodendrocytes (en proportions respectives 25%, 70%, 5%), signe de multipoten-
tialité neurale ; ces sphéres ont donc été désignées « neurosphéres » (Reynolds et Weiss
1992).

Le « test des neurosphéres » (neurosphere assay) ex-vivo reste le critére absolu de mise en
évidence de cellules-souches neurales dans un explant de tissu nerveux (Louis et al 2013).
L’application du test des neurospheres a différentes régions microdisséquées du systéme ner-
veux central de Souris adulte a permis de démontrer 1’existence de cellules-souches neurales
dans I’hypothalamus, le plancher du ventricule 1V, la moelle épinicre thoracique et lombaire
(Weiss et al 1996). Dans la moelle épiniére, les cellules-souches neurales ont une prolifération
trés active, autant que dans la SVZ (Zone sous ventriculaire) ; mais in vivo elles ne donnent
pas lieu a neurogeneése ; leur descendance est exclusivement gliale. Si des neurospheres déri-
vées d’explants de moelle épiniere de souris adulte sont transplantées dans 1’hippocampe
d’une autre souris adulte, elles engendrent des neurones de type hippocampique dans ce site
ectopique (Shihabuddin et al 2000). Cette expérience pionni¢re démontrait que 1’expression
du potentiel neurogene des cellules-souches neurales est essentiellement déterminé par leur
microenvironnement tissulaire, ou en d’autres termes qu’il est dii 2 un contrdle exogene et pas
a une propriété intrinséque (pour revue, voir Moyse et al 2008).

L’utilisation combinée de 1’incorporation in vivo de BrdU (un précurseur synthétique de bio-
synthése d’ADN, ayant les mémes propriétés que la thymidine tritiée mais détectable par im-
munohistochimie) et du test in vitro des neurosphéres a permis dans les deux dernieres décen-
nies de découvrir quelques autres sous-populations de cellules-souches neurales, trés circons-
crites anatomiguement, avec ou sans neurogenese (pour revue, Lin et lacovitti 2015).

Une caracteéristique majeure des cellules-souches neurales est leur grande résistance a la tu-
morigénicité. Il a été démontré qu’une culture primaire de cellules-souches neurales de SVZ
peut étre maintenue pendant plus de 70 générations sans aucune altération de leur taux de pro-
lifération et d’autorenouvellement, sans changement de leur multipotentialité, sans sénescence
réplicative et sans signe de tumorigenése (Foroni et al 2007). L’absence de relation entre les
cellules-souches tumorales de gliomes et les cellules-souches neurales saines est largement
confirmée en oncologie humaine (Corell et al 2022). Ces propriétés présentent un contraste

frappant avec les cellules-souches de certains autres tissus comme la prostate, dont leur évolu-
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tion directe en cellules-souches cancéreuses est bien établie, en clinique humaine et chez les
modeles animaux (cf IV).

Sur le plan physiologique, les réles majeurs des cellules-souches neurales et de la neuroge-
nése adulte concernent la neuroplasticité fonctionnelle et les adaptations nerveuses a
I’environnement. La neurogenese adulte de 1’hippocampe est fortement impliquée dans la

plasticité liée aux fonctions d’apprentissage et de mémoire (Toda et al 2019).

2. La niche neurogénique du complexe vagal
Une nouvelle niche de cellules-souches neurales avec neurogenése locale a été mise en évi-
dence dans le complexe vagal chez les Rongeurs adultes, selon une démarche expérimentale

devenue classique.

L’existence d’une neurogenése adulte dans le complexe vagal a été démontrée par
I’incorporation de BrdU, administré a 1’age adulte in vivo dans des neurones (identifiés par
immunohistofluorescence de NeuN, HuC/D, DCX) dans le NTS surtout (centre du réflexe de
satiété, cf I) mais aussi dans le noyau moteur dorsal du nerf X et I’area postrema, chez le rat
(Bauer et al 2005, Chigr et al 2009) et chez la souris (Trevaskis et al 2010, Liberini et al
2016).

La présence de cellules-souches neurales a été formellement démontrée par application du

« test des neurospheres » sur explants microdisséqués de complexe vagal de rat adulte (Char-
rier et al 2006, Chigr et al 2009) puis sur explants d’area postrema isolée de souris adulte
(Bennett et al 2009). Dans les deux cas, la culture primaire de la suspension cellulaire obtenue
par dissociation enzymatique et mécanique de ces deux types d’explants, en présence d’EGF,
de bFGF et de supplément B27 mais sans sérum bovin feetal, a conduit a la genése de sphéres
autorenouvelables contenant les trois types cellulaires du tissu nerveux. A partir d’area pos-
trema isolée, I’efficacité de genese de neurospheres était plus importante qu’a partir de com-
plexe vagal entier, et du méme ordre que celle de la SVZ de souris adulte (Bennett et al 2009).

Une niche gliale, similaire a celle de la SVZ et de ’hippocampe, a été identifiée comme une

dense population d’astrocytes qui coexpriment GFAP, nestine, vimentine et qui presentent
une disposition radiale par rapport a la surface du ventricule 1V (Pecchi et al 2007). Ces au-
teurs ont montré que des mitogénes de cellules-souches neurales EGF et bFGF, infusés par
voie intracérébroventriculaire in vivo dans le ventricule 1V de rats adultes pendant 3 jours,
stimulaient I’incorporation de BrdU spécifiquement dans le complexe vagal et que les cellules

néoformees migraient le long des astrocytes radiaux dans le NTS (Pecchi et al 2007).
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Ces données suggerent que la neurogenése adulte du complexe vagal dérive aprés une courte
migration des cellules-souches neurales de I’area postrema (Moyse et al 2006).

La greffe de neurosphéres primaires de SVZ pré-amplifiées et marquées in vitro dans le NTS

chez le rat adulte, a entrainé ’apparition de nouveaux neurones marqués GFP Green Fluores-
cent Protein, ce qui démontrait que le tissu du complexe vagal est permissif pour la neuroge-
nése (contrairement a la plupart des autres structures du systeme nerveux central) (Mitome et
al 2009).

Sur le plan physiologique, la prolifération des cellules-souches neurales et la neurogenese du

complexe vagal de rat adulte in vivo sont stimulées par une lésion vagale (la section du nerf
vague cervical ; Bauer et al 2005, Charrier et al 2006) et inhibées par un stress chronigue, tout
comme la neurogenése de I’hippocampe (Chigr et al 2009). D’autre part, la prolifération neu-
rogéne de 1’area postrema In Vvivo est stimulée par ’hormone de satiété amyline chez le rat
adulte (Trevaskis et al 2010, Liberini et al 2016), suggérant une implication de la neurogenése

du complexe vagal dans la régulation de la prise alimentaire par les hormones périphériques.

3. Les effets de la ghréline sur les cellules-souches neurales
Des actions significatives de la ghréline, globalement stimulatrices, ont été documentées dans
les deux niches neurogéniques classiques : SVZ et surtout hippocampe.
La neurogenése de la SVZ in vivo est plus faible chez la souris GHSR-KO que dansles

témoins sauvages de méme age, indiquant a contrario que le signalisation ghréline endo- gene
in vivo est stimulatrice sur la neurogenése du systeme SVZ-bulbe olfactif (Li et al 2014).In
vitro, la ghréline stimule la prolifération neurogene des cellules-souches neurales de SVZde
souris sauvage adulte dans le test des neurosphéres (Li et al 2014).

Dans I’hippocampe, in vitro, la ghréline acylée stimule significativement la proliféra- tion des

cellules-souches neurales de I’hippocampe de souris adulte (Li et al 2013a, Chung et al 2013).
La stimulation proliférative des cellules-souches neurales de 1’hippocampe a été reliée & une
activation directe de I’expression des génes de la machinerie de contréle du cycle cellulaire
dans ces cellules (Chung et Park 2016) par 1’intermédiaire de plusieurs voies de signalisation
intracellulaires : ERK1/2, PI3/Akt, mTOR, Jak2/STAT3 (Chung et al 2013). Le recrutement
de ces meécanismes et I’induction proliférative par la ghréline sont bloguées par un
antagoniste spécifique du récepteur GhsR (Chung et al 2013, Chung et Park 2016).

In vivo, la ghréline acylée stimule la neurogenése hippocampique marquée par incorporation

de BrdU chez la souris adulte (Moon et al 2009) corrélativement avec une amélioration signi-
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ficative de comportements dépendants de 1’hippocampe (Li et al 2013b, Kent et al 2015).
Chez le rat invalidé pour le récepteur de ghréline (GhsR KO), la diminution de neurogenese
hippocampique et de mémoire dépendante de 1’hippocampe en fonction de I’age est accélérée
par rapport a la souche sauvage (Cahill et al 2014). La neurogenese hippocampique abaissée
chez la souris-modéle d’Alzheimer 5SXFAD par rapport a la souche sauvage est significative-
ment restaurée par traitement a la ghréline (Moon et al 2014). Le régime nutritionnel de res-
triction calorique chez les rongeurs adultes stimule a la fois la neurogenese hippocampique et
la concentration plasmatique de ghréline (Kim et al 2015). L’invalidation génétique du récep-
teur de ghréline (souris GhsR -/-) suffit a bloquer la stimulation de la neurogenése adulte de
I’hippocampe et de la mémoire hippocampique par la restriction calorique par rapport aux
souris adultes sauvages (Kim et al 2015, Hornsby et al 2016). La modulation de la neuroge-
nese hippocampique par la ghréline est donc impliquée causalement dans I’effet bénéfique de
la restriction calorique sur la cognition (Buntwal et al 2019).

La forme non-acylée de la ghréline, in vivo chez la souris, bloque la neurogenése hippocam-
pique (Hornsby et al 2020).

La littérature a donc documenté que la ghréline stimule la prolifération neurogéene dela SVZ
et de I’hippocampe par action directe sur les cellules-souches neurales via le récepteurGHS-R.
Mon premier objectif de thése a consisté a caractériser 1’effet de la ghréline sur les cellules-

souches neurales du CVD in vitro.

V- Pathologies liées aux dérégulations de I'équilibre énergétique

1. L’obésité
L'obésité est une maladie chronique, définit comme une inflation de la masse grasse
entrainant des conséquences sur le bienétre physique, la santé somatique, psychologique et
sociale. Initialement, la prise de poids est liée a des facteurs comportementaux et
environnementaux, dont Il'impact dépend des facteurs de prédisposition biologiques
(génétiques). L'évolution de la maladie est marquée par le développement d'une pathologie
inflammatoire d'organe qui concerne les adipocytes et les autres constituants du tissu adipeux.
Dans la majorité des cas, l'inflation adipeuse est due a une incapacité a faire face a un exces

d'apport alimentaire et a une insuffisance des dépenses énergétiques.
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Ces altérations entrainent une variété de complications cliniques et une résistance progressive
aux effets des régimes. Le traitement doit étre adapté au stade évolutif de la maladie et aux

complications dominantes. (Basdevant et al 2006).

L'obésité est associee et contribue a une durée de vie raccourcie, au diabéte sucré de type 2,
aux maladies cardiovasculaires, a certains cancers, aux maladies rénales, a I'apnée obstructive
du sommeil, a la goutte, a l'arthrose et aux maladies hépatobiliaires, entre autres. (Bray et al
2018)

2. L’anorexie
L’anorexie mentale (AM) est un trouble du comportement alimentaire caractérisé par une
restriction alimentaire sévére, une perte de poids importante et, dans 80% des cas, une activité
physique excessive (Davis et al 1997). L’AM touche essentiellement les jeunes femmes de
moins de 25 ans mais également les hommes dans 1 cas sur 10 (Lucas et al 1991, Nagl et al
2016).

Dans les situations de dénutrition chronique, comme dans le cas de I’anorexie mentale, les
niveaux de ghréline sont significativement augmentés chez les patients par rapport aux sujets
sains non dénutris (Tolle et al 2003, Germain et al 2009, 2010). Malgré une élévation
substantielle des taux plasmatiques de cette hormone orexigene, les patients atteints d’AM
adoptent de maniere paradoxale un comportement de restriction alimentaire. Cette observation
a conduit plusieurs groupes a suggérer le concept de « résistance ou insensibilité » a la

ghréline dans cette situation pathologique (Gorwood et al 2016).

En effet, cette hyperghrélinémie pourrait également étre une réponse hormonale adaptative a
la dénutrition chronique, et serait requise pour le maintien de la glycémie chez la souris

soumise & une restriction calorique séveére (Zhao et al 2010).

3. La cachexie cancéreuse

La cachexie est un trouble métabolique en progression qui entraine une réduction de la
fonction physique, une perte de poids et de muscle importante, une tolérance réduite a la
thérapie anticancereuse, et a une réduction de la survie. C’est une complication dévastatrice
du cancer et une cause importante de morbidité et de mortalité et peut avoir un effet important
sur la qualité de vie et I'estime de soi (Khatib et al 2018, Torres-Fuentes 2018).

La cachexie du cancer a été classée en stades de pré-cachexie, de cachexie et de cachexie

réfractaire (Figure 10).
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Precachexia + Cachexia + Refractory cachexia
Mormal ; Death
Weight boss 5% + Weight loss =5% or i Variable degree of cachexia
Ancrexia and ¢ BMU =20 and weight loss =2% | Cancer disease both procatabolic
metabolicchange | orsarcopenia and weight + and not responsive to anticancer
i loss =25 i treatment
i Often reduced food intakef  © Low performance score
¢ systemic inflammation v =3 months expected survival

Figure 10. Stades de la cachexie cancéreuse (Fearon et al 2011).

La cachexie représente un spectre a travers lequel les patients n'évoluent pas tous de la méme fagon. A
I'neure actuelle, il n'existe pas de biomarqueurs confirmés pour identifier les patients précachexiques
qui sont susceptibles de progresser vers la cachexie réfractaire.

La cachexie réfractaire est définie essentiellement sur la base des caractéristiques cliniques et des
circonstances du patient.

BMI = Body mass indice (indice de masse corporelle)

L'inflammation chronique est également un facteur important de la cachexie, car elle affecte
la fonction de plusieurs tissus tels que le muscle squelettique, la graisse, le cerveau et le foie
(Argiles et al 2012). Parallélement & l'activité défectueuse des facteurs anabolisants, la
production de facteurs favorisant le catabolisme est augmentée dans les modéles de souris
cachectiques et chez les patients, a savoir : I'angiotensine I, IL-1, IL-6, myostatine, activine
A, IFN-y et TNFa (Figure 11).

Il a été rapporté qu'au cours de la cachexie, les patients atteints de cancer et les modeéles de
souris subissent une diminution de leur taux de cholestérol, des niveaux circulants du facteur
anabolisant insuline-like growth (IGF-1) et le développement d'une résistance a l'insuline
(Garcia et al 2005, Costelli et al 2006, Asp et al 2010).

L’ablation de la tumeur améliore la tolérance au glucose suggérant que les cytokines sont
sécretees en partie par la tumeur elle-méme. Au niveau musculaire, le taux de synthése
protéique est réduit et la machinerie catabolique est activée. Il en résulte une augmentation de
la consommation d’énergie, une balance azotée négative, une utilisation accrue de glutamine

et des perturbations du métabolisme des acides aminés (Fearon et al 2011).
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Figure 11. Role de la signalisation inflammatoire dans 1I’évolution vers la cachexie
(Klement et Kdmmerer, 2011).

V- Ghréline et cancer de la prostate

1. Description anatomique et histologique de la prostate
1.1. ChezI’Homme

La prostate, chez ’'Homme, est une glande de ’appareil urogénital masculin, située entre le
plancher pelvien et la cavité péritonéale, soit au carrefour des voies urinaires et des voies
spermatiques (Figure 12). La prostate est entourée d’une pseudo-capsule composée d’une
couche interne musculaire lisse et d’une couche externe de collagene (Seisena et al 2012). Sa
forme est souvent comparée a une chataigne. Elle mesure environ 30 mm de hauteur, 20 mm

de largeur et 25 mm d’épaisseur en moyenne et pese entre 15 et 25 grammes a I’age adulte.

Tres petite a la naissance, la prostate augmente de volume au moment de la puberté sous
I’action de I’augmentation des niveaux d’androgénes, et peut atteindre une moyenne de 20 g a
I’age adulte. Elle augmente avec 1’age pour atteindre des volumes de 40 a 80 grammes apres
60 ans (Hayward et Cunha 2000, Verze et al 2016). La prostate est richement vascularisée et

le réseau lymphatique et trés riche (Marolla et al 2006).
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Figure 12. Représentation schématique des coupes frontales et sagittales de I’appareil urogénital
male indiquant la position anatomique de la prostate adulte. Les zones prostatiques décrites par
McNeal (1983) sont indiquées : zone centrale (CZ), zone périphérique (PZ), stroma
fibromusculaire antérieur (AFS) et zone de transition (TZ) (Timms 2008).

Le modele anatomique de la prostate actuellement adopté est celui proposé par McNeal en
1981. Ainsi, trois zones anatomiques ont été définies (Figure 13a) :

1- La zone périphérigue : constitue plus de 70% de la prostate glandulaire. La trés grande
majorité (plus de 85%) des carcinomes se developpent dans cette zone.

2- La zone centrale : constitue 25% de la prostate glandulaire. Ses canaux se trouvent

pres des orifices du conduit éjaculatoire. Elle est le siege de 5% des cancers.

3- La zone de transition : se trouve entre les deux précédentes et contient les glandes dites
mucosales (5% de la prostate glandulaire). Elle est le site exclusif de I’hypertrophie

bénigne de la prostate (HBP), et le siege de 10% des cancers prostatiques (CaP).

La prostate est formée de 30 a 40 lobules. Chaque lobule est composé d’alvéoles (ou
acinus) glandulaires entourés d’un stroma abondant. L’épithélium glandulaire qui

compose ces acini est formé de 2 couches cellulaires (Figure 13b) :

< La couche épithéliale luminale : les cellules luminales sont abondantes et

différenciées. Elles sont androgéno-dépendantes (entrent en apoptose lors d’une

suppression androgenique) et synthétisent les protéines sécrétoires prostatiques.

28



Synthése Bibliographique

‘ ladd}/

Central zone

\

Seminal
vesicle

) A
\ 7] |
N \ i\
\ R S ) —— Fibromuscular region \
b b N > 7 . Peripheral zone
Ejaculatory duct : A

Pen urethral gland region

: b Prostatic Luminal  Basal Intermediate Neuroendocrine
duct cell cell cell cell

o ""l‘

Basal lamina
Smooth muscle

Basal lamina

Basal cell

+ Neuroendocrine
cell

AL

Luminal cell

Lumen Stroma

Fibroblast

Endothelial cell {0 =

Secretions " L

Figure 13. Anatomie et structure histologique de la prostate humaine. a) La prostate est divisée en
cing régions anatomiques : la zone centrale, la région périurétrale, la zone de transition, la zone
périphérique et la région fibromusculaire (ou stroma). La plupart des tumeurs prennent naissance
dans la zone périphérique. b) Chaque région comprend des canaux et des acini dispersés dans le
stroma, qui contient divers types de cellules, principalement des cellules du muscule lisse, des
cellules neuroendocrines mais aussi des fibroblastes (Rebello et al 2016).

++ La couche épithéliale basale : est située en périphérie. Elle est composée de cellules
souches et de cellules en cours de différenciation donnant naissance a plusieurs sous
populations de cellules progénitrices. Elles sont caractérisées par une faible expression
des androgenes et ne produisent pas 1’antigéne spécifique prostatique (PSA). Quelques
cellules neuroendocrines, androgéno-indépendantes, sont également dispersées dans la
membrane basale ; elles interviennent dans la régulation de la croissance et de

I’activité sécrétrice des cellules luminales.

L’interaction stroma-épithélium joue un rdle important dans le développement physiologique
de la prostate mais également dans celui des pathologies prostatiques : I’hypertrophie bénigne
de la prostate et le cancer (Cunha 1994, Schalken et Leenders 2003, Ishii et al 2018).
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1.2. Chez les Rongeurs

La prostate est localisée autour de la face dorsale de la vessie et de 1'uro-spermiducte. Elle

comporte plusieurs lobes (Figure 13).

Seminal
vesicle °

LumP
Rhabdosphincter

Figure 14. Structure anatomique de la prostate (Crowley et Shen 2022). LumA, LumD, LumL,

LumP, LumV : les différents lobes de la prostate.

Histologiquement, la glande est constituée d’acini épithéliaux (éléments exocrines creux
en cul-de-sac) se prolongeant en canaux sécréteurs, englobés dans un compartiment
stromal fibromusculaire (Ittman 2018). Le compartiment épithélial est constitué de deux
assises cellulaires concentriques : la couche luminale, en contact avec la lumiére interne
de I’acinus, et la couche basale périphérique ; des cellules endocrines sont dispersées dans

1’épithélium (Figure 14).

Les cellules luminales sont les cellules exocrines différenciées, de forme columnaire, avec
leur noyau excentré au pole basal ; elles expriment I’antigéne spécifique de prostate
(PSA), une batterie spécifique de cytokératines, et le récepteur aux androgenes (lttman
2018). Les cellules basales, adjacentes a la lame basale et aplaties, expriment

spécifiguement p63 et présentent une activité proliférative.
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Figure 15. Histo-cytologie de la prostate de rongeur adulte méle (Freeland et al 2021).

1.3.  Les cellules-souches de I’épithélium prostatique

L’existence de cellules-souches dans 1’épithélium de prostate a été démontrée suite a la
privation d’androgénes (par castration expérimentale par exemple) qui entraine dans les jours
suivants une perte massive de cellules luminales par apoptose (Ittman et al 2018). La
supplémentation d’androgénes permet la restauration de 1’épithélium ; ce cycle peut se répéter
15 fois chez les rongeurs méles adultes, ce qui indique I’existence de cellules
souches/progénitrices indépendantes des androgénes (Evans et Chandler 1987). La couche
luminale et la couche basale des acini épithéliaux sont renouvelables grace a deux sous-
populations respectives de progéniteurs (Crowell et al 2021). Il a été démontré formellement
en culture primaire que les cellules basales veérifient les critéres de cellule-souche, notamment
la multipotentialité (capacité a engendrer tous les types cellulaires du tissu-hote) et
I’autorenouvellement (Pignon et al 2013).

Le milieu de culture primaire des cellules-souches de prostate de souris a €té mis au point de
longue date (Xin et al 2007). Nommé « prostate epithelial cell growth medium » (PrEGM)), il
contient de nombreux additifs, dont les hormones hydrocortisone, insuline, adrénaline, T3-
thyroidienne, et les facteurs de croissance EGF et acide rétinoique, et divers suppléments
nutritifs (Xin et al 2007). Plus récemment, un mode de culture tridimensionnel en

« prostaspheres » a été mis au point en ajoutant du bFGF, ce qui facilite I’analyse de
I’autorenouvellement des cellules-souches — comme dans le cas des cellules-souches neurales
(Lukacs et al 2010, Huang et al 2015).

31



Synthése Bibliographique

Les lignées dérivées de tumeurs de prostate humaines sont cultivables dans un milieu
beaucoup plus simple, consistant en milieu minimum type RPMI (Roswell Park Memorial

Institute) simplement supplémenté en sérum de bovin feetal (Kaighn et al 1978).

2. Role physiologique de la prostate

La prostate est une glande exocrine, dont la principale fonction est de produire le liquide
prostatique, qui représente environ 20% du liquide séminal, les 80% restants étant sécrétés par
les vésicules séminales. Ce liquide contient plusieurs substances qui permettent au sperme de
rester sous forme liquide en empéchant sa coagulation (Aumuller 1983) : i) I’acide citrique
assurant la survie des spermatozoides a travers la production d’adénosine triphosphate (ATP);
i) Les enzymes protéolytiques qui dégradent les protéines de coagulation provenant des
vesicules séminales ; iii) la phosphatase acide ; iv) la plasmine séminale qui agit comme
antibiotique afin d’éviter toutes infection du tractus urinaire male. Ses autres constituants sont
majoritairement des protéines : le PSA, la phosphatase acide prostatique (PAP) et des
molécules ionisées (citrate, zinc, polyamines, glycoprotéines) ce qui confere a la prostate un
réle important dans la liquéfaction du liquide séminal ainsi que la protection des
spermatozoides contre de nombreux agents et facteurs cytotoxiques (Balk et Bubley 2003). La
fonction de la prostate est régulée par la testostérone une hormone sexuelle masculine
produite principalement dans les testicules. Dans la prostate adulte, les androgénes ont un
effet a la fois sur les cellules épithéliales en les maintenant dans un état différencié et
relativement quiescent et sur les cellules du stroma. Les androgénes sont donc des médiateurs
majeurs des interactions paracrines entre cellules épithéliales et cellules stromales qui

permettent le maintien de I’homéostasie prostatique (Ishii et al 2018).

Deux récepteurs aux stéroides sont impliqués dans le développement et le bon fonctionnement
de la prostate : le récepteur aux androgenes (AR) et le récepteur aux cestrogénes (ER). Une

surexpression de ces deux protéines est corrélée avec la présence d’un CaP (Gregory et al

2001).

32



Synthése Bibliographique

3. Physiopathologie de la prostate

3.1. La prostatite

C’est la maladie prostatique la plus fréquente chez I’lhomme de moins de 50 ans. Il s’agit
d’une inflammation aigue ou chronique de la prostate qui est fréquemment la conséquence
d’une infection bactérienne urinaire. Elle se divise en quatre catégories : i) la prostatite bacté-
rienne aigué ; ii) la prostatite bactérienne chronique ; iii) le syndrome de la prostatite chro-
nique caractérisée par une douleur pelvienne chronique ; iv) la prostatite inflammatoire
asymptomatique. Cette pathologie trés commune se soigne facilement par antibiothérapie
(Franco et al 2018).

3.2. L’hyperplasie bégnine de la prostate (HBP)

L'HBP est une tumeur bénigne qui se développe aux dépens de la partie craniale de
la prostate ; cette pathologie concerne environ 50% des hommes entre 51 et 60 ans et 90% des
hommes de plus de 80 ans. Dans I’HBP, la prolifération cellulaire entraine une augmentation
du volume péri-urétrale de la prostate et une augmentation du tonus musculaire lisse. Ceci
risque d'étrangler l'uretre et de I'obstruer partiellement et par conséquent, provoquer des
troubles urinaires et des douleurs chroniques. L'HBP n‘augmente pas le risque de développer
le CaP. Les deux maladies peuvent présenter des symptomes similaires, bien que la plupart du
temps, le CaP ne présente aucun symptome. Il est par ailleurs possible de présenter a la fois
une HBP et un CaP (Simpson et al 1996). Les traitements possible sont, I’hormonothérapie, la
phytothérapie ou la chirurgie (ablation d’une partie de la glande) (Langan 2019).

3.3. Le cancer de la prostate

La cancérogenese est I’ensemble des phénomeénes transformant une cellule normale en cellule
cancéreuse résultant d’altérations de I’ADN cellulaire qui perturbent de fagon permanente
I’homéostasie tissulaire (Figure 16); la formation d’un cancer étant elle-méme
I’aboutissement d’événements résultant de la prolifération rapide et incontrolée de cellules qui
ne suivent plus le processus normal de mort cellulaire par apoptose, et deviennent immortelles
(Liu et al 2015). La cancérogenése est un processus complexe pouvant étre divisé en trois

phases distinctes :
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L’initiation tumorale : L'initiation est la premiere étape du développement d'un cancer.
Les agents initiateurs sont des agents génotoxiques qui induisent une lésion définitive de

I’ADN. De nombreux initiateurs sont spécifiques d’especes ou de types de tissus particu-
liers entrainant des modifications irréversibles de I’ADN qui vont permettre a une cellule
normale d’acquérir des propriétés qui I’ameénent progressivement a une transformation en
cellule tumorale initiée. Etant donné que l'initiation entraine un changement génétique
permanent, toute cellule fille issue de la division de la cellule mutée sera également por-
teuse de la mutation (Richmond et Su 2008).

La phase de promotion tumorale : correspond a la prolifération et la multiplication
anormale du clone des cellules initiées, contenant la mutation créée par l'initiateur (Trosko
2001). Contrairement aux initiateurs, les promoteurs ne se lient pas de maniere covalente
aux macromolécules ou & I'ADN a l'intérieur de la cellule, mais nombre d'entre eux se lient
a des récepteurs sur la surface de la cellule afin d'intervenir au niveau des voies intracellu-
laires qui augmentent la prolifération cellulaire. La croissance tumorale est dose-
dépendante avec un seuil et un effet maximal des promoteurs : de tres faibles doses ne fa-
vorisent pas I'apparition de tumeurs et des doses extrémement élevées n‘augmentent pas le
risque tumoral. Les promoteurs augmentent I'expansion clonale des cellules initiées et con-
duisent ultérieurement a la malignité (Klaunig et al 2000).

La phase de progression tumorale : qui marque le passage irréversible des lésions
précancéreuses a des Iésions malignes, avec une prolifération cellulaire indépendante, une
extension invasive de la tumeur et une capacité a métastaser. Les agents promoteurs
n’induisent pas de lésions de I’ADN mais favorisent I’expression d’une lésion,
préalablement induite par un agent initiateur. La progression est associée a des
changements du caryotype : la plupart des tumeurs avancées présentent une aneuploidie.
Ce changement s'accompagne d'altérations biochimiques et morphologiques dues a
I'instabilité génétique (Oliveira et al 2007). Un apport en énergie devient indispensable
pour la survie de la tumeur. Elle élabore un réseau de capillaires au sein de la tumeur
appelé angiogénese grace a la sécrétion du VEGF (Vascular Endothelium Growth Factor)
(Folkman 1971).
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Figure 16. Processus en trois phases (initiation, promotion et progression) suite a I'administration d'un
agent cancérigéne a des modeles animaux de cancers primitifs (Liu et al 2015).

L’étiologie du cancer de la prostate est difficile a identifier. Des études épidémiologiques ont
montré la combinaison de plusieurs facteurs comme le vieillissement, 1’exposition a des car-
cinogenes ou des agents infectieux, les facteurs diététiques, les facteurs héréditaires et la si-
gnalisation des récepteurs hormonaux stéroides (Abate-Shen et Shen 2010).

Il est bien établi que les cancers de prostate dérivent généralement de la transformation des
cellules-souches saines de 1’épithélium prostatique (Archer et al 2017, Freeland et al 2021).
Cette situation est particuliére car la plupart des autres cancers se forment par transformation
maligne de cellules banales, car les cellules-souches sont généralement bien protégées contre

la cancérogénese (Foroni et al 2007).

L’adénocarcinome est le type de cancer de la prostate le plus frequent dans plus de 90% des
cas. Il se développe le plus souvent dans la zone périphérique. Les cellules a 1’origine des
tumeurs de la prostate sont, majoritairement, les cellules épithéliales. Les autres types de tu-
meurs prostatiques sont moins fréquents (Liedberg et al 2007, Beltran et al 2011, Martorana et
al 2016) :

v Adénocarcinomes ductaux (environ 5% des cas) ;

Cancers urotheliaux (environ 2,7% des cas) ;

v

v' Cancer de la prostate a cellules squameuses (représentant 0,5 a 1% des cas) ;

v’ Cancers a petites cellules (appelés neuroendocriens, représentant 0,5 a 2% des cas) ;
v

Sarcomes prostatiques (cancers des cellules musculaires, environ 1% des cas) ;

e
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Le CaP présente plusieurs phases évolutives :

1) Lésions pré-cancéreuses : L’initiation de la tumorigenése prostatique est associee a la
présence de lésions précancéreuses PIN (Prostate Intraepithelial Neoplasia). Ces Iésions
entrainent des changements dans les cellules prostatique et progressent ensuite vers la
formation de carcinomes invasifs puis éventuellement de métastases (Shen et Abate-Shen,
2010). Les néoplasies de haut grade (HGPIN) sont des Iésions de la prostate qui ressemblent
aux lésions tumorales. Elles constituent une étape intermédiaire entre le tissu bénin et le
cancer et sont retrouvées préférentiellement dans la zone périphérique de la prostate. Ces
néoplasies sont caracterisés par la présence de cellules épithéliales présentant une
prolifération accrue accompagnee de changements cytologiques a savoir, un élargissement du
noyau, une chromatine dense et un nucléole proéminent. Contrairement aux tumeurs, la
néoplasie PIN n’entraine pas de rupture de la lame basale, n’envahit pas le stroma et la

structure de 1’acinus n’est que peu altérée (Tosoian et al 2018).
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Figure 17. L'atrophie inflammatoire proliférative comme précurseur de la néoplasie intraépithéliale
prostatique (PIN) et du cancer de la prostate (Nelson et al 2003).

2) Le CaP cliniguement localisé : Dans la premiére phase, la tumeur est limitée a la prostate.
Avec le temps, la tumeur grossit et peut s’étendre au-dela de la capsule prostatique.

Au stade de cancer localement avancé, les cellules cancéreuses dépassent la capsule
prostatique et infiltrent le tissu adipeux péri-prostatique entourant la glande.

3) Cancer métastatique : des cellules cancéreuses peuvent se détacher de la tumeur et
envahir, préférentiellement, par un processus meétastatique, d’autres parties du corps (les
ganglions lymphatiques situés a proximité de la prostate, les os (Figure 18) et plus

e
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tardivement, le foie et les poumons) via les vaisseaux sanguins ou lymphatiques. La maladie

évolue souvent lentement, sur plusieurs années (Yamamichi et al 2023).
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Figure 18. Principales voies de signalisation dans la métastase osseuse du cancer de la prostate
(‘YYamamichi et al 2023).

La matrice osseuse est riche en transforming growth factor-g (TGF-B), insulin like growth factor
(IGF), fibroblast growth factor (FGF), bone morphogenetic protein (BMP), etc... qui favorisent la
progression du cancer (Song et al 2022). Ces facteurs interagissent pour former un systéme complet,
formant une voie de rétroaction qui favorise la production de diverses cytokines, ce qui induit des
métastases dans les os, et aggrave la croissance du cancer. Des interactions importantes entre le
microenvironnement osseux et les cellules prostatiques métastatiques se produisent via des
signalisations autocrines et paracrines. Cette activation du métabolisme osseux favorise diverses
interactions coordonnées entre les ostéoblastes, les ostéoclastes et les ostéocytes avec leur
microenvironnement (Wood et Brown 2020, Song et al 2022, Yamamichi et al 2023).

4) Cancer résistant & la castration (CRPC) : c’est une récidive du cancer aprés traitement

hormonal de premiére génération (castration médicamenteuse), car presque tous les patients
voient leurs RA mutés au bout d’un certain temps. Nombreuses molécules ont été synthétisées
visant a bloquer plusieurs étapes clés de la voie de signalisation du RA, y compris la liaison
des androgenes au RA, la translocation nucléaire du RA activé et la liaison du RA active avec
I'ADN. Un autre type de castration chirurgicale par exérese des deux testicules ou de la pulpe
testiculaire peut aussi étre réalisé. Cette technique irréversible supprime immédiatement la
production de testostérone. Toutefois, elle est moins tolérée psychologiquement pour le

patient que la castration médicamenteuse (Scott et Enzalutamide, 2018).
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3.3.1. Epidémiologie du Cancer de la Prostate

Le CaP constitue un probléme de santé publique. En effet, il représente le premier cancer dia-
gnostiqué chez I'hnomme de plus de 50 ans. Selon les statistiques récentes (Globocan, 2022) le
nombre des nouveaux cas de cancer de la prostate chez les hommes dans le monde était de
1,414 259 (7.3%), le plagant au 4éme rang en termes d’incidence dans la population (hommes
et femmes confondues) et au 2°™ rang chez les hommes. Le nombre de patients décédés d’un
CaP était de 375,304 (3.8%) en 2020. Le CaP est la 8™ cause de décés par cancer dans le
monde apres le cancer du poumon, du colon, du foie, de I’estomac, du sein, de 1’cesophage et
du pancréas. Il représente la 5°™ cause de décés chez les hommes. Il existe de grandes dispa-
rités entre les pays avec globalement une incidence trés élevée dans les pays occidentaux
(Sung et al 2021).

En France, on estime a plus de 66 070 (14.1%) le nombre de nouveaux cas de CaP (Figure 19)

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages Number of new cases in 2020, males, all ages

Prostate
66 070 (14.1%)
Prostate
66 070 (25.4%)
,;*.‘./;' A Breast
s \ 58 083 (12.4%) Other cancers
Other cancers = L 113 389 (43.6%)
~ ung
230 960 (49.4%) 48 299 (10.3%)
Colorectum Kidney Lung
48 061 (10.3%) 9667 (3.7%) 31941 (12.3%)
Bladder Bladder Colorectum
16 492 (3.5%) 13321 (5.1%) 25781 (9.9%)
Total: 467 965 Total: 260 169
(@) (b)

Age-standardized (World) incidence and mortality rates, top 10 cancers
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Figure 19. (a) Nombre des nouveaux cas de cancer chez les deux sexes en France. (b) Nombre des
nouveaux cas de cancer chez I’homme en France. (c) Estimation des taux d'incidence et de mortalité
en France (Globocan, 2022).
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diagnostiqués en 2020. Le nombre de déces lié au cancer de la prostate était estimé a 9 060,
soit 4.9 % des décés par cancer chez I’homme. le CaP est classé 6°™ cause de déceés par can-

cer derriére les cancers du poumon, du colon, du foie et de ’estomac chez I’homme (Globo-

can, 2022).

En Algérie, le nombre de nouveaux cas du CaP observé en 2020 s’¢levait a 3597 cas (6.2%)
(Figure 20). Leur nombre pourrait augmenter jusqu’a 150390 cas dans 5 ans. Le taux de
mortalité augmente avec 1’age. La mortalité voit une augmentation en 2020 avec un nombre
de 1635 (5.0%) déces (Globocan, 2022).

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages Number of new cases in 2020, males, all ages

Lung
Breast 4159 (15.2%)
12536 (21.5%)
Colorectum
e 6526 (11.2%) Other cancers Prostate
Other cancers | 11940 (43.7%) 3597 (13.2%)
27784 (47.6%) Lung
4774(8.2%)
Prostate Colorectum
3597 (6.2%) 3458 (12.7%)
Bladder Stomach Bladder
3201 (5.5%) 1440 (5.3%) 2734 (10%)
Total: 58 418 Total: 27 328
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Figure 20. (a) Nombre des nouveaux cas de cancer chez les deux sexes en Algeérie. (b) Nombre des
nouveaux cas de cancer chez I’homme en Algérie. (¢) Estimation des taux d'incidence et de mortalité
en Algérie (Globocan, 2022)

La mortalité liée au CaP est en baisse constante depuis les années 1990. Cette diminution du
taux de mortalité pourrait s’expliquer en partie par : i) I'utilisation du PSA qui a permis de
diagnostiquer des tumeurs au stade localisé et donc accessible a un traitement curatif, ii)
I’amélioration des traitements qui a permis de prolonger la vie des patients métastatiques

grace a I’émergence de nouvelles classes thérapeutiques, telle que 1’hormonothérapie, et iii)

e
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I’accés au dépistage permettant de diagnostiquer les cancers a un stade précoce (Schroder et
al, 2014).

3.3.2. Les facteurs de risque du cancer de la prostate

Pour une maladie aussi fréquente que le CaP, on sait relativement peu de choses sur son étio-
logie. A ce jour, les facteurs de risque établis se limitent a I'dge avancé, aux antécédents fami-
liaux, aux prédispositions genétiques, a certaines mutations (par exemple, BRCAL et BRCA?2)
et certaines affections (syndrome de Lynch) ou encore a I’origine géographique et notamment
I’appartenance a la population africaine, afro-américaine ou caribéenne (ethnie). Les hommes
noirs des Etats-Unis et des Caraibes ont l'incidence la plus élevée et présentent les taux d'inci-
dence les plus élevés au monde (Rebbeck et al 2013).

Peu de facteurs liés au mode de vie et a I'environnement ont été identifiés a ce jour pour les-
quels les résultats sont contradictoires, bien qu'ils puissent s'accumuler pour le tabagisme,
I'exces de poids, les syndromes métaboliques et certains facteurs nutritionnels susceptibles
d'augmenter le risque de CaP avancé (Esposito et al 2013, Carter et al 2015, Mottet et al
2017).

3.3.3. Diagnostic du cancer de la prostate

La grande majorité des cas de CaP au stade précoce localisé sont asymptomatiques. Le CaP
est le plus souvent suspecté sur une augmentation du taux sérique de PSA. Les symptémes les
plus souvent retrouvés sont une hématurie ou une obstruction des voies urinaires. Plus tardi-
vement, la dissémination métastatique de la tumeur peut causer des cedémes des membres
inférieurs par compression des ganglions lymphatiques régionaux ou des douleurs osseuses

souvent au niveau des vertebres, le bassin ou les cotes (Beer et al 2014, Albertsen 2020).

La détection du CaP repose sur le dosage du PSA et I’examen clinique de la prostate par le
toucher rectal. Toutefois, la biopsie de la prostate demeure la meilleure technique de diagnos-
tic définitif du CaP sur les carottes de biopsie de la prostate ou les pieces opeératoires pour la
détection des cellules cancéreuses dans la prostate lors de I'examen histopathologique (Sere-
foglu et al 2013). Plus récemment I’IRM et la scintigraphie de la prostate ont confirmé leur
importance diagnostique du CaP. En effet, ils permettent d’évaluer les atteintes extra-
prostatiques et de détecter la présence de metastases dans les formes les plus avancees (Galani
2015, Ploussard et al 2022).
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Le PSA est une glycoprotéine androgeno-régulée a activité serine-protéase de la famille des
kallikréines produite par la prostate. Il est spécifique seulement d’organe, mais il n'est pas
specifique du CaP. Toutefois, le dépistage systématique du PSA reste I'un des meilleurs tests
cliniques pour le CaP (Zappa 2014) et reste d’une utilité indéniable pour le suivi du traitement
et des récidives (Wallace et al 2014). La majorité des hommes sains présentent un taux de
PSA sanguin < 4 ng/ml. Ainsi, I’augmentation rapide de sa concentration (> 4ng/ml) est un
élément suspect du cancer. L'utilisation de ce biomarqueur sérique reste controversée, car
dans le contexte clinique, le PSA ne permet pas de distinguer les maladies indolentes des ma-
ladies agressives de haut grade. Un pourcentage important d’affections prostatiques non ma-
lignes et ne présentant aucun symptdme peuvent entrainer une élévation du taux de PSA sé-
rique donnant lieu a un nombre considérable de résultats faussement positifs, ce qui réduit sa
specificité et entraine un surdiagnostic et un surtraitement (Schroder et al 2009, Van Poppel et
al 2021)

Le seul moyen permettant d’affirmer avec certitude la présence d’un cancer est de réaliser une
analyse anatomopathologique aprés une biopsie prostatique guidées par échographie transrec-
tale (TRUS) ; c’est la méthode la plus largement acceptée pour prélever au minimum 12
fragments (carottes) de tissu prostatique par voie transrectale (a travers la paroi du rectum)
dans différentes parties de la prostate (Pal 2012).

a) Le score de Gleason : L’agressivité du cancer est évaluée sur des prélévements de biopsie
(10 a 12 carottes) permettant de cartographier la prostate qui se développe souvent en mul-
tiples foyers (Ploussard et al 2022). Cette méthode permet de définir le grade de la tumeur sur
la base du score de Gleason (Gleason et Mellinger 1974, Gleason 1992) qui reste depuis plus
de 60 ans, le critere pronostic le plus important dans la prise en charge du CaP. Ce score ré-
sulte de la somme des 2 profils histologiques les plus représentés dans la tumeur. Ce score
s’échelonne entre 6 et 10 ; le score 6 correspond a des cancers peu agressifs, et le score 10 a
des cancers trés agressifs (Epstein et al 2016). Le probléme majeur de ce grade est qu’il re-
groupe des cancers du groupe 7 (3+4) et 7 (4+3) dont les pronostics sont tres différents. En
effet, les cancers du groupe 7 (4+3) progressent plus rapidement et forment plus de métastases
(Chan et al 2000). 1l en est de méme pour les scores 8 et 9-10 dont le pronostic n’est pas le
méme. Ceci a conduit a la mise en place d’une nouvelle stratification acceptée majoritaire-
ment lors de la conférence de consensus de I’'ISUP (International Society of Urological Pa-

thology) de 2014 et recommandée par I’OMS, et qui permet notamment de faire la différence
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entre les tumeurs de score de Gleason 7 selon le grade majoritaire (Figure 21) Elle est basée
sur une échelle représentant le degré de différenciation des cellules tumorales par des valeurs
allant de 1 & 5. La valeur pronostique de cette classification a été validée par une étude multi-

centrique (Epstein et al 2016) :
- Grade 1 (scores de Gleason < 6) : 96% de survie sans rechute apres prostatectomie
- Grade 2 (score de Gleason 7 = 3+4) : 88%
- Grade 3 (score de Gleason 7 = 4+3) : 63%
- Grade 4 (score de Gleason 8) : 48%

- Grade 5 (scores de Gleason 9 — 10) : 26%

Cellules normales
-

Grade | : Petites glandes uniformes

Grade Il : Glandes plus espacées et
noyaux cellulaires proéminents

Grade Il : Glandes simples, de
taille et de forme moyennes, et
d'espacements irréguliers

Grade IV : Massifs épithéliaux de
glandes fusionnées

Grade V : Couches de cellules
indifférenciées et adénocarcinomes

51 Gt w0

Figure 21. Vue schématique de I’histologie prostatique selon la classification de Gleason.

b) Classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) : c’est un systéme international permet-

tant de classer les cancers selon leur expansion anatomique. Le stade tumoral décrit I’étendue
de la dissémination au moment du diagnostic. Cette classification est symbolisée par 3 lettres :
I’étendu de la tumeur primitive (T), I’infiltration des ganglions lymphatiques voisins (N), la
présence d’éventuelles métastases (M). Chaque lettre est suivie d’un chiffre correspondant a

des critéres cliniques permettant de caractériser 1’envahissement tumoral (Ploussard et al

2022).
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Le stade T se divise en 4 catégories :
- T1 : latumeur est indétectable cliniquement, ni palpable ni visible a I’imagerie ;
- T2 : la tumeur est confinée dans la prostate mais palpable ou visible a I’imagerie ;

- T3 : latumeur a franchi la capsule prostatique ou envahi le col vésical ou les vésicules semi-

nales ;

- T4 : la tumeur s’est répandue dans des tissus en dehors de la prostate et des vésicules semi-

nales ;

C) La classification de D’Amico : est basée sur la combinaison de 3 critéres : le stade TNM, le
score de Gleason, et la valeur du PSA. Cette classification permet d’évaluer le potentiel
d’agressivité des tumeurs localisées et de mettre en place le traitement le plus approprié
(D’Amico et al 1998), Elle est divisée en 3 niveaux de risque de progression du CaP (Tableau
2) : un risque faible, un risque intermédiaire et un risque éleve. Toutefois, cette classification

présente des limitations, et en particulier pour les patients avec un score de Gleason 7.

Tableau 2. Evaluation de I’agressivité du cancer de la prostate selon la classification de D’ Amico

Groupe Définitions s s
Faible risque o q‘u o RBLC R <25%
Risque intermédiaire | (o somis 3| 20 18 Ti;;:‘uz%'f, & 25-50%
Riscue &lev lS’StaA:; :c%i?ggl/;?ngz Score de Gleason > 7 ou > 50%

d) L’IRM (Imagerie par résonnance magnétique) - Selon les dernieres recommandations,
tout homme présentant un risque de cancer de la prostate devrait effectuer une IRM de la

prostate avant d'effectuer une biopsie de la prostate. Cette évolution dans le diagnostic du
PCa a amélioré la capacité des cliniciens a classer les patients en fonction du risque et a pro-
poser un traitement adapté basé sur le pronostic de la tumeur et de la prédilection du patient
(Ploussard et al 2022).

43



Synthése Bibliographique

3.3.4. Traitement du cancer de la prostate

Le traitement du cancer de la prostate dépend étroitement du stade lors du diagnostic initial
(par les taux sanguins de PSA, I'IRM et/ou une biopsie tissulaire) et des situations cliniques.
La surveillance active est le traitement de référence pour les tumeurs de faible risque évolutif.
Differentes thérapies sont actuellement utilisées : pour les maladies localisées ou localement
avancé la thérapie préconisee est la déprivation androgénique (ADT), l'intervention chirurgi-
cale (prostatectomie totale) et la radiothérapie pouvant étre associée a une hormonothérapie
(Figure 22). Ces traitements peuvent étre utilisés en monothérapie ou combinés pour les ma-
ladies a haut risque, ce qui peut améliorer la qualité du traitement (Klotz 2017). La radiothe-
rapie de rattrapage précoce est recommandée en cas de récidive biologique post-
prostatectomie totale. L’imagerie (IRM), notamment moléculaire, permet d’orienter la prise
de décision en cas de récidive biologique aprés traitement local, mais ne doit pas retarder la
radiothérapie de rattrapage précoce en cas de récidive biologique post-prostatectomie totale
(Nolsge et al 2020, Ploussard et al 2022).

Patient Risk:

High

Intermediate- 'RT RP

high +/-ADT _ +/-PLND ,
" Active Y4
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA PR T / ‘
Low or low- ¥ : i <Systemic therapy>
intermediate “\ . RP’,"
/ ]
kS /
“‘n :/' {
PSA <Local therapy> Follow-up
levels A A o
[ =i \ /
Localized PCa
t —
Patient ' "
diagnosed S years 10 years 15 years after diagnosis
N : J
Curative therapy > Palliative therapy
174
mCRPC:
mﬁ; f\ i Life-long ADT with
e ——= one of antiandrogens,
with one of RT, PR
dosetaxel, cabazitaxel, RT
antiandrogens
“ PARPI

Figure 22. Présentation générale de la prise en charge du CaP. ADT : androgen deprivation therapy ;
PARPI : inhibiteur de la poly(adénosine diphosphate-ribose) polymérase ; PLND : dissection des
ganglions lymphatiques pelviens ; RP : prostatectomie radicale ; RT : radiothérapie (Wasim et al
2022).
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L’ADT qui est I'une des formes les plus courantes du traitement du CaP avancé, inclue la cas-
tration chimique par I’utilisation d’antagonistes de AR mais aussi les thérapies combinées
faisant appel a des agonistes ou des antagonistes de la LHRH (Luteinizing Hormone-releasing
Hormone) qui vont bloquer la sécrétion de LH et donc la production de testostérone testicu-
laire. L’association de la radiothérapie et de I’ADT a montré une amélioration de la survie

dans plusieurs essais (Shafi et al 2013).

La majorité des patients répondent initialement au blocage des androgenes. Malheureusement,
au bout de deux ans ils développent une résistance et un échappement androgénique et se
transforment en CRPC indépendant des androgénes, trés agressif et réfractaire aux thérapies
hormonales conventionnelles (Agoulnik et Weigel 2006, Devlin et Mudryj 2009). Dans cette
phase, le traitement du CRPC consiste a inhiber I'axe androgéne-récepteur. La chimiothérapie
par taxanes et les hormonothérapies de 2" génération ciblant le récepteur des androgénes ou
le CYP450 seront proposées (Berthold et al 2008, Beer et al 2014).

Pour examiner I’extension de la maladie, il faudrait vérifier les vésicules séminales, le rectum,
le bas de la vessie et les ganglions lymphatiques situés a proximité de la prostate via imagerie
par résonance magnétique (IRM) pelvi-prostatique, TDM (scanner) abdomino-pelvienne.

La recherche des meétastases osseuses, ganglionnaires ou viscerales est réalisée
par scintigraphie osseuse, IRM corps entier et enfin TEP-Scan (tomographie par émission de

positons) a la fluorocholine pour rechercher la présence éventuelle de métastases

Le CaP est unique en ce que l'os est souvent le seul site de metastase cliniquement détectable
et forment des métastases de type ostéoblastique (formation d’os) plutdt qu'ostéolytiques (lyse
osseuse) (Logothetis et al 2015).

3.3.5 Mécanismes moléculaires de la cancérogéneése prostatigue

L’initiation de la transformation oncogenique principalement par mutation, modifications
épigénétiques, réarrangements chromosomiques ou changements dans la méthylation de
I'ADN peut étre attribuée a 1’activation de voies promouvant la croissance cellulaire en rela-
tion avec la signalisation androgénique. Ceci entraine la perte du suppresseur de tumeur
PTEN (phosphatase and tensin homolog gene), souvent compléte chez les tumeurs de hauts
grades, et l'activation concomitante des voies de signalisation pro-prolifératives PI3K-AKT

sous la dépendance de la signalisation androgénique. Ces voies pourraient agir en association
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avec la protéine TMPRSS2 (Transmembrane protease, serine 2) qui fusionne avec un
membre de la famille des facteurs de croissance ETS (E26 transformation-specific), ERG
(Erythroblast transformation specific), classé comme proto-oncogéne. Cette fusion, qui cor-
respond a la mutation génétique la plus fréquente (détectée dans environ 50 % de toutes les
tumeurs de la prostate), favorisera la progression vers le CaP par des mécanismes qui aug-
mentent le pouvoir sélectif des néoplasies intraépithéliales prostatiques (PIN) (Figure 23)
(Sharrocks 2001, Squire 2009, Phin 2013, Dell’atti et Aguiari 2023). Des tests immunohisto-
chimiques validés ont fourni des preuves évidentes que la perte de PTEN est associée a

I'agressivité du cancer de la prostate (Lotan et al 2015).

Normal

Proliferation
Unregulated activation

%l — (AKT i - of AKT and 2 Anti-apoptosis
: downstream targets
Genomic instability

> Differentiation

Angiogenesis

Overexpression Cell migration Prostate
of ETS targets =t carcinoma

Invasion Y

Figure 23. Voies impliquées dans la progression néoplasique du CaP a partir de 1’épithélium prosta-
tique. Les différentes étapes de la carcinogenése prostatique sont représentées et associées avec les
différents processus biologiques et altérations moléculaires. ARE, éléments de réponse aux andro-

génes ; TA, activateur transcriptionnel ; TF, facteur de transcription (Squire 2009).

D'autres Iésions couramment observées dans le CaP comprennent des mutations dans diffé-
rents génes clés régulateurs du métabolisme cellulaire, tels que HOXB13, GSTP1, NKX3.1,
TMPRSS2, PTEN, AR, P53, etc... (Figure 23) (Nelson et al 2020, Dell’atti et Aguiari 2023).

Ces mutations peuvent affecter la progression du cancer et la réponse au traitement.

Le proto-oncogene MYC est un facteur de transcription qui régule une pléiade de genes im-
pliqués dans la prolifération, la croissance, 1’apoptose et la différentiation cellulaire. La région
chromosomique contenant I’oncogéne Myc (8q24) est fréquemment amplifiée, dans un grand
nombre de tumeurs prostatiques de stade avancé (Sato et al 2008). L’accumulation observée

dans les PIN et dans les carcinomes suggere la surexpression de MYC dans I’initiation du
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cancer (Gurel et al 2008). La diminution de I’expression de NKX3.1 (NK3 Homeobox 1) en-

traine I’initiation précoce de la tumorigenése prostatique (Abate-Shen et Shen 2010).

Normal Germline mutations
RNASEL, MSR1, HOXB13
prostate
epithelium /
Proliferative SO
inflammatory _ Chromosome
atrophy =z

GSTP1CpG island / Prostatic TMPRSS2-ETS family
hypermethylation intraepithelial / gene fusions

_ neoplasia _ Los
1p27 = . 2 _» 10q, 13q, 169
/ | Localized _
1 NKX3.1 prostate Gains of sequences
cancer ~ at7p, 79, Xq
c of F N ,/' .
e Metastatic
prostate |«—— TP53
cancer
hAR gene mutation/ /
amplification Androgen-

independent
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Figure 24. La pathogénése moléculaire du cancer de la prostate (Nelson et al 2020).

Certains CaP héréditaires associées a un risque plus élevé de CaP, impliquent une combinai-
son defavorable de variants génétiques tel que le géne suppresseur de tumeur BRCA2 ou le

géne HOXB13, impliqué dans la régénération cutanée (Cooney 2017, Pilie et al 2016)

4. Role de la ghréline dans le cancer de la prostate

Beaucoup de travaux ont suggeéré que le développement tumoral, y compris les métastases, est
favorisé par la ghréline acylée (AG), forme active qui interagit avec le GHSR entrainant une
prolifération cellulaire importante et une inhibition de l'apoptose, ainsi qu’un métabolisme
tumoral et ’angiogénése (Hoxhaj et Manning 2020). Dans la pathophysiologie de certains
cancers, I’expression de I’ARNm de la ghréline a été détectée dans des tissus tumoraux tels
les adénomes hypophysaires, les tumeurs neuroendocrines, les carcinomes thyroidiens et meé-
dullaires thyroidiens ainsi que dans des tumeurs endocrines du pancréas et des poumons
(Korbonits et al 2001, Kanamoto et al 2001, Korbonits et al 2001, Papotti et al 2001). Ces
effets prolifératifs de I'AG semblent &tre médiés par la voie Ras/PI3K/Akt/mTOR dépendante
de GHSR-1a (Figure 23) (Lin et Hsiao 2017, El-Kott et al 2019, Karimi et al 2021). Un iso-
forme tronqué de GHS-R1a, GHSR de type 1b, a été trouvée dans la majorité des tumeurs et
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des lignées cellulaires cancéreuses, mais son réle potentiel dans la régulation des tumeurs

demeure inconnu.

Tout comme la ghréline acylée (AG), la ghréline désacylée (UAG) est également capable de
stimuler la phosphorylation de I'Akt et la prolifération cellulaire dans lI'adénocarcinome gas-
trique (Spiridon et al 2021) et les cellules béta du pancréas. Du fait qu'UAG est incapable de
se lier a GHS-R1a, cela soutient I'idée qu'un autre récepteur inconnu pourrait médier certains
des effets de I'UAG sur les cellules béta du pancréas (Granata et al 2007, Tian et Fan 2012).

La ghréline et le GHS-R sont également impliqués dans la physiopathologie du CaP. Les car-
cinomes prostatiques humains et les néoplasmes bénins expriment 'ARNm de la ghréline et
du GHS-R (Cassoni et al 2004). Dans le tissu prostatique normal, I'expression de 'ARNm de
la ghréline est indétectable, ce qui suggére que la ghréline est impliquée dans la pathogenése
du CaP. La ghréline et ses analogues modulent la prolifération de diverses lignées tumorales
prostatiques.

Ce résultat est controversé, car certaines études suggerent un effet prolifératif sur la crois-
sance des cellules cancéreuses (Yeh et al 2005), tandis que d'autres observent une action sti-
mulante a la dose physiologique et une action inhibitrice a la dose pharmacologiques (Cassoni
et al 2004). Cette controverse concerne deux domaines principaux : d'une part, les résultats
controversés des effets locaux de la ghréline sur différents types de lignées cellulaires cancé-
reuses humaines ; d'autre part, le désaccord apparent entre les résultats des études in vitro et
des études cliniques portant sur l'association de la ghréline a un type de cancer. Ces incohé-
rences ont entravé les indications permettant de considérer la ghréline comme un biomarqueur
tumoral ou un agent thérapeutique potentiel chez les patients atteints de cancer (Soleyman-
Jahi et al 2019).

A I'heure actuelle, il n'a pas encore été rapporte si I'expression de la ghréline et de ses récep-
teurs dans les cellules tumorales protégent contre la néoplasie ou s'ils stimulent la carcinoge-
nése (Spiridon et al 2021).

Il est intéressant de noter que I'expression de GOAT, I'enzyme responsable de I'acétylation de
la ghreéline, est significativement élevée dans les cellules cancéreuses humaines de la prostate
(Hormaechea-Agulla et al 2016).

Parmi les variants d'épissage de la ghréline associés au cancer, le variant Inl-ghréline, est

fortement exprimée dans plusieurs cancers, dont ceux du sein, de I'hypophyse et les cancers
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neuroendocriniens (Ibanez-Costa et al 2015, Luque et al 2015, Rincon-Fernandez et al 2018).
De méme, dans le cancer de la prostate a haut risque, I'In1-ghréline est significativement éle-
vée a la fois dans les échantillons de plasma et de tissus par rapport aux témoins sains (Hor-
maechea-Agulla et al 2017).
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Figure 25. Modele proposé illustrant les voies par lesquelles I'axe de la ghréline exerce des effets
prolifératifs sur les cellules cancéreuses (Kotta et al 2022).

L'UAG (unacylated ghrelin) et I'AG (acylated ghrelin) activent tous deux la voie PI3K/Akt et
stimulent la prolifération des cellules cancéreuses a faibles doses, bien que I'AG agisse d'une maniére
dépendante du GHS-Rla (growth hormone secretagogue receptor) tandis que le mécanisme
d'activation de 'UAG est inconnu. Il a été constaté que I'In1-ghréline active la voie MAPK/ERK par le
biais d'un mécanisme qui n'a pas encore été decouvert. Les niveaux d'inl-ghréline étaient en
corrélation avec les niveaux de GOAT (ghrelin O-acyltransferase), ce qui suggére que l'acylation et
I'activation correspondante de GHS-R1a sont possibles, bien que I'in1-ghréline n‘ait pas été signalée
comme modifiant la phosphorylation d'Akt. Les niveaux de GHS-R1b sont souvent paralléles aux
niveaux d'Inl-ghréline et ont été associés a une augmentation de la gravité des tumeurs et des
métastases.
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La ghréline est un puissant regulateur de I'axe GH/IGF-I qui est fréeguemment impliqué dans
le développement de plusieurs néoplasmes. La ghréline peut induire une sécrétion endogéne
de GH par la prostate qui, a son tour, déclenche la production et la sécrétion autocrine d'IGF-
I. Par ailleurs, l'activation du GHS-R et des voies de signalisation qui en découlent peuvent

elles-mémes entrainer une prolifération cellulaire (Figure 26) (Jeffery et al 2003).
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Figure 26. L’effet médié par la ghréline, systémique et/ou produite localement, sur la prolifération des cellules
cancéreuses de la prostate (Jeffery et al 2003).

La ghréline peut stimuler lI'axe GH/IGF par l'activation du GHS-R, ce qui entraine une
augmentation de la production de GH, d'IGF-1 et d'IGF-I1I. Alternativement, la ghréline peut
intensifier la prolifération cellulaire par I'activation de la voie de la protéine kinase C (en

rouge) ou par l'activation des MAP kinases (en bleue) (Jeffery et al 2003).
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4.1. Polymorphisme SNP et haplotypes

Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) constituent la plus importante source de
variation génétique dans le génome humain. Ils correspondent a des séquences d’ADN ne
différant que par une seule paire de bases (Lamoril et al 2003). On estime qu'environ 90 % de
la variation des séquences d’ADN chez I'homme est due a des SNPs. Notre génome
contiendrait entre 3 et 17 millions SNPs. Parmi ceux-ci, 5 % ont lieu dans les genes. Les
SNPs constituent donc un marqueur moléculaire présent dans le génome a une densité tres
élevée et pouvant étre utilisés pour cartographier les génes impliqués dans les maladies
humaines. Les SNPs sont essentiels pour prédire le risque de survenu d’une pathologie et pour
ouvrir la voie a des cibles thérapeutiques ; des études suggérent qu'il existe une forte
association dose-dépendante.

Ces variations génétiques sont a l'origine des différences de susceptibilité a la maladie, la
gravité de la maladie et la fagon dont notre corps réagit aux traitements. Plus de cent millions
de SNPs connus ont été identifiés et répertoriés. La plupart de ces SNPs se trouvent dans des
séquences d'ADN qui ne codent pas directement pour des acides aminés (introns et régions
intergéniques)... Ces SNPs affectent I'épissage des genes, la fixation des facteurs de
transcription, la dégradation de I'ARN messager et dautres facteurs influencant la
transcription, la traduction des genes et la traduction de 'ARNm en protéines (Eeles et al
2013).

L'association de SNPs dans une région du génome située sur un méme chromosome s'appelle
un haplotype. Certains SNPs proches physiquement sur le génome ont tendance a étre
transmis en bloc (Lamoril et al 2003). Il importe donc d'en tenir compte lors d'études
d'associations puisque cette diversité haplotypique peut étre beaucoup plus informative et
surtout représentative de la réalité que si chaque SNP n'est considéré qu'individuellement (Liu
et al 2005).

Il a été décrit que les polymorphismes de nucléotides simples (SNPs) dans les génes codant
pour la ghréline et son récepteur (Figure 27) pourraient étre impliqué dans I'étiologie de plu-
sieurs maladies métaboliques et cancéreuses. Les données de la littérature concernant
I’association de la ghréline et de son récepteur a différentes pathologies sont controversées.
Cette controverse concerne deux domaines principaux : d'une part, les résultats des effets lo-
caux de la ghréline sur différents types de lignées cancéreuses humaines, et d'autre part, le

conflit apparent entre les résultats in vitro et cliniques de l'association de la ghréline a un seul
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type de cancer. Ces incohérences ont empéché la considération de la ghréline comme biomar-
queur tumoral ou agent thérapeutique potentiel chez les patients atteints de cancer (Soleyman-
Jahier al 2019).

Ainsi, les polymorphismes du gene de la ghréline ont été associés au diabete de type 2, a
I'obésité et a I'hypertension. Le polymorphisme L72M (Leu72Met, rs696217) a éte associe a
une moindre accumulation de graisse et a un risque plus faible de troubles métaboliques (Uk-
kola et al 2002), tandis que le variant R51Q (Arg51GIn, rs34911341) était associé a des taux
plasmatiques plus faibles de ghréline et obésité (Poykko et al 2003).

Dans une étude cas-témoins regroupant 648 cas/659 témoin, aucun des SNPs du géne GHRL
n'a été associé au risque de cancer du sein (Feigelson et al 2008). Toutefois, une autre étude a
fait état d'associations entre certains polymorphismes (allele GHRL rs171407-G et le géno-
type GHS-R 2948694-GG) avec un risque accru de cancer du sein (Dossus et al 2008). Wa-
gner et al (2006), ont montré une association du SNP Gly57Gly de GHS-R avec un risque
accru, et une association de certains haplotypes rares de GHRL avec un risque réduit du can-
cer du sein. Des différences dans la distribution des sous-types de cancer du sein, dans de la
taille de I'échantillon, de I'ethnicité et de I'dge des populations étudiées pourraient expliquer
les résultats controversés. Une autre étude plus récente a montré que le génotype GHRL
rs27647-GG était corrélé a une mortalité plus faible, toutes causes confondues, alors que I'al-
lele GHRL rs3755777-C conférait un avantage en termes de survie globale (Pellatt et al
2015).

Dans une étude cas-témoins, (Campa et al 2010) ont mis en évidence une association des
alleles GHRL rs27647-T et rs35683-C, a une diminution du risque de cancer colorectal dans

une population tcheque, mais pas allemande.
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Figure 27. a) Prépro-ghréline (chromosome 3p25.3). Les polymorphismes communs du géne de la
ghréline (GHRL) (en bas) et les variantes rares (en haut) rapportés dans la littérature. b) GHS-R
(chromosome 3026.31). Géne du récepteur sécrétagogue de I'hormone de croissance (GHS-R) :
polymorphismes communs (en bas) et variants rares (en haut) rapportés dans la littérature.

Les études d’association entre des variants alléliques et le risque de survenue d’une maladie
sont basées sur le calcul des rapports de cotes (RC) ou le risque relatif. C’est une mesure de
I'association entre un génotype (c'est-a-dire la présence de la variante dans le génome) et un
phénotype (c'est-a-dire le fait d'étre atteint d'une maladie ou d'une affection) et peut étre

utilisé pour les maladies mendéliennes ou les traits complexes.

Bien que le risque relatif soit différent du RC, le risque relatif se rapproche asymptotiquement
du RC pour les petites probabilités. Un RC de 1,0 signifie que la variante n'affecte pas les

chances d'étre atteint de la maladie, des valeurs supérieures a 1,0 signifient qu'il existe une
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association entre la variante et la maladie, et celles inférieures a 1,0 signifient qu'il existe une
association négative entre la variante et le risque de maladie. En général, les variants ayant
une taille d'effet mendélien modeste auront un RC de 3 ou plus, tandis que les variants a forte
pénétration auront des RC trés élevés (Richards et al 2015).

Les SNPs du gene de la ghréline les plus étudiés jusqu’a ce jour sont : GIn90Leu situé dans la

partie du précurseur qui code pour 1’obestatine (rs4684677) et la Leu72Met dans la partie du
précurseur entre ghréline et obestatine (rs696217) (Tableau 2). (rs696217) est un
polymorphisme non synonyme qui modifie la séquence en acides aminés de la préproghréline
au niveau de 1’exon 3 et ce dernier entraine une altération de I’ARNm ou de I'épissage de la
préprohormone (Ukkola O et al 2011). D’autre part, (rs696217) augmente significativement
I'indice de masse corporelle (I'IMC) et a un des RC augmenté avec l'obésité (Takahiro et al
2018). Parmi ces SNPs, 269A > T, une mutation qui provoque le changement de GIn90Leu
dans la préproghréline, a été décrite comme étant associée a 1’anorexie mentale dans une
étude japonaise cas-témoins (Shibata et al 2011) mais ceci reste a confirmer.

(rs4684667) A / T a également montré une association significative avec une deficience
cognitive chez les personnes agées vivant dans la communauté espagnole (Mora et al 2014).
D’autres études ont confirmé le réle du polymorphisme (rs4684677) T / A dans l'influence du
syndrome métabolique, du trouble panique, du cancer et des risques de maladie thyroidienne
auto-immune (Steinle et al 2005, Hansson-et al 2013, Pabalan et al 2014, Moniuszko et al
2015, Rong Huang et al 2017).

Nous avons également étudié le (rs3491341) C / T, une mutation missens Arg 51 GlIn, qui est
associée aux troubles métaboliques tels que le diabéte, I’hypertension et 1’obésité (Laysa et al
2017).

Le polymorphisme du géne du récepteur de la ghréline le (rs2948694) A/G était

nominalement associé a des scores AUDIT plus éleves (p=0,0204, modeéle récessif) et au
tabagisme selon (Suchankova et al 2015). Il était également associé de maniere significative a
la recherche de la nouveauté du trait de personnalité, telle qu'évaluée a I'aide de l'inventaire du
tempérament et du caractere (TCI), chez les sujets humains. (Hansson et al 2012). Le
(rs572169) A/G une mutation synonyme Arg 151 Arg associés a un risque d’augmentation
des porteurs du risque du cancer du sein (Pabalan et al 2014), le (rs2922126) n’a apporté

aucune association avec le risque du cancer du sein. (Xiaowei Sherry Yan et al 2013)
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Le tableau en annexe et la figure 27 décrivent d’autres polymorphismes que nous n’avons pas
étudiés mais qui sont trés intéressants. Ceux que j’ai étudiés particuliérement, et que j’ai
entrepris de rechercher dans une banque de biopsies de prostate, sont : rs4684677, rs696217 et
rs3491341 pour le géne de la ghréline, le rs2948694, rs572169 et rs2922126 pour le récepteur
du géne dela ghréline.
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V1. Objectifs de la these

L’objectif de la premiere partie de la thése est de caractériser 1’effet d’un agoniste de la
ghréline qui est orexigene plus que somatotrope (le JMV-2894) sur la fonctionnalité des
cellules-souches neurales du centre-réflexe de satiété in vitro et sur la prise alimentaire
spontanée in vivo, chez la Souris adulte.
L'objectif général de la deuxiéme partie de la thése est I’analyse d’association de type cas-
témoin dans la population de I’Est Algérien afin d’évaluer 1’impact des polymorphismes de
type SNP des génes de la ghréline GHRL (variants rs4684677, rs696217 et rs34911341) et de
son récepteur GHS-R (variants rs2948694, rs572169 et rs2922126) sur le risque de survenue
du cancer de la prostate (CaP). Les objectifs spécifiques consistent a :

1) Evaluer les fréquences alléliques, génotypiques et haplotypiques.

2) Examiner l'association entre les deux polymorphismes de la ghréline et de son
récepteur, ainsi que certaines caractéristiques clinico-pathologiques.

3) Evaluer les interactions gene/géne et gene/environnement par la méthode MDR

(Multifactor Dimensionality Reduction)

Par rapport a I’objectif de la thése, I’utilisation de ghréline pour stimuler I’appétit chez
les patients cancéreux pourrait donc « faire plus de mal que de bien » si la ghréline (ou
I’agoniste utilisé) est capable de stimuler la prolifération tumorale. Pour tester cette
hypothése, nous avons rajoutés une double approche :

- Caractériser I’effet de la ghréline sur un autre type de cellules-souches
non-neural : celles de I’épithélium de prostate, qui par ailleurs sont bien
établies comme la sourceet la cause du CaP chez les mammiferes males.

- Rechercher I’existence de variants génétiques des genes de la ghréline et
de son récepteur dans une banque de sang (individus sains ou cancéreux)
réalisé par ma directrice de thése, Pr Hajira Berredjem, en collaboration

avec Dr. Omar Djeffal, uro-chirurgiena Annaba (Algérie).
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PREMIERE PARTIE
L’objectif de cette premicre partie est de caractériser I’effet de la ghréline sur la

fonctionnalitédes cellules-souches neurales du centre-réflexe de satiété.

I-  Agonistes de ghréline et agents pharmacologiques
L’agoniste de ghréline JMV-2894 a été synthétisé et fourni gracieusement par Dr Jean-Alain
Fehrentz (Institut des Biomolécules Max Mousseron, UMR5247 CNRS-ENSCM-Universite
de Montpellier). C’est un analogue des ligands peptidiques du récepteur GHSR1a, dont la
molécule est un 1,2,4-triazole (Demange et al 2007). Le JMV-2894 a pour masse
moléculaire 746 ; il est soluble dans I’eau distillée.
La ghréline (forme octanoylée native de Rat) a été achetée chez Polypeptides (Strasbourg,
n°SC1356). Ce peptide est egalement soluble dans I’eau distillée.
Ghréline et IMV-2894, recus sous forme de poudre lyophilisée, ont été dissous dans I’eau :
- Soit a la concentration initiale de 102 M et stocké en aliquots congelés & -20°C,
pour les expériences de cultures cellulaires in vitro (1) ;
- Soit a la concentration de 1,05.10* M, soit 320 pg/kg de poids corporel & injecter
sous un volume de 100uL, pour les expériences in vivo (IV) selon Bresciani et al
2017.
Pour I’étude in vivo de l'effet de la ghréline et du JMV-2894 sur le comportement
alimentaire et le poids corporel, parallelement aux traitements pharmacologiques proprement
dits, les souris expérimentales ont recu une administration récurrente de bromodésoxyuridine
(BrdU, précurseur de biosynthése d’ADN, Sigma-Aldrich, n°B-5002) dans 1’eau de boisson
afin de mesurer post-mortem le taux de prolifération neurogéne dans I’area postrema de ces
animaux (IV). La solution buvable de BrdU, a la concentration de 2,5mg/mL, a été préparée
chaque jour ex-temporanément, en dissolvant 1g de BrdU dans 5 mL d’eau préchauffée a
37°C additionnée de 1 mL de NaOH a 0,1N, puis en diluant cette pré-solution avec 194 mL

d’eau - selon le nombre d’animaux a traiter simultanément.
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II-  Culture primaire de cellules-souches neurales d’AP de Souris
1- Animaux et prélevements tissulaires

Nous avons utilisé des souris C57BI/6J males adultes agées de 6 a 8 semaines.

Aprés euthanasie par décapitation sous anesthésie générale, I’encéphale entier est prélevé et
débarrassé des méninges. La partie postérieure du cerveau est isolée par une coupe transversale
au scalpel a I’avant du cervelet, débarrassée du cervelet en sectionnant les pédoncules
cérébelleux, posée sur sa face ventrale et transférée sous loupe binoculaire (Leitz). Puis 4
incisions verticales de 1mm sont pratiquées sur le plancher du ventricule 1V autour de I’area
postrema qui est excisée ensuite sous forme de cube a la verticale du périmétre en vert ci-
dessous (Figure 28) avec une pince fine courbe. Les instruments utilisés sont soit stériles a usage
unique (lames de scalpel), soit stérilisés extemporanément par immersions dans I’éthanol 70°

puis dans I’eau distillée.

Area postrema <«

Figure 28. (a) : Face dorsale du tronc cérébral sous loupe binoculaire [barre d’échelle, Imm] ; (b) :
Coupe transversale du tronc cérébral en histofluorescence des cellules nestine-positives de souris

transgéeniques, face dorsale en haut, centrée sur I’AP [b, reproduite de Bennett et al 2009].

2. Dissociati lulai : |

Chaque fragment tissulaire obtenu est immédiatement plongé dans un tube Eppendorf stérile
contenant 500ul d’enzyme accutase (Gibco-Invitrogen, n°A1110501) non diluée, préchauffée
a 37°C, qui a pour role de dissocier le tissu sans I’endommager. Apres 15 minutes
d’incubation dans 1’étuve a 37°C, la réaction est arrétée par ajout de 800ul de milieu
Dulbecco’s Minimum Eagle’s Medium (DMEM) simple, puis le contenu total est transféré a
la pipette P1000 dans un tube Falcon de 15ml qui est centrifugé a 400xg pendant 8 minutes.
Aprés élimination du surnageant, le culot est resuspendu dans 1ml de milieu de culture
(NSC+GFs) préchauffée a 37°C : DMEM/F12/Glutamax (Gibco Invitrogen n°31331-028),
supplément B27 (Gibco Invitrogen n°17504-044) a 1x, antibiotiques pénicilline et

streptomycine (Gibco Invitrogen n°15140-122) a la dilution préconisée par le fournisseur,
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tampon HEPES (Gibco Invitrogen n°15630-056) a 0,015M et pH 7.6, EGF (Gibco Invitrogen
n°53003-018) a 40ng/mL, bFGF (Gibco Invitrogen n°13256-029) a 20ng/ml. Puis une
dissociation mécanique est realisée par 20 allers-retours dans une seringue stérile de 1mL
munie d’une aiguille 21G neuve. La densité cellulaire est déterminée dans une cellule de
Malassez sur un échantillon de 20ul de suspension cellulaire dilué avec 20ul de Bleu de
trypan (qui colore en bleu les cellules mortes) ; le volume de suspension cellulaire est ajusté
pour une densité finale de 30.000 cellules/ml. Cette suspension est ensemencée dans une
plaque de culture 24-puits stérile (Greiner-CellStar, for non-adherent cells, n°662160) en
présence ou en absence de 1’agoniste ghrélinergique et/ou de I’agent pharmacologique étudiés
(Tableau 3). Les solutions 10x pour les expériences de dose-réponse sont réalisée
extemporanément par une cascade de dilutions a partir d’une solution stock (par exemple
IMV-2894 & 10°M).

Tableau 3. Ensemencement des cellules dans une plaque de culture 24 puits.

Puits Condition controle Conditions traitées
Suspension cellulaire 900 pL 900 pL

Milieu de culture NSC+GFs 100 pL -

Agent pharmacologique | - 100 pL

(dilution 10x)

Volume total par puits 1mL 1 Mi

La plaque de culture cellulaire est placée dans 1’étuve a 37°C et atmosphere a 5%C02/2%0;
et surveillée quotidiennement au microscope inversé. Dans ces conditions, la plupart des
cellules neurales différenciées meurent dans les deux premiers jours. Si des cellules-souches
neurales étaient présentes dans le bloc tissulaire initial, il apparait des massifs sphériques qui
grossissent au fil des jours : des neurosphéres, dérivant chacune de la prolifération d’une

cellule-souche.
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Figure 29. Culture de neurosphéres d’AP (2°™ génération, 7 DIV aprés 1% passage). Barre d’échelle :
80pum.

Deés que les neurosphéres arrivent a maturité (Figure 29), et avant que leur centre devienne
dense et sombre, habituellement apres 7-8 jours de culture (« days in vitro » ou DIV), un
passage est effectué en collectant les contenus des puits de chaque condition de culture dans
des tubes Falcon de 15 mL et en centrifugeant celui-ci 8 min a 400xg. Apres élimination du
surnageant, le culot de neurospheéres est resuspendu dans 1 mL de milieu NSC+GF neuf par
15 aller-retours en seringue stérile équipée d’une aiguille 23G. Aprés numération des cellules
dissociées sur lame de Malassez (cf plus haut) et ajout du volume requis pour une densité de
30.000 cellules/mL, la suspension est reensemencée sur une nouvelle plaque dans les mémes

conditions qu’avant le passage, pour une generation suivante.

I1l1-  Culture primaire de cellules-souches de prostate de Souris
1- . (12 issulai
Nous avons utilisé des souris C57BI/6J males adultes agées de 6 a 8 semaines. Apres
euthanasie par inhalation de CO2 pendant 10 minutes, la souris est allongée sur sa face dorsale
et la cavité abdominale ouverte par la face ventrale, puis transférée sous loupe binoculaire
(Zeiss). Le tractus intestinal est déplacé latéralement pour dégager I’appareil uro-genital, les
différents lobes de la prostate sont détachés de la vessie et des vésicules seminales avec des
ciseaux fins et des pinces stériles, et transférés dans une boite de Pétri contenant du milieu de

Dulbecco modifié par Eagle (DMEM, Gibco-Invitrogen) stérile.

2- Dissociation cellulaire et mise en culture
Selon les protocoles de culture primaire de cellules-souches d’épithélium prostatique de la

littérature (Bahmed et al 2018), sous hotte de culture cellulaire (a flux laminaire stérile), les
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fragments de prostate sont rapidement débarrassés du tissu adipeux et de l'urétre, puis
découpés grossierement en petits morceaux et transférés dans un tube de 3mL de solution de
collagénase-type-1l (Gibco-Invitrogen) stérile a 5mg/mL (préparée ex-temporanément et pré-
chauffee a 37°C) pour incubation 1h30 a 37°C. Ce tube est alors centrifugé 5 minutes & 3009,
le surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 2mL de solution commerciale de
Trypsin-EDTA & 0,05% (Sigma-Aldrich, ref T3924) pré-chauffée & 37°C. Apres 5 minutes
d’incubation a 37°C, la réaction est arrétée par ajout de 2mL de DMEM frais, et le tube est
centrifugé 5 minutes a 300g. Le surnageant est €éliminé, et le culot est resuspendu dans 1mL
de milieu de croissance cellulaire pour épithélium de prostate (PrEGM medium and bullet-Kkit,
Lonza, Belgique ; refs CC-3101 et CC-4131) supplémenté avec glutamax (Gibco Invitrogen
n°31331-028), supplément B27 (Gibco Invitrogen n°17504-044) a 1x, antibiotiques
pénicilline et streptomycine (Gibco Invitrogen n°15140-122) a la dilution préconisee par le
fournisseur, tampon HEPES (Gibco Invitrogen n°15630-056) a 0,015M et pH 7.6, EGF
(Gibco Invitrogen n°53003-018) a 20ng/mL, bFGF (Gibco Invitrogen n°13256-029) a
20ng/ml (« PrEGM + GF »). Puis une dissociation mécanique est réalisee par 20 aller-retours
dans une seringue stérile de ImL munie d’une aiguille 21G neuve. La densité cellulaire est
déterminée dans une cellule de Malassez sur un échantillon de 20ul de suspension cellulaire
dilué avec 20ul de Bleu de trypan (qui colore en bleu les cellules mortes) ; le volume de
suspension cellulaire est ajusté pour une densité finale de 30.000 cellules/ml. Cette suspension
est ensemencée dans une plaque de culture 24-puits stérile (Greiner-CellStar, for non-adherent
cells, n°662160) en présence ou en absence de l’agoniste ghrélinergique et/ou de 1’agent
pharmacologique étudies (Tableau 3). Les solutions 10x pour les expériences de dose-réponse
sont réalisée extemporanément par une cascade de dilutions a partir d’une solution stock (par
exemple IMV-2894 a 103M).

La plaque de culture cellulaire est placée dans 1I’étuve a 37°C et atmosphere a 5%C02/2%0;
et surveillée quotidiennement au microscope inversé. Dans ces conditions, il apparait des
massifs sphériques de forme irréguliere qui grossissent au fil des jours: des

« prostatosphéres » (Bahmed et al 2018).

Dés que les prostaspheéres arrivent a maturité (Figure 30), habituellement apres 7-8 jours de

culture, un passage est effectué en collectant les contenus des puits de chaque condition de
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Figure 30. Culture de prostasphéres de Souris (2°™ génération, 7 DIV aprés 1° passage).
Barre d’échelle : 80um.

culture dans des tubes Falcon de 15 mL et en centrifugeant celui-ci 8 min a 400xg. Apres
élimination du surnageant, le culot de prosta-sphéres est resuspendu dans 1 mL de milieu
PrEGM+GF neuf par 15 aller-retours en seringue stérile équipée d’une aiguille 23G. Apres
numeération des cellules dissociées sur lame de Malassez (cf plus haut) et ajout du volume
requis pour une densité de 30.000 cellules/mL, la suspension est réensemencée sur une

nouvelle plaque dans les mémes conditions qu’avant le passage, pour une génération suivante.

IV- RT-gqPCR
La RT-qPCR consiste a détecter un ARN de séquence nucléotidique connue a I’intérieur d’un
extrait d’ARN cellulaire brut, par une amplification spécifique de son ADN complémentaire

rétro-synthétisé par une reverse-transcriptase a partir des ARN initiaux.

1- Extraction ’ARN
Les blocs tissulaires ou les culots de cellules cultivées sont lysés par ’ajout de 0,5 mL de
TRIzol sur glace, et incubation de 5 minutes a température ambiante. Apres la lyse, les ARNs
totaux sont isolés par I’ajout de 0,1 mL de chloroforme en mélangeant par inversion, pour
incubation 3 minutes a température ambiante. Apreés centrifugation a 12000 g pendant 15 min
a 4°C, la phase aqueuse est prélevée a la pipette munie de cone a filtre stérile, et transférée
dans un nouveau tube Eppendorf stérile, puis les ARNs de la phase aqueuse sont précipités
aprés I’addition d’un équi-volume d’isopropanol. Aprés incubation a température ambiante

pendant 10 min puis centrifugation & 12000 xg pendant 15min & 4°C, le surnageant est
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éliminé a la pipette et le culot est séché a I’air libre 5 @ 10 min. Ce culot est ensuite
resuspendu dans un volume de 15ul d’eau stérile RNase-free. L’ensemble de la procédure est
réalisé sous hotte aspirante et la quantification des échantillons d’ARN est estimée par la

mesure de la DO & 240 et 260 nm par un micro-spectrophotométre (NanoDrop).

2- Reverse transcription
Suivant le protocole du Kit RT-SuperScript-1l1 (Invitrogen), la reverse transcription est
réalisee dans un milieu contenant les désoxyribonucléotides dNTPs 10 mM, des
oligonucléotides-amorces aléatoires (oligo-dt) a 0,5 ug /ul, le tampon réactionnel (fourni en
concentré 5X), du dithiothréitol (DTT) 0,1 M, I’inhibiteur RNAase-out (dilué 1/20) et le
volume d’eau distillée RNA-free pour ajuster au volume réactionnel final (ci-dessous). Tous
ces ingrédients sont combinés dans un premier temps dans un « mix ».
Pour un volume réactionnel de 20uL, chaque tube réactionnel contient 9 uL du mix ci-dessus
et recoit le volume d’échantillon ARN correspondant a 4 pg, complété a 10 puL par de I’eau
distillée stérile. Dans un tube destiné au contréle négatif de PCR (« blanc »), ’échantillon
ARN est remplacé par de I’eau distillée.
Tous les tubes sont incubés a 65°C pendant 5 min, pour dénaturation des oligonucléotides et
séparation des brins d’ARN. Puis chaque tube regoit 1ul de reverse transcriptase SuperScript
I, sauf un tube destiné a contrbler ’absence de contamination des ARN par de I’ADN
génomique (noRT) dans lequel I’enzyme est remplacée par 1 uL d’eau distillée.
Tous les tubes sont alors incubés 50 minutes a 42°C. La réaction est terminée en incubant les

échantillons a 70°C pendant 15 min puis en les refroidissant 5 min sur glace.

a- Principe

La PCR consiste a amplifier une séquence précise d’ADN, dont les extrémités sont marquées
par deux amorces oligonucléotidiques, en un grand nombre de copies identiques (amplicons),
grace a une ADN-polymérase (Tag-polymérase) résistante a une température assez éelevée
(94°C) pour permettre la dés-hybridation de brins d’ADN anti-paralléles. En effectuant
plusieurs cycles successifs de polymérisation-déshybridation, les copies de la séquence
encadrée servent a leur tour de matrices pour la Tag-polymérase au cycle suivant, ce qui rend

exponentielle ’augmentation des copies au cours des cycles successifs.
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La qPCR est une variante de PCR utilisant des nucléotides fluorescents, ce qui permet de

suivre I’amplification en temps réel par fluorométrie dans un thermocycler approprié.

b- Protocole
Dans les puits d’une plaque 96-puits pour gPCR, 2ul de chaque ADNCc obtenu par reverse
transcription (et prédilué¢ a 1/5 dans I’eau distillée) sont distribués en présence de 4ul du
mélange d’amorces encadrant la séquence d’intérét (sens et anti-sens, 10pM chacune) et de 10
pl du mix commercial de Tag DNA-polymerase avec les désoxyribonucléotides fluorescents
(réactif SYBR-Green, Biorad) complété gsp avec le volume d’eau distillée stérile pour un
volume réactionnel de 20 uL. De plus, une série de puits de la méme plaque recoit une
gamme-¢talon constituée d’une série de dilutions en cascade de 'un des ADNc de la série
étudiée (1/5, 1/25, 1/125, 1/625, 1/3125), afin de déterminer I’efficacité de la réaction de
gPCR.
La plaque est alors placée dans le thermocycler en temps réel (BioRad CFX96) et ajustée a un
programme standardisé avec une étape initiale de dénaturation, 10 minutes a 94°C, suivie de
40 cycles comportant chacun : i) dénaturation 30 secondes a 94°C, ii) hybridation 30 secondes
au Tm moyen des deux amorces utilisées, iii)  polymérisation des amplicons («
élongation ») 30 secondes a 62°C. La courbe d’amplification de chaque échantillon est
caractérisée par le nombre de cycles requis pour le début de la sigmoide, ou « Ct », qui est
mesuré automatiquement par le logiciel du thermocycler.
Les amorces utilisées pour les différents genes analyses sont décrites dans le tableau 4, avec

leurs températures d’hybridation.

Tableau 4. Séquences des amorces utilisées.

ARNmM Amorces (sens [F] et anti-sens [R]) Tmen °C
Beta-actine F:5STTGCTGATCCACATCTGCTG-3’ 62°C
(Kastner et al 2000) | R: 5’-GACAGGATGCAGAAGGAGAT-3’

GHSR-1a F:5-GCTGCTCACCGTTGATGGTAT-3’ 60,5°C
(Ku et al 2015) R:5-ACCACAGCAAGCATCTTCACT-3’

Cycline D1 F:5-TCTACACTGACAACTCTATCCG-3’ 63°C
(Kastner et al 2000) | R: 5>-TAGCAGGAGAGGAAGTTGTTGG-3’
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V- Analyse in vivo du comportement alimentaire de Souris
Cette analyse a été réalisée dans I’animalerie de I’Institut de Psychiatrie et Neurosciences
(UMR-1266 INSERM, Paris), sous la direction de Dr Virginie Tolle, en utilisant des souris
C57BI/6J males agées de 7 semaines au début des expériences (fournisseur Charles River,
France).

1- Utilisation des cages meétaboligues
Les Souris, quelques jours apres leur arrivée a I’animalerie en hébergement standard (5
animaux par cage), ont été transférées dans une série de cages métaboliques a raison de 1 par
cage. Chacune de ces cages métaboliques (TSE LabMaster Systems) est équipée de détecteurs
électroniques dans les distributeurs de croquettes nutritives et d’eau de boisson, qui sont
munis de dispositifs anti-pertes, et de détecteurs de mouvements (cellules photoélectriques).
Ces détecteurs sont reliés a un ordinateur chargé d’un logiciel permettant la mesure de prise
alimentaire, de prise hydrique, et d’activité locomotrice 24 heures sur 24, avec une fréquence
fixée par I’expérimentateur. Les souris ont séjourné dans ces cages pendant 4 semaines, dont
1 semaine initiale d’habituation en conditions standard, puis 3 semaines de traitements
pharmacologiques (cf plus loin, 82). Le poids corporel de chacune des souris expérimentales a

été mesuré quotidiennement (entre 14h et 16h) par pesée sur une balance de I’animalerie.

2 P | . Lin vi
Aprés 1 semaine d’habituation aux cages métaboliques, les souris ont été réparties en 4
groupes expérimentaux (N=4) recevant chacune 1 injection sous-cutanée par jour, 1’aprés-
midi (15h-17h), pendant 3 semaines :

- Soit de IMV-2894 a raison de 320 mg/kg de poids corporel (Bresciani et al 2017),

- Soit de ghréline acylée a la méme dose,

- Soit de solution de NaCl a 0,9% (controle, 2 groupes).
Le nombre limité des cages disponibles (8) a imposé de répartir ces groupes en 2 cohortes
successives, et donc de comparer 1’effet de chacun des ligands ghrélinergiques avec un groupe
contréle respectif.
Pendant la premiére semaine de traitement, les souris ont recu en plus I’administration de
BrdU avec I’eau de boisson, dans le but de marquer la neurogenése cérébrale (cf I).
Toutes les souris ont été euthanasiées le lendemain du dernier jour de traitement

pharmacologique, par perfusion sous anesthésie générale (au pentobarbital sodique) d’une
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solution tamponnée de paraformaldéhyde a 4% pendant 10 minutes. Les cerveaux ont été
prélevés, post-fixés 1 heure a 4°C dans la solution de paraformaldéhyde, puis cryoprotégés
par immersion 24h a 4°C dans une solution tamponnee de saccharose a 30%, congelés par

immersion 20 secondes dans I’isopentane a -45°C et stockage a -80°C.

VI-  Immunohistochimie du BrdU incorporé in vivo

1- Réalisation ériées d’AP
Les coupes sériées de cerveaux congelés ont été réalisées avec un cryostat CM3050S (Leica).
Pour cela, chaque cerveau est placé dans I’enceinte a -25°C et fixé sur une platine porte-objet
a l’aide d’un milieu d’enrobage (Tissutek, Leica microsystemes, France), extrémité
postérieure du cerveau vers le haut. Les coupes transversales de 14 pum d’épaisseur sont
réalisées une a une a I’aide d’un rasoir a lames jetables dont la température de coupe est
ajustee a -25°C.
De I’arriere vers I’avant du complexe vagal (identifié par des repéres macroscopiques), toutes
les sections sont collectées 1'une aprés ’autre sur des lames polysialylées Superfrost-Plus
(Thermo-Scientific-Fisher, Menzel-Gléser) par séries de 5 lames adjacentes dont chacune
porte plusieurs coupes qui sont i) quasi-identiques de lame a lame, ii) régulierement espacées

de 70 pm les unes des autres (Figure 31).
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Figure 31. Protocole de collecte des sections transversales sériées de cerveau postérieur, par séries de
5 lames numérotées de [1+i] a [5+i]. Chaque section est représentée par un ovale, et les numéros sont

ceux de I’ordre chronologique de réalisation/prélévement sur le rasoir.

Les lames restent a I’intérieur de I’enceinte du cryostat, posées a plat, tant que dure la collecte
de toutes les sections remplissant la surface des 5 lames d’une méme série. Ceci ne doit pas

excéder 15-20 minutes, pour éviter le désséchement des sections. Le « montage » des sections

e
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sur chaque lame est fait par décongélation progressive en une seule fois, par contact prolongé
d’un doigt sur la face de la lame opposée aux sections. La numérotation des lames-supports
est faite suivant I’ordre chronologique de réalisation des sections a partir de I’arriére. Apres

séchage a I’air ambiant (1-2 heures), les lames sont stockées en boite étanche a -20°C.

2- Immunohistochimie BrdU

Les lames sont sorties du congélateur et séchées a I’air libre sur la paillasse pendant 30 min,
hydratées dans un bain de tampon phosphate-salin (« PBS » : Na,HPO4/NaH2PO4/NaCl 0,1M
pH 7.4) pendant 5 min a température ambiante, puis perméabilisées dans une solution de
Triton X-100 a 0,5% dans le PBS 30 minutes a température ambiante, et rincées dans le PBS
pendant 5min. Ensuite, elles sont traitées dans HCI 0.1N a 4°C pendant 30 min puis dans HCI
2N a 40°C pendant 45 min. Aprés neutralisation dans le tampon Na-métaborate 0.1M a pH
8,5 pendant 10 min a temperature ambiante et ringage dans le PBS, les sections sont pré-
incubées dans le tampon de blocage (PBS / 0,1% Triton X-100 / 0,5% serum-albumine bovine
[BSA] / 5% sérum normal d’Ane [NDS]) 30 min a température ambiante, puis incubées avec
I’anticorps primaire anti-BrdU (monoclonal de rat anti-BrdU, OBT0030, clone BU 1/75) dilue
1/100 dans le milieu de pré-incubation (tampon de blocage) 2h a température ambiante, puis
12-16h a 4°C. Préincubation et incubation sont réalisées en déposant une goutte de 100uL sur
chaque section, les lames étant placées horizontalement en chambre humide (« incubation en
goutte »).

Apreés ringages des lames en 3 bains successifs de PBS a température ambiante (3 x 10min),
les lames sont replacées en chambre humide pour incubation en goutte avec I’anticorps
secondaire d’Ane anti-lgG de Rat, marqué au fluorophore Alexa-Fluor-594 (Molecular
Probes), dilué au 1/400 dans le tampon PBS / 0,5% BSA / 2% NDS, pour 2 heures a
température ambiante et a I’obscurité. Aprés 3 ringages en PBS, les lames sont montées sous
lamelle avec une goutte de milieu de montage pour fluorescence (FluoPrep, Dako) et stockées

a4°C et a ’obscurité jusqu’a I’observation en microscopie a fluorescence.
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DEUXIEME PARTIE

L'objectif général de cette deuxieme partie de la thése est ’analyse d’association de type
cas-témoin dans la population de I’Est Algérien afin d’évaluer ’impact des polymorphismes

des génes de la ghréline et de son récepteur sur le risque de survenue du cancer de la prostate.

1. Populations et collecte des données

Cette étude prospective, monocentrique, de type cas-témoins a été réalisée pendant la
période 2017 - 2019 et a concerné 215 individus. Le groupe des malades est constitué de 120
patients présentant un CaP sporadique histologiquement confirmé et diagnostiqué a différents
grades de sévérité ; les patients étaient agés entre 51 et 94 ans. L’ensemble des données
clinico-pathologiques et anthropométriques extraites des dossiers cliniques, a été recueilli par
le médecin traitant. Le groupe des témoins est composé de 95 individus volontaires, d’age
compris entre 29 et 82 ans.
A partir des dossiers cliniques des patients, nous avons relevé les parametres suivants : 1’age,
le taux de PSA, le score de Gleason, le diagnostic pathologique, I’indice de masse corporelle
(IMC).

Les critéres d'exclusion s'appliquant aux malades comprenaient toutes histoires antérieures
de cancers. Les témoins et les malades devaient également étre exempts de toutes autres

formes de cancers.

2. Confidentialité et considérations éthiques

Le protocole de la présente étude a éte approuve par le Comité d'éthique de I'Université
Badji Mokhtar d'Annaba (UBMA) (numéro CEDUBMA-02-12/21) et a été mené
conformément a la déclaration d'Helsinki. Tous les participants a cette étude ont donné leur
consentement éclairé.

Afin de garantir le respect de la vie privée et la confidentialité des données, un numéro

identificateur confidentiel a été attribué aux sujets.

3. Extraction d’ADN

L'ADN génomique des leucocytes a été extrait a partir de 10 mL de sang total prélevé sur
EDTA a laide du kit FlexiGene®DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) selon les
recommandations du fabricant. La concentration d'ADN dans chaque échantillon a été

mesurée a l'aide d'un spectrophotométre NanoDrop™1000 (Thermo Fisher Scientific, Etats-
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Unis). La concentration de ’ADN est déterminée par la mesure de I’absorbance a une
longueur d’onde de 260 nm. Un rapport d'absorbance a A260/A280 de 1,8 - 2,1 confirme la
pureté de 'ADN. Enfin, I’ADN pur est dissout dans le tampon TE 10/1 (Tris/HCl 10mM;
EDTA 1mM; pH = 8.0), puis conservé a -20°C.

4. Génotypage SNP TagMan®

e Principe

Décrite en 1985 par Karry Mullis et ses collaborateurs, la PCR a révolutionné les
méthodes d'analyse moléculaire. Cette méthode enzymatique, tres efficace pour
I’amplification in vitro de I’ADN selon un mode exponentiel, utilise une ADN polymérase
thermorésistante (Taq polymérase), qui agit par extension de deux amorces spécifiques
encadrant la séquence a amplifier. Cette technique repose sur la répétition de trois phases :
1. Dénaturation : le tube est chauffé quelques secondes a 94-95°C. Les double-brins d’ADN
se séparent et I’ADN est dénature.
2. Hybridation : la température est rapidement abaissée a 55°C (généralement Tm — 5°C en
fonction du tampon et de la stringence nécessaire a la spécificité du produit). Les amorces
s’hybrident chacune sur son brin respectif. Cette étape dure généralement 30 secondes.
3. Elongation : la température du tube est ensuite augmentée a 72°C, ce qui permet a la Taq
polymérase d’ajouter des nucléotides aux amorces hybridées, dans le sens 5° —» 3’. Cette
étape est basée sur le principe de complémentarité des bases nucléiques et dure une minute
par kilobase amplifiée.

La technique de PCR en temps réel (RT-PCR ou qPCR) repose sur la détection et la
quantification d’un marqueur fluorescent au cours de la réaction. Le signal fluorescent est
directement proportionnel a la quantité de produits de PCR générés. En mesurant I’intensité
de fluorescence émise a chaque cycle, il est possible de suivre la formation des produits de
PCR pendant la phase exponentielle. Les produits d’amplification peuvent étre détectés selon
deux grands principes : par marquage non spécifique avec des agents se liant a I’ADN double
brin (Sybr Green I) et par marquage spécifique a I’aide de sondes fluorescentes (Sondes
TagMan).

Plus généralement, on utilise une méthode de détection spécifique du produit de PCR.
Parmi ces processus spécifiques, les sondes TagMan (Applied Biosystems) sont souvent
employées. Dans ce cas, la PCR est réalisée a I’aide de deux amorces oligonucléotidiques

encadrant le SNP étudié et une sonde spécifique d’un allele qui présente un double marquage
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avec un fluorochrome quencher situ¢ en 3’ et un fluorochrome reporter en 5°. Pour un cycle
donné de PCR, aprés 1’étape d’hybridation, la fluorescence émise par le reporter est aussitot
absorbée par le quencher situé non loin de lui et le signal de fluorescence est alors quasi-nul.
Plus tard au moment de 1’¢longation, 1’activité 5° > 3’ exonucléasique de la Taq polymérase
dégrade la sonde spécifique. Le reporter se trouve libéré du quencher qui ne peut plus
absorber la fluorescence du reporter : un signal de fluorescence est alors détecté (Figure 32)
La fluorescence liée au fluorochrome reporter est proportionnelle a la quantité de molécules
de produit de PCR contenant le SNP recherché (Livak et al 1995, Le Morvan et al 2005).
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Figure 32. Principe du TagMan (Le Morvan et al 2005).

o Methode

Dans cette étude cas-témoins 215 participants ont été génotypés pour les géenes GHRL et
GHS-R respectivement. Les polymorphismes génétiques SNPs de 3 variants alléligues GHRL
et 3 variants alléliques GHS-R (Tableau 4) ont été analysés par TagMan.

L’amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel de 10 pl contenant 10 ng
d’ADN génomique, 1X du tampon de PCR, 3 mM MgCl12, 200 uM de chaque dNTP, 200 uM
de chaque amorce et sonde et, une unité (U) de Taqg DNA polymérase (Invitrogen). Pour
chaque série d’amplification, il est nécessaire de réaliser en parallele un témoin négatif ne
contenant pas d’ADN afin de vérifier ’absence de contamination. L’amplification a été

réalisée dans le thermocycler SDS (systéeme de détection de séquences) 7900HT Fast Real-
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Time PCR System (Applied Biosystems, France). Les conditions d’amplifications comportent
successivement une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes, suivie de 40
cycles comprenant chacun une dénaturation a 92°C pendant 15 secondes et, une étape

d’hybridation/élongation a 60°C pendant 60 secondes.

Au début de la PCR en temps réel, nous avons trois phases distinctes que I’on peut
observer avec la courbe :
- Le bruit de fond = Phase d’initiation : C’est le début de la réaction, il n’y pas assez de
produits PCR néo formés pour que cela dépasse la valeur du seuil de détection utilisé.
- La phase exponentielle : C’est le doublement du nombre de produits PCR a chaque cycle,
c’est la ou nous pouvons détecter la fluorescence émise par notre échantillon.
- La phase de plateau : C’est la derniere phase lorsque les réactifs de la PCR deviennent les

limitants de la réaction.

Tableau 5. Caractéristiques des SNPs étudiés.

Gene SNP Position Allele MAF | Localisation SNP type TagMan SNP
GHRL 14684677 10286769 T=A 0.060 Exon 4 MMissense (Gln 90 Leu) C_ 235607748 10
3p233 13696217 10289773 G=T 0.077 Exon 3 hMissenze (Leu 72 Met) C__ 3151003 20
1334011341 | 10280833 C=T 0.007 Exon 3 hMizzenze (Arg 31 Gln) C__ 235607739 20

GHSR
3g26.31 | rs2048604 | 172447373 | TC.G. T | 0110 Intren 1 Intron C__16174361_10
13572169 172447037 C=T 0295 Exon 1 Silent C__ 1079489 20
132002126 172448471 T=A 0.303 2EB upstream | 57 flanking region promoter C__ 3261006_10

variant

SNP: single nucleotide polymorphism; GHRL.: pro-ghrelin gene; GHS-R: growth hormone secretagogue receptor
gene.

5. Analyses statistiques des données

La comparaison entre les deux populations des données de mesure, sous forme de
moyenne = SD, a été réalisée a l'aide du test du Khi2 de Pearson. L'association entre les
polymorphismes de la ghreline et de son récepteur (GHRL et GHS-R) et le CaP a été analysée
par régression logistigue multivariée. Les rapports de cote (RC ou OR: Odds Ratio) ont
permis d'estimer les associations génétiques avec le cancer de la prostate avec un intervalle de
confiance (IC) fixé a 95%. L’OR est une mesure statistique qui permet d’estimer ’association
en comparant les alléles et/ou les génotypes du groupe « patient » et du groupe « témoin ». Un

allele variant protecteur se traduit par un OR compris entre O et 1 ; si ’OR est supérieur a 1,
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I’allele variant est prédisposant. L’association est jugée statistiquement significative lorsque
I’intervalle de confiance a 95 % de I’OR ne comporte pas la valeur 1. Les résultats sont
considérés significatifs lorsque la valeur de la probabilité p < 0,05. La correction de Fisher est
appliquée lorsque 1’effectif inférieur a 3.

Les équilibres de Hardy-Weinberg (HWE) ont tous éte vérifiés. Pour le calcul des fréquences
génotypiques et alléliques, des haplotypes ainsi que le déséquilibre de liaison (DL), nous
avons utilisé le logiciel Haploview 4.1 (Barrett et al 2005) en acces gratuit a ’adresse :

https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview

L'analyse de survie a eté réalisée a l'aide de la courbe de Kaplan-Meier.
L'analyse de la réduction de la dimensionnalité multifactorielle (MDR) a été réalisée a l'aide

du logiciel statistijue MDR v3.0.2 (disponible gratuitement a [l'adresse

http://sourceforge.net/projects/mdr, Computational Genetics Laboratory, University of
Pennsylvania, PA, USA) sur la base de l'algorithme de Ritchie et al (2001) et Hahn et al
(2003).

La méthode MDR a été congue pour predire les effets interactifs géne-géne (épistasie) ou
gene-environnement dans des ensembles de données comportant des variables indépendantes
catégoriques telles que les SNP, ainsi que des données environnementales qui peuvent étre
représentees comme des variables catégorielles. Elle consiste a effectuer une validation
croisée de 10 fois sur I'ensemble de données divisé en dix parties égales, dont neuf sous-
classes servent d'ensembles d'entrainement de base a la validation croisée et un comme test.
Le processus est répété dix fois et le modele d'interaction gene-géne candidat final est
sélectionné en fonction de la cohérence maximale de la validation croisée (CVC) et la
précision maximale du test equilibré.

Le SPSS a été utilisé pour les tests statistiques, le Prism graph pad pour les illustrations
graphiques et le logiciel Python pour le MDR.

Le Test de Tukey est un post hoc test qui il vient aprées ANOVA, il a été utilisé si les

différences sont significatives.
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Résultats

PREMIERE PARTIE

1- Croissance des neurospheres d’area postrema de souris adulte :
La culture primaire de suspension cellulaire obtenue a partir de I’AP de souris adulte a permis
d’obtenir en présence des facteurs mitogénes EGF et bFGF la formation de masses sphériques, dites
« neurosphéres » (Bennett et al 2009, Ben Dhaou et al 2023). Lorsque les neurosphéres atteignent
100um de diamétre et, surtout, que leur centre commence a s’opacifier (Louis et al 2013), il est
primordial d’effectuer un « passage » c’est-a-dire de les collecter, de les resuspendre dans du milieu de
culture frais puis de les réensemencer dans un volume plus grand. Une génération est définie par le
laps de temps séparant 2 passages successifs (7-8 jours). Dans la présente étude, les cultures ont été

suivies sur 3 générations.

Apres chaque passage effectué, de nouvelles sphéres identiques aux précédentes se forment,
en plus grand nombre qu’a la génération précédente, ce qui démontre la capacité

d’autorenouvellement des NSCs d’AP (Figure 33).

(@) (b)

Figure 33. Culture de neurosphéres III d’AP. (a) : NSC 3°™ génération, sans JIMV-2894, 9 DIV aprés
le 2°™ passage ; (b) : NSC 3°™ génération avec JMV-2894, 9 DIV aprés le 2°™ passage. Barre
d’échelle 100pm.

2- Courbe dose-reponse du JMV-2894 sur les neurosphéres d’AP de Souris adulte

Des puits de culture de neurosphéres d’ AP de Souris ont été suivis en absence (contrdles) ou
en présence de différentes concentrations de JMV-2894. L’agoniste a été administré lors de la
mise en culture, sans renouvellement de milieu jusqu’au passage. Chaque condition de culture
(controle ou dose donnée de JMV-2894) a été maintenue identique pour la descendance
respective de chacun des puits de culture primaire.
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A la 1¥¢ génération, aucune différence de nombre de neurosphéres n’était observable entre les
différentes conditions. Une dose-dépendance est apparue par contre & partir de la 2°™m®
génération, le nombre de neurosphéres culminant a une dose réponse optimale de JMV-2894
qui est égale a 100 nM (Figure 34). L’ensemble de ces courbes dose-réponse montre que, par
rapport aux cultures contréles, le IMV-2894 stimule 1’autorenouvellement des NSCs de I’AP
selon une cinétique « en cloche » (Figure34).

Nombre de neurospheres/ 3mL

600 -
500 -
400 -

Jp—— TV

300 - il NS

— - NSC-II
100 -

0
1 3 10 30 100 300 1000 3000 [IMV-2894]nM

Figure 34. Courbe dose réponse du JMV-2894 sur les neurosphéres d’AP. Chaque point représente la
moyenne + sem de 3 déterminations. **, 88§ : statistiguement significatif & p<0.01 par Anova one-way

suivie de test de Tukey.

3- Expression de la cycline D1 par les neurosphéres d’AP de souris adulte.

La RT-gPCR de la Cycline D1 (Figure 35) (marqueur d’entrée dans le cycle cellulaire) sur
des ARN extraits de culots de neurospheres d’embryons de souris et d’area postrema de souris
adulte, indique que les NSCs embryonnaires et les NSCs d’ AP sont des cellules prolifératives.
Mais l'intensité du signal d'amplification est identique dans les NSCs cultivées avec ou sans
JMV-2894, par conséquent I’expression de Cycline D1 (amplicon 93.000 Da, pour 300

nucléotides) n’est pas affectée par le IMV-2894, et ce dans aucun des 2 modeéles biologiques.
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Figure 35. Test PCR de I’expression de la Cycline D1 par les NSCs d’embryon
et d’AP de souris adulte.

4- Expression du récepteur de la ghréline GHSR-1a par les neurosphéres d’AP de
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Figure 36. Quantification par RTqPCR de I’expression du GHSR-1a par les neurospheres 11 d’AP.

(@) : Courbes d'amplification en Sybr-green ; en vert : RT-cDNA d'ARN extraits d'hypophyse de souris adulte
aux dilutions successives 1/5, 1/25, 1/125, 1/625, 1/3125, 1/15625 et les contrdles négatifs (H20, noRT)
(courbes des standards) ; en bleu : RT-cDNA d’AP sans JMV-2894 dilués a 1/5 (courbes contrdle) ; en rouge :

RT-cDNA d’AP traités avec IMV-2894 dilués a 1/5.

(b) : Courbe-étalon tracée par le logiciel du thermocycler.

(c) : Courbe de fusion. (d) : Liste des Ct fournie par le thermocycler.

La réalisation d’une PCR en temps réel (QPCR) sur des neurospheéres Il d’AP de souris adulte,

a permis de détecter une forte expression du récepteur GHSR-1a au niveau des cellules de
neurosphéres d’AP (Figure 36). Aprés normalisation des Ct de la RTqPCR de GHSR-1a dans

les neurosphéres d’AP contrdles et les neurosphéres d’AP traitées avec JMV-2894, par

rapport aux Ct de RTgPCR du gene de ménage GAPDH des mémes échantillons (Tableau 6),

il n’apparait aucune différence d’expression du GHSR-la avec ou sans traitement des

neurospheres par IMV-2894.

Tableau 6. Résultats de normalisation des données de la PCR en temps réel.

Ecartentre Ecart entre
ID du rat Ratios GHSR1a Ct Moyenne duplicata SD GAPDH Ct Moyenne duplicata SD
(%) (%)

NSC-AP-

Ctl 1/5 1,00 32,35 32,35 22,36 22,57 -99,09 0,29
NSC-AP-

ctl 1/5 22,17
NSC-AP-
IMV 1/5 1,13 123 30,05 30,10 0,30 0,06 108 20,17 20,00 -100,85 0,24
NSC-AP-
IMV 1/5 30,14 85 19,83
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5- Effets in vivo de la ghréline et du JMV sur la prise alimentaire chez la souris

Le

nombre d’animaux par groupe et de 4, et le nombre de coupes par animal est de 2 a 8.

Les figures 37 et 38 représentent la prise alimentaire sur les 4h qui suivent I’injection

respectivement du JMV et de la ghreéline.

Prise alimentaire en (g)

2.0

1.5

1.0

0.5

Bl NacCl
JMV

Jours

DA R I U I R SRS T N A R R R

Figure 37. Prise alimentaire quotidienne 4h aprés injection sous cutanée de NaCl ou de JIMV 2894
(320 mg / kg Repeated measures Anova (J1 a J22) : P<0,0001 versus NacCl

Prise
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1.0

0.5

Figure
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@l Ghrelin
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,S\Sq,gh}bnggi}s\§|§|§Q$\§W?%$hg\%$\%?ﬂ§%?9¢

38. Prise alimentaire quotidienne 4h aprés injection sous cutanée de NaCl ou de ghréline

(320 mg / kg) Repeated measures Anova (J1 & J20) : P<0,0001 versus NaCl

s
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Par rapport aux témoins « NaCl », on observe une augmentation significative de la prise
alimentaire des souris injectées avec le IMV (P<0.0001 versus saline, Anova répétée J1 a J22)
et ghréline (P<0,000 versus NaCl Anova répétée J1 a J20).

6- Effet in vivo du BrdU sur la prise alimentaire induite par le IMV

Dans le but de quantifier la neurogenése in vivo parallelement avec le suivi de prise
alimentaire avec ou sans administration d’agoniste ghrélinergique, nous avons caractérisé

I’effet du JIMV-2894 sur la prise alimentaire avec ou sans administration de BrdU.

Prise alimentaire (g) Prise alimentaire (g)

1.04 1.0+
0.8 0.8-
0.6 0681 i
@ L3
0.4- — 41
0.2-
0.0 __ 0.0- T Groupe
Ve T Groupe O @
& $ * ;
Figure 39. Prise alimentaire Figure 40. Prise alimentaire apres
4h apreés injection Brdu sur 7J 4h sans injection Brdu sur 7J
Prise alimentaire (g) Prise alimentaire (g)
5- 5
4- 4- —_—
34 34
24 24
11 1
0- T Groupe 0- T Groupe
é‘?ol 5@ \;'5}’ 5"5\
Figure 41. Prise alimentaire Figure 42. Prise alimentaire sur 24h sans
24h aprés injection Brdu sur 7J injection Brdu sur 7J

*P<0,05, **P<0,001, *** P<0,0001 JIMV versus NaCl
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> La figure 39 représente la prise alimentaire avec Brdu sur 4h et elle est
significativement augmentée a P <0,001 dans le groupe JIMV versus NaCl.

» La figure 40 représente la prise alimentaire sans Brdu sur 4 et elle est
significativement augmentée a P<0,0001 dans le groupe IMV versus le groupe NaCL

> La figure 41 représente la prise alimentaire avec Brdu sur 24h mais il n’y a aucune
différence significative entre le groupe JMV et le groupe NaCl.

> La figure 42 représente la prise alimentaire sans Brdu sur 24h mais il n’y a aucune
différence significative entre le groupe JMV et le groupe NaCl.

7- Effet in vivo du BrdU sur la prise alimentaire induite par la ghréline

Prise alimentaire (g) Prise alimentaire (g)

1.0+

1.0-
0.8+ 0.8
0.6+ 0.6
0.4- 0.4
0.2- 0.2-
0.0- Groupe 0.0- Groupe
& & o &
¥ é@ <« é@
Figure 43. Prise alimentaire 4h aprés injection Brdu Figure 44. Prise alimentaire sur 4h sans injection de
sur 7J Brdu sur 7J
Prise alimentaire (g)
Prise alimentaire (g)
5+
5_
4]
44
3 3
24 2]
14 1
0 Groupe 0- Groupe
(e &
= [ &
« & & &
(o)
Figure 45. Prise alimentaire sur 24h aprés injection Figure 46. Prise alimentaire sur 24h sans injection de
Brdu sur 7J Brdu sur 7J
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> La figure 43 représente la prise alimentaire avec Brdu sur 4h et elle est

significativement augmentée a P<0,001 dans le groupe Ghreline versus NaCl.

> La figure 44 représente la prise alimentaire sans Brdu sur 4 et elle est

significativement augmentée a P<0,0001 dans le groupe Ghreline versus le groupe

NacCl.

» La figure 45 représente la prise alimentaire avec Brdu sur 24h mais il n’y a aucune

différence significative entre le groupe Ghreline et le groupe NaCl.

» La figure 46 représente la prise alimentaire sans Brdu sur 24h mais il n’y a aucune

différence significative entre le groupe Ghreline et le groupe NaCl.

8- Effets de IMV et de ghréline sur le pattern des repas

Nombre de repas (Nbr)

4
34
TR
2 —
14
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Figure 47. Nombre de repas sur 24h
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Figure 49. Durée d'un repas sur 24h
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Nombre de repas (Nbr) Quantitée d'un repas (g)
51 * 0.25-

4 0.20+
3 0.154
24 0.104

0.05+

04 Groupe 0.004 Groupe
&
& & & &
Figure 51. Nombre de repas sur 24h Figure 52. Quantité d'un repas sur 24h
Durée d'un repas (min) Latence (min)
104 200+
s_
1504
6
1004
4-
2- 50-
. *
0 Groupe 0. Groupe
&
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Figure 53. Durée d'un repas sur 24h Figure 54. Durée de latence avant le premier repas

apreés l'injection

*P<0,05, **P<0,001, *** P<0,0001 versus NaCl

» Dans la figure 47 et 51 le nombre de repas sur 24h chez le groupe JMV et Ghréline
versus NaCl est significativement plus élevé que dans les contrdles, respectivement a
P<0,05 et P<0,001.

» La quantit¢é moyenne d’un repas sur 24h (Figure 48) est beaucoup plus élevée
significativement a P<0,05 chez le groupe JMV versus NaCl, mais ne présente aucune
différence significative entre le groupe Ghréline versus NaCl (Figure 52).

» La durée d’un repas moyennée sur 24h est significativement plus élevée sous
administration de JMV (Figure 49) ou de ghréline (Figure 53) que chez les contrdles

respectifs, a P<0,05.
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> La durée de latence du premier repas aprées la premiére injection est significativement
plus élevée chez le groupe JMV (Figure 50) et Ghréline (Figure 54) que chez les
groupes NaCl, respectivement avec P<0,001 et P<0,05.

9- Effet du IMV-2894 et de la ghreéline sur la neurogeneése in vivo

L’incorporation de BrdU dans I’AP a été analysée par immunohistofluorescence sur
coupes sériées (10 coupes en moyenne par animal, réguliérement espacées), et les noyaux
marqués (figure 55) ont été quantifiés sous le microscope pour les groupes traités au JIMV
et contrdles. Cette approche a montré une augmentation significative d’incorporation de
BrdU par le traitement in vivo avec ’agoniste ghrélinergique et la ghréline (Figure 56 et
Figure57).

Control (NaCl) JMV

Control (NaCl) Ghréline

Figure 55. Marquage de noyaux Brdu, barre d’échelle 500 um
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Figure 56. Effet du JMV sur la neurogenése
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Figure 57. Effet de la Ghréline sur la neurogenése
10- Effet du JIMV-2894 sur les cellules-souches d’épithélium de prostate in vitro

Pour voir si la stimulation d’autorenouvellement par 1’agoniste de ghréline s’exerce
également sur une autre catégorie de cellules-souches, j’ai appliqué I’approche précédente in
vitro sur des cultures primaires de cellules-souches d’épithélium prostatique. J’ai utilisé le
protocole récemment utilisé qui est le plus favorable a répondre a cette question, a savoir la
culture primaire de clones flottants ou « prostasphéres » (Huang et al 2015).

Si la suspension cellulaire primaire obtenue par dissociation mécanique et enzymatique de la
prostate de Souris est cultivée dans le milieu PrEGM en présence des facteurs EGF, bFGF et

B27 aux mémes concentrations que pour le test des neurosphéres sur suspension de tissu

s
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nerveux, la majorité des cellules différenciées disparait et il apparait des spheres de cellules
mutuellement adhérentes, les « prostasphéres », dont le diametre augmente progressivement
au fil des jours et qui arrivent & maturité en 2-3 jours. Un « passage » de ces prostasphéres
doit étre réalisé lorsque leur diamétre atteint 100um et avant que leur centre ne commence a

noircir (Figure 58).

Figure 58. Une prostasphére primaire a 6 jours de culture. Barre d’échelle 100um.

La culture de prostasphéres primaires en présence ou en absence de différentes doses de
JMV-2894, sur 2 générations successives, indique une stimulation dose-dépendante de
I’autorenouvellement de celles-ci, selon une cinétique en cloche (Figure 59). Mais en plus,
le IMV-2894 provoque une augmentation dose-dépendante du nombre de prostasphéres

dés la 1% génération.

400 =
o - PSC-|
£ 5004 -= PSC-lI
o
T
E 200+
=
=
-
£ 1004
2
o
0 1 T T T 1
i & & & =
< | & K & R N [IMV-2894] nM
& & Q7 &
> S N

Figure 59. Courbe dose réponse du JMV-2894 sur les prostato-spheres. Chaque point
représente la moyenne + sem de 3 déterminations. **, 8§ : statistiquement significatif a p<0.01 par
Anova one-way suivie de test de Tukey.
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DEUXIEME PARTIE

Dans cette deuxiéme partie, nous nous sommes consacrés a ’analyse génétique de la ghréline
et de son récepteur. Nous avons étudié la répartition des polymorphismes SNPs des géenes
GHRL (rs696217, rs4684677et rs34911341) et GHS-R (rs2922126, rs572169 et rs2948694)
dans un échantillon de malades CaP et un échantillon de témoins sains et nous avons réalisé
des études d’association entre les différents génotypes observés et le CaP. Nous avons
également réalisé une étude d’associations entre le CaP et 'IMC. Enfin, nous avons évalué
I’interaction entre les différents SNPs grace a une analyse stratifiée utilisant I’algorithme

MDR (Multifactor Dimensionality Reduction).

1- Description de la population d’étude

Les caractéristiques demographiques et cliniques des sujets malades et sains sont rapportées

dans le Tableau 7.

Tableau 7. Caractéristiques démographiques et cliniques des groupes d'étude.

Caractéristiques | Témoins(n=95) | Patients (n=120) | p-value
N (%0) N (%0)

Age (ans)

Moyenne = SD 71,59 £ 8,476 74,63 + 9,50 0,015

IMC (kg/m2)

Moyenne + SD 22,89+ 1,304 22,29 +£2.034 0.013

PSA (ng/ml)

Moyenne + SD 4,26 + 3,48 80.72 £ 24.34 0.001

Gleason Score

< 7 (Faible) - 38 (31,66) -

7 (Intermédiaire) - 48 (40,00) -

> 7 (Elevé) - 34 (28,33) -

Stade Clinique

Localisé - 70 (58,33) -

Avancé - 34 (28,33) -

Métastase - 16 (13,33) -

Déces - 19 (15,43) -
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Au total, 215 participants (120 patients CaP et 95 témoins) ont été inclus dans I'étude. L'age
moyen des patients était 74,70 + 8.38 ans et celui des témoins 72,26 + 10,13 ans. La
fréquence des déces est évaluée a 15,43%. l'incidence du CaP est plus élevée chez les patients
de plus de 65 ans que chez ceux de moins de 65 ans.

Le score de Gleason (SG) le plus fréquent est égal a 7 représentants 40% des cas vs SG < 7
(31,66%) et SG > 7 (28,33%).

Le stade clinique localisé est majoritaire (70%) comparé au stade avancé (28,33%) et
métastatique (13,33%).

Il existe une différence statistiquement significative dans la distribution selon I'age, I'IMC et

le PSA entre les patients et les témoins (p < 0,05).

2- Equilibre de Hardy Weinberg

Pour les six polymorphismes étudiés, nous n’avons pas observé d'écart a 'HWE dans le
groupe témoin. Toutefois, Il convient de noter que les SNPs rs696217 (GHRL) et rs2922126
rs572169 (GHS-R) n’étaient pas dans ’'HWE pour les patients CaP (Tableau 8).

Un écart a ’THWE peut étre la conséquence d’une erreur de génotypage conduisant a un exces

d’hétérozygotes.

Tableau 8. HWE pour les SNPs GHRL (rs696217, rs4684677et rs34911341) et GHS-R (rs2922126,
rs572169 et rs2948694) dans le groupe malade.

Géne SNP HWE Non-HWE %2 MAF
GHRL rs696217 - p=210* 8,021 0.199
rs4684677 p =1.000 - 0,002 0.005
rs34911341 p =1.000 - - 0.000

GHS-R rs2922126 - p =5.106.10"* 15,336 0.353
) rs572169 - p=2.876.10" 17,941 0.275
rs2948694 p = 1.000 - 0,183 0.032

Equilibre de Hardy-Weinberg (HWE) : si p < 0,05, le SNP n'est pas en HWE.

3- Association des SNPs GHRL et GHS-R avec le risque de CaP
Au total, 6 SNPs ont été génotypés avec succes chez les patients CaP et chez les témoins. Le
taux de réussite du génotypage pour les 6 loci était supérieur a 90 %. Les informations

détaillées sur les génotypes et les alleles sont décrits dans les Tableau 10 et 11 Ainsi, la
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distribution des alléles au 6 loci des genes de la ghréline (GHRL) et du récepteur de la
ghreline (GHS-R) était identique entre le groupe témoin et le groupe des patients.

La distribution allélique des polymorphismes étudiés chez la population témoin a révélé que
pour les SNPs rs696217, rs4684677, rs2922126, rs572169 et rs2948694 les alleles majeurs
respectifs sont G (82,1%), A (99,4%), A (67,8%), C (73,8%) et A (98,2%). Chez les patients,
les fréquences des alleles majeurs pour ces mémes SNPs sont respectivement : G (78,5%), A
(99,5%), A (62,5%), C (72,1%) et A (96,2%) (Tableau 9).

Tableau 9. Distribution allélique et analyse d’association aux loci du géne GHRL (rs4684677,
rs696217 et rs34911341) et GHSR (rs2922126, rs572169 et rs2948694) chez les patients CaP et les
témoins sains.

Geéne Locus Allele Témoins Patients OR (95% ClI) p-value
rs34911341
GHRL C>T C 170 (1,000) 200 (1,000) - -
rs696217 n = 168 n=214
G>T G 138 (0,821) 168 (0,785)
0,794 (0.4/5—1,325) 0376
30 (0,178) 46 (0,215) '
rs4684677 n=172 n =208
A>T A 171 (0,994) 207 (0,995)
G 1(0,005) 1(0,004) 1,210 (0,075-19,497) ~ 0.892
rs2922126 n=174 n =240
GHSR  asT A 118 (0678) 150 (0,625)
T 56 (0,321) 90 (0,375) 0.791 (0,524~1,193) 0,263
rs572169 n =160 n =204
Cc>T C 118 (0,738) 147 (0,721)
T 42 (0,263) 57 (0,263) 0.918 (0,575~1,463) 0,718
rs2948694 n=170 n =238
T/IC,GT A 167 (0,982) 229 (0,962) B
G 3(0,017) 9 (0,037) 2.188 (0,121~1,714) 0,234

L’analyse statistique ne démontre aucune différence significative dans la distribution des
fréquences alléliques entre les patients et les témoins (p > 0,05). Ainsi, il n’existe aucune
association entre le CaP et les SNPs des génes GHRL et GHS-R étudiés.

L’analyse du génotypage nous a permis de distinguer les génotypes homozygotes des

hétérozygotes pour chacun des SNPs explorés. Le Tableau 10 montre la distribution des

s
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génotypes des patients CaP et des témoins sains. Pour les 6 SNPs de GHRL et GHS-R étudiés,
aucune association statistiquement significative avec le CaP n'a été déemontrée (p > 0,05),
excepté pour le génotype T/T (SNP rs2922126 / géne GHS-R) qui était significativement plus
fréquent chez les patients que chez les témoins (p = 0,040). Cette donnée suggere que ce

génotype pourrait étre un génotype de susceptibilité au CaP.

Tableau 10. Distribution génotypique aux loci du géne GHRL (rs4684677, rs696217 et rs34911341)
et GHS-R (rs2922126, rs572169 et rs2948694) chez les patients CaP et les témoins sains.

Geéne Locus Génotype  Témoins Patients OR (95% ClI) p-value
GHRL  rs34911341 CIC 85 (1,000) 100 (1,000) - -
GIG 54 (0,642) 61 (0,570)
rs696217 0,736 (0,409 — 1,326) 0.307
GIT 30 (0,357) 46 (0,429)
AIA 85(0,988) 103 (0.990)
rs4684677 1,211 (0,074~19,663) 0.892
AIG 1(0,011) 1 (0.009)
GHS-R 152022126  AJA 31(0,356) 36 (0,300) 1,292 (0,714 -2,317) 0,452
AT 56 (0,644) 78 (0,650) 0,972 (0,555 - 1,729) 0,999
TIT 0 (0,000) 6 (0,050) Infini 0,040*
c/ic 45 (0,441) 38 (0,475)
rs572169 0,872(0,484-1570) 0,649
CIT 57 (0,559) 42 (0,525)
AIA 82 (0,965) 110 (0,924)
12948694 0,447 (0,117 -1,7703) 0,227
AlG 3(0,035)  9(0,076)

L’analyse de survie globale comprend la notion d’évenement de déces. Les associations de
survie ont été évaluées par la méthode de Kaplan-Meier.

Le temps jusqu’a un évenement (déces) est mesuré comme étant le temps entre le diagnostic
et la fin de I’événement, soit environ 5 ans (60 mois apres le diagnostic) ou la derniére
période d’observation. Les groupes de patients ont été définis par les génotypes des 6 variants
étudiés. Les patients vivants lors du dernier suivi ont été censurés, les déces étant considéré

comme un événement. L’ensemble des résultats est exprimé dans la figure 60.

L’¢tude de la survie est réalisée sur 60 mois. Le temps To correspond au moment du

diagnostic ; tous les patients décédés présentaient un CaP aggressif. Concernant les variants

s
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rs34911341 (génotype CC), rs4684677 (génotype AA) et rs2948694 (génotypes AA), étant
donné qu’il n’y a aucun patient hétérozygote, nous ne pouvons pas établir une comparaison
des courbes de survie par la méthode de Kaplan Meier ni de définir la probabilité par le test
du log Rank. Toutefois, toutes les courbes relatives aux patients homozygotes sont identiques.

L'analyse de survie de Kaplan-Meier montre une diminution non significative (p > 0,05) de la

survie globale associée aux variants GHRL (rs696217) et GHS-R (rs2922126 et rs572169).
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Figure 60. Courbes de survie globale pour la survenue de décés des patients CaP selon les génotypes

(A) GHRL et (B) GHS-R. La survie a été réalisée sur 80 mois.

4- Analyse des haplotypes de GHRL et GHS-R

Les haplotypes représentent les combinaisons de plusieurs alléles au sein d'un géne ou d'une

région chromosomique. Plusieurs études suggérent que I’analyse d’haplotypes serait plus
informative que 1’analyse des polymorphismes isolés (Marzolini et al 2004). En effet,
I’utilisation d’haplotypes (alléles combinés sur un méme chromosome) a la place de
génotypes (polymorphismes isolés) est généralement considérée comme un progrés majeur

car elle permet une meilleure interprétation dans les analyses d’association.

Nous avons réalisé une analyse des haplotypes les plus probables afin de déterminer une

éventuelle association avec un risque accru de CaP. Le Tableau 11 représente l'analyse de
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haplotypes selon l'ordre physique des marqueurs géniques rs34911341, rs696217, rs4684677
(GHLR) et rs2922126, rs572169, rs2948694 (GHS-R). Ceci a permis de définir 2 haplotypes
pour le gene GHRL, leur fréquence allant de 19,7% a 79,8% et 6 haplotypes pour le géne
GHS-R, leur fréquence allant de 0,015% a 58,7%.

La fréquence des différents haplotypes des genes GHRL et GHS-R aussi bien chez les malades
que les témoins sont semblables; les différences ne sont pas statistiquement significatives
(p > 0,05).

D'aprés les résultats obtenus, I’haplotype le plus fréquent pour GHRL et GHS-R est
respectivement ACA (79,8%) et ACA (58,7%).

Tableau 11. Haplotypes estimés dans la population étudiée.

Gene Haplotype # Fréguences Témoins Patients %2 p-value
GHRL AGC 0,798 0,815 0,784 0,574 0,448
ATC 0,197 0,179 0,211 0,621 0,430
GHS-R ACA 0,587 0,599 0,577 0,195 0,658
ATT 0,211 0,191 0,226 0,747 0,387
ACT 0,121 0,122 0,120 0,002 0,968
ATA 0,048 0,065 0,036 1,757 0,184
GTA 0,018 0,016 0,019 0,061 0,805
GCT 0,015 0,007 0,020 1,156 0,282

# Basé sur l'ordre physique des marqueurs: GHRL (rs34911341, rs696217 et rs4684677) et GHS-
R (rs2922126, rs572169 et rs2948694).

5- Analyse du déséquilibre de liaison des SNPs GHRL et GHS-R

Le déséquilibre de liaison (DL ou D’) permet de prédire 1’évolution simultanée de 2 loci
situés sur le méme chromosome. Plus le déséquilibre de liaison est important, plus la
probabilité que les deux alleles soient transmis ensemble est élevée, ce qui est
particulierement le cas pour 2 polymorphismes physiquement proches sur le chromosome.

Si D’>0, la combinaison des 2 alleles les plus rares est favorisée ; Si D’<0, I’allele rare d’un
polymorphisme est préférentiellement associ¢ a 1’allele fréquent de I’autre. Ainsi, dans le cas
d’un DL positif élevé, la probabilité que 2 alleles mutés soient transmis simultanément est
¢levée, ce qui rend difficile I’attribution des associations observées a un polymorphisme

donné.
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L'analyse du désequilibre de liaison (DL) a montré que pour le géne GHRL, seule la
combinaison des SNPs rs696217 et rs4684677 était dans un DL faible (D' = 0,190) (Figure
61). Toutefois, il est difficile de considérer ces DL avec pertinence au vue du faible effectif

des patients porteurs du génotype AG pour le variant rs4684677
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Figure 61. Degré de DL des SNPs de GHRL (block 1) et GHS-R (block 2).

Pour le gene GHS-R, la combinaison rs2922126 / rs572169 présente un DL moyen
(D’ = 0,600) (Figure 61). Les combinaisons des SNPs rs2922126 / rs2948694 et rs572169 /
rs2948694 ne sont pas en DL (D' = 0,008).

6- Relation entre les polymorphismes des génes GHRL, GHS-R et I'I|MC
En plus de I’age et des différentes caractéristiques cliniques, les données anthropométriques
ont été évaluées dont I’indice de masse corporelle (IMC). Les patients ont été divisés en 3
groupes en fonction de leur IMC :

% groupe 1:<18,50

¢ groupe 2 : 18,50 — 24,90

%+ groupe 2 : > 25,00.
Nous avons comparé la distribution de la moyenne des IMC dans la population malade.
Il existe une différence significative (p < 0,0001) dans les mesures de I'IMC entre les
différents SG ainsi que les Grades (Figure 62 A et B).
Ainsi, concernant I'IMC, il existe une différence significative entre le SG 5 et 7(4+3) (p =
0,031), entre le SG 5 et 8 (p = 0,0006) et les SG 5,9 et 10 (p < 0,0001).
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Il existe une différence significative (p < 0,0001) entre le SG 6 et les SG 7(4+3), 8, 9 et 10.
Une différence significative est également obtenue entre le SG 7(3+4) (p < 0,0001) et les SG
8, 9 et 10. Il en est de méme pour le SG 7(4+3) et 8 (p =0,0013), et le SG 7(4+3) et Les SG 9

et 10 (p < 0,0001).
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Figure 62. Distribution de I'IMC chez les patients atteints du CaP en fonction (A) du score de Gleason
et (B) des grades.

Enfin, une différence significative est observée entre le SG 8 et 9 (p = 0,0005) et le SG 8 et 10
(p = 0,0007). Ces resultats sont comparables a ceux obtenus avec le Grade. Notons toutefois,
que le grade 3 représente les SG 7(3+4) et 7(4+3), et le grade 5 les SG 9 et 10.

Il existe une différence significative (p < 0,0001) entre les 3 groupes d’IMC (<18,50 ; 18,50 —
25 ; >25 kg/m®) et les génotypes étudiés (Tableau 12).

Le plus grand nombre de malades est observé dans la catégorie 18,50 — 25 kg/m?®.

92



Résultats

Tableau 12. Relation entre les polymorphismes génotypiques de GHRL / GHS-R
et I'lMC chez les patients atteints de CaP

IMC (kg/m?)
Gene Locus Génotypes < 18,50 18,50 -25 > 25,00 p
CIC n () 8 (0,082) 82 (0,845) 7 (0,072)
HRL  rs34911341 <0,0001
G rs349113 Moyenne+SD  17,98:0473  2251£1541  2519£0,195 0,000
GIG n(®) 7 (0,114) 51 (0,836) 3 (0,049)
Moyenne+SD  18,13+0335  2249+1510  2513+0115  <0,0001
rs696217
GIT n () 3 (0,062) 42 (0,875) 3(0,062)
Moyenne+SD  17.70£0624 225641694  2527+0288  <0,0001
AIA 1 (%) 8 (0,077) 89 (0,864) 6 (0,058)
Moyenne+SD  18,10%0320  2253+1570  2512+0075  <0,0001
(4684677
AIG n (%)
Moyenne + SD - 1 -
HeR AIA 1 (%) 3(0,083) 32 (0,888) 1(0,027) 0,001
Moyenne + SD 18,23 + 0,152 22,31+1,544 -
(2002126 AT n (%) 7 (0,089) 67 (0,858) 4 (0,051)
Moyenne+SD  17,00+0509  22,63+1589  2523+0250  <0,0001
T/T n®) ) 6 )
Moyenne = SD 23,18 + 1,499
CIC n (%) 5 (0.111) 38 (0,791) 2 (0,041)
Moyenne+SD 1880192 22351466  2510£0141  <0,0001
rs572169
CIT n 3 (0,052) 50 (0,877) 4 (0,070)
Moyenne£SD 179740403  2263%1709  2513+0050  <0,0001
AA 1 (%) 9 (0,082) 92 (0,844) 8 (0,073)
Moyenne+SD  18,09+0562  2243+1569  2511+0274  <0,0001
rs2948694
AIG n (%) 8 (0,470) 1 (0,058) 8 (0,470)
Moyenne+SD 17,90 + 0,000 ) 2309+1101  <0,0001

Le genotype AG au niveau du SNP3 et SNP6 présente une particularité. Pour le SNP3, seule
la catégorie IMC 18,5 — 25 kg/m3 est présente. Pour le SNP6, les catégories IMC 18.50

kg/m3 et IMC 25 kg/m3 sont prédominantes (47%).
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Figure 63. Distribution des patients selon I'IMC et les génotypes des SNPs du géne GHRL
SNP1 =rs34911341 ; SNP2 =rs696217 ; SNP3 = rs4684677
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Figure 64. Distribution des patients selon I'IMC et les génotypes des SNPs du géne GHS-R
SNP4 =rs2922126 ; SNP5 = rs572169 ; SNP6 = rs2948694
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Il existe une différence significative (p < 0,0001) entre les 3 groupes d’IMC (<18,50 ; 18,50 —
25 ; >25 kg/m®), concernant I’age, le score de Gleason, le grade, la localisation et le décés.

Le plus grand nombre de patients est observé dans la catégorie 18,50 — 25 kg/m?.

Dans le cas d’un IMC < 18,50 kg/m3, le plus grand pourcentage de malades est observé dans
la catégorie 4ge > 65 ans. Un IMC < 18,50 kg/m® est également observé chez les patients
présentant un CaP agressif : score de Gleason >7 et grade = 4 et 5. Ces résultats sont rapportés
dans le Tableau 13.

Pour évaluer les chances de survie et le risque de déces des patients, nous avons utilisé la
méthode d'analyse de survie de Kaplan-Meier. Les malades ont été suivis pendant 3 a 5 ans a
partir de la date du diagnostic. Les groupes de patients ont été définis par les valeurs de 'TMC
(< 18,50 et > 18.50 kg/m®). Les patients vivants lors du dernier suivi ont été censurés, les
déces étant consideré comme un événement.

Les ages médians des patients présentant un IMC > 18,50 kg/m?® étaient plus élevés (54 mois)
que ceux des patients présentant un IMC < 18,50 kg/m® (47 mois) (Figure 63). Le Log Rank
p = 0,026 et le Hazard Ratio (HR) est estimé a 2,5 (0,877 — 7,128).
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Figure 65. Courbe de survie globale pour la survenue de déces des patients atteints de CaP
selon I’'IMC. La survie a été réalisée sur 60 mois.
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Tableau 13. Caractéristiques clinico-pathologiques au moment du diagnostic et distribution

des IMC chez les patients atteints de CaP

IMC (kg/m?)
Total patients <1850 18,5025 > 25,00 p-value
Par catégorie
<65 20 2 (0,010) 17 (0,850) 1 (0,050) o
Age (ans) 21,99+2191  1820+0,163 22,58+ 1,363 25,20 + 0,000
> 65 9% 7(0,072) 83 (0,864) 6 (0,062) PO
21,95+1,992  1820+0,163 22,49+ 1585 25,18 + 0,213
<7 38 (0,316) - 29 (0,241) 9 (0,075) - N NNN1
24,36 + 1,102 23,52 + 0,982 25,20 + 0,209
Score de
Gleason _7 48 (0,400) ; 48 (0,400) ] ]
22,84 +1,135 22,84+ 1,135
57 34 (0,283) 9 (0,075) 25 (0,208) ) e
19,35+1,802  17,97+0466 20,73 +1,513
1 52 (0,433) . 48 (0,400) 4(0,033) <0,0001
24,38 + 1,030 23,56 + 0,966 25,20+ 0,270
5 48 (0,400) ) 47 (0,391) 1 (0,008) 00
24,25 + 0,865 23,40 + 0,847 25,10 + 0,000
Grade 3 25 (0,208) ) 25 (0,208) ] _
22,43 + 1,257 22,43+ 1,257
4 22 (0,183) 1 (0,008) 21,00 (175) _ P
1845+ 1472  17,90+0,000 19,00 + 1,348
5 13 (0,108) 9 (0,075) 4 (0,033) - - nnnn1
18,70+0965  18,01+0478 19,40+ 1,158
| ocalics 77 (0,641) 34405830 7 (0,058) e
24,25 + 1,096 - 25,17 + 0,197
Localisation Avancé 37 (0,308) - 37 (0,308) - }
21,68 + 1,522 21,68 + 1,522
Métastase 22 (0,183) 10 (0,083) 12 (0,100) ) <0,0001
19,15+ 1,484  18,00£0452 20,30+ 1,190
Déces 19 (15,83) 7(5,83) 12 (10,00) -~ N NNN1
19,18+ 1695  17,89+0504 20,48 + 1,367
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7- Evaluation des interactions géne/gene et géne/environnement : résultats Multifactor

Dimensionality Reduction (MDR)

La Réduction Multifactorielle de Dimensionalité (MDR) est une méthode de sélection de
modele non paramétrique, dont le concept est de considérer, une a une, toutes les
combinaisons de loci possibles. Cette méthode se résume en 3 étapes principales : i) calcul du
ratio cas/témoins pour chaque combinaison de génotypes, ii) classification de chaque
combinaison en "haut risque" ou "faible risque", iii) estimation de I’erreur de prédiction via

une validation croisée (Ritchie et al 2001 , Moore et al 2006).

Cette méthode démarre avec une structure a plusieurs marqueurs et plusieurs génotypes aux
marqueurs (structure a haute dimensionalité) pour aboutir a une structure a génotype a haut
risque/genotype a bas risque (structure a une seule dimension). Chaque combinaison de loci
donne un modéle qui classifie les individus possédant un genotype a bas risque comme non
malade et un génotype a haut risque comme malade. Le modele qui maximise le ratio
cas/contrdle des génotypes a haut risque est selectionné sur I'ensemble des modeles de méme

taille.

Les modeles de chaque taille sont evalués par quatre mesures : la précision de formateur
associée "Training Bal. Accuracy”, la précision de prédiction "Testing Bal. Accuracy”, et la
constance de validation croisée "CV Consistency”. Ces mesures nous permettent de prendre
une décision quant a la présence et la nature des interactions génétiques suggérées par les
données (Sanche 2008).

Toutefois, il faudrait porter une attention particuliere aux résultats de sélection de modeles

lorsqu'il y a un DL.

7.1 Interactions Gene-Géne
Les variables SNPs des géenes GHRL et GHS-R ont été incluses dans le modeéle interaction

Geéne-Geéne.

Le tableau 14 résume les résultats de l'analyse MDR exhaustive évaluant toutes les
combinaisons possibles des 6 SNPs inclus pour prédire les modeles interactifs.
La présence des polymorphismes rs2922126 et rs572169 représente le meilleur modéle parmi

tous les facteurs inclus.
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Ce modele avait une précision maximale du test équilibré de 0,8108, une CVC de 10/10 et

une valeur p significative de 0,0001.

Tableau 14. Résultats de I’analyse MDR : interaction géne — géne.

Training | Testing cV

Modeéles prédictifs balanced | balanced . p-value
Consistency

accuracy | accuracy
rs2922126 0,6780 0,5631 7/10 0.2368
rs572169, rs2922126 0,8235 0,8108 10/10 0.0001
rs572169, rs696217, rs2922126 0,8335 0,8198 7/10 0.0046
rs572169, rs34911341, rs696217, rs2922126 0,8370 0,8198 7/10 0.0467
rs572169, rs34911341, rs696217, rs4684677, rs2922126 | 0,8003 0,6622 10/10 0.0015

Le modeéle ayant la plus grande précision de test et le CVC le plus élevé a été considéré comme le

meilleur modéle. Les p-values sont basées sur 1000 permutations.

La figure 66 montre le resumé des modéles d'interaction par réduction de la dimensionnalité
multifactorielle (MDR).

Les interactions entre les polymorphismes des genes GHRL et GHS-R chez les patients
souffrant de CaP sont représentés au niveau du dendrogramme (Figure 66A). Les couleurs
représentent le degré de synergie, allant du rouge (gain d'information le plus éleve) au bleu
(redondance de l'information).

Les combinaisons de génotypes a haute fréquence chez les patients CaP) sont représentées par
des cellules ombrées en foncé. Les combinaisons de génotypes a faible fréquence chez ces
individus sont représentées par des cellules legérement ombrées. Pour chaque cellule, la barre
de gauche indigue le nombre absolu d'individus témoins et la barre de droite le nombre absolu
d'individus malades (Figure 66B).

La carte d'interaction de tous les polymorphismes évalués pour le risque de CaP sur la base
des mesures d'entropie entre les variables individuelles a révélé un fort effet d'interaction
synergique observé entre les deux loci rs2922126 et rs572169 avec un gain d'information de
6,87% (ligne rouge). Le modéle d'interaction décrit le pourcentage de l'entropie (gain
d'information) expliquée par chaque facteur ou interaction a 2 voies. Les valeurs a l'intérieur
des nceuds indiquent le gain d'information des attributs individuels ou effets principaux, tandis
que les valeurs entre les nceuds indiquent le gain d'information des combinaisons par paire

dattributs ou effets d'interaction. Une entropie positive (représentée en rouge ou orange)
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indique une interaction, qui peut étre interprétée comme une relation synergique ou non

additive, tandis qu'une entropie négative (représentée en vert ou bleu) indique une additivité

(redondance). L'indépendance est représentée par la couleur or (Figure 66C).

Les contributions individuelles des polymorphismes rs696217 (2.27%), rs4684677 (0,03%),
rs34911341 (2.06%), rs2922126 (7,15%) et rs572169 (0,05%) présentées dans la figure 65C

sont en parfaite corrélation avec les associations non significatives décrites dans le tableau 10

; de plus, l'interaction entre ces mémes SNPs était redondante ou antagoniste (lignes bleues et

vertes).

L’interaction entre rs696217 et rs4684677 d’une part et rs2922126et rs572169 d’autre part,

est en parfaite corrélation avec les résultats de DL.
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Figure 66. Résumé des modeéles d'interaction par réduction de la dimensionnalité multifactorielle
(MDR). (A) Dendrogramme des interactions entre les SNPs étudiés. (B) Combinaisons de génotypes a
haute et faible fréquence chez les patients CaP. (C) Carte des interactions pour le risque de CaP.
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7.2 Interactions Géne-Environnement

La présence des polymorphismes rs4684677, rs34911341, IMC représente le meilleur modéle

parmi tous les facteurs inclus.

Le modéle ayant la plus grande précision de test et le CVC le plus éleve a été considéré comme le
meilleur modele. Les p-values sont basées sur 1000 permutations.
Les variables SNPs des genes GHRL et GHS-R ainsi que I'IMC ont été incluses dans le

modele.
Tableau 15. Résultats de 1’analyse MDR : interaction géne — environnement.
Training Testing cV
Modeéles prédictifs balanced balanced . p-value
Consistency
accuracy accuracy
IMC 0,5595 0,5345 9/10 0,0056
rs34911341, IMC 0,5652 0,5175 8/10 0,0024
rs4684677, rs34911341, IMC 0,5918 0,5684 10/10 0,0019
rs696217, rs4684677,rs34911341, IMC | 0,5255 0,4836 10/10 0,0386

a) _Cas du géne GHRL

Le tableau 15 résume les résultats de I'analyse MDR évaluant les combinaisons possibles de

I’IMC et des SNPs du géne GHRL inclus pour prédire les modéles interactifs.
Le modele rs4684677, rs34911341, IMC est le meilleur parmi les facteurs inclus.
Ce modele avait une précision maximale du test équilibré de 0,5345, une CVC de 10/10 et

une valeur p significative de 0,0019.

La Figure 67 montre le résumé des modéles d'interaction Gene-Environnement par réduction
de la dimensionnalité multifactorielle (MDR).

Les interactions entre les polymorphismes du gene GHRL et I'IMC chez les patients souffrant
de CaP sont représentés au niveau du dendrogramme (Figure 67A).

La distribution des génotypes a haut risque et a faible risque dans le meilleur modéle (Figure
67B) est en corrélation avec les résultats de la figure 63.

La présence de I'IMC augmente les effets interactifs entre rs4684677 et rs34911341 (Figure
67C).
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Les contributions individuelles des polymorphismes rs696217 (0,097%), rs4684677 (0,00%),
rs34911341 (0,69%) présentées dans la figure 66C sont en corrélation avec leur associations
non significatives avec le CaP. Leur interaction avec I’IMC était redondante ou antagoniste

(lignes bleues et vertes).
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Figure 67. Résumé des modeéles d'interaction par réduction de la dimensionnalité multifactorielle
(MDR). (A) Dendrogramme des interactions entre les IMC et SNPs étudiés. (B) Combinaisons de
génotypes et IMC a haute et faible fréquence chez les patients CaP. (C) Carte des interactions

pour le risque de CaP.

b) Cas du géne GHS-R
Le tableau 16 résume les résultats de I'analyse MDR évaluant les combinaisons possibles de

I’IMC et des SNPs du géne GHS-R inclus pour prédire les modéles interactifs.
Le modele rs572169, rs2922126, rs2948694, IMC est le meilleur parmi les facteurs inclus.
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Ce modele avait une précision maximale du test equilibré de 0,6298, une CVC de 10/10 et

une valeur p significative de 0,0386.

Tableau 16. Résultats de 1’analyse MDR.

Training Testing cV

Modeles balanced balanced . p-value
Consistency

accuracy accuracy
rs572169 0,5667 0,4974 6/10 <0,0001
rs572169, rs2922126 0,6206 0,6206 10/10 <0,0001
rs572169, rs2922126, IMC 0,6638 0,6285 10/10 0,0019
rs572169, rs2922126, rs2948694, IMC | 0,6709 0,6298 10/10 0,0386

Le modéele ayant la plus grande précision de test et le CVC le plus élevé a été considéré comme le

meilleur modéle. Les p-values sont basées sur 1000 permutations.

La figure 68 montre le résumé des modéles d'interaction Géne-Environnement par réduction
de la dimensionnalité multifactorielle (MDR).
Les interactions entre les polymorphismes du géne GHS-R et I'IMC chez les patients atteints

de CaP sont représentés au niveau du dendrogramme (Figure 68A).

La distribution des génotypes a haut risque et a faible risque dans le meilleur modele (Figure

68B) est en corrélation avec les résultats de la Figure 64.

La présence de 'IMC augmente les effets interactifs entre rs572169, 1s2922126 et rs2948694
(Figure 68C).

Les contributions individuelles des polymorphismes rs572169 (1,82%), rs2922126 (0,49%),
rs2948694 (0,73%) présentées dans la Figure 67C sont en corrélation avec leur associations
non significatives avec le CaP. Leur interaction avec 'IMC était redondante ou antagoniste

(lignes bleues et vertes).
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Figure 68. Résumé des modeles d'interaction par réduction de la dimensionnalité multifactorielle
(MDR). (A) Dendrogramme des interactions entre les IMC et SNPs étudiés. (B) Combinaisons de
génotypes et IMC a haute et faible fréquence chez les patients CaP. (C) Carte des interactions

pour le risque de CaP.

En conclusion, le modele MDR a révélé un modéle de prédiction du risque qui avait une
précision de 91,6 % dans la prédiction du risque de cancer du col de l'utérus avec une
précision de 98,1 % (p < 0,0001). L'aire sous la courbe ROC PR-AUC était de 1,00.

Le score F1 est une mesure combinée de la précision et de la sensibilité. 1l est calculé selon la
formule suivante F1=2 x (Précision x Sensibilité/Précision + Sensibilité). La valeur La valeur
F était de 0,953 et le coefficient de corrélation de Matthews (CCM) de 1,544.

La valeur PR-AUC de 1 atteinte dans notre modele signifie une performance exemplaire,
atteignant une précision et un rappel maximaux pour tous les seuils de classification. Ce
résultat exceptionnel souligne la capacité robuste du modeéle a identifier avec précision les

données positives tout en minimisant les faux positifs.
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PREMIERE PARTIE

L’étude in vitro de D’effet de I’agoniste de ghréline JMV-2894 sur la croissance des
neurosphéres primaires d’area postrema (AP) de Souris adulte a montré que cet agoniste peut
augmenter la neurogenése de I’area postrema, en stimulant I’autorenouvellement des CSN de
cette structure. En effet, ’augmentation du nombre de neurosphéres par génération a chaque
passage est significativement augmentée par la présence de 1’agoniste a doses optimales dans
le milieu, par rapport aux cultures témoins. En revanche le taux de prolifération basale n’est
pas affecté par ’agoniste ghrélinergique. Le méme résultat a été observé parallelement, avec
les mémes protocoles, en administrant la ghréline elle-méme au lieu du JMV-2894
(Benharrat-Chaibi et al 2019). Nos résultats montrent aussi que ces actions de la ghréline et
du JMV-2894 suivent une cinétique « en cloche », avec une dose d’efficacité maximale de
100 nM. Une stimulation proliférative des cellules-souches neurales par la ghréline in vitro a
été démontrée antérieurement dans deux autres niches neurogéniques de Souris adulte :
I’hippocampe (Li et al 2013a, Chung et al 2013) et la zone sous-ventriculaire (Li et al 2014).
Par contre, ces études n'avaient pas permis de spécifier 1’effecteur-cible de la ghréline:
division basale ou auto-renouvellement.

La RTQPCR sur des culots de neurosphéres d’AP de 2éme génération, qui avaient été
cultivées en absence ou en présence de JMV-2894 a 100 nM (la dose optimale de stimulation
de I’autorenouvellement), a montré que ces neurosphéres expriment fortement les geénes de la
cycline-D1 (marqueur d’entrée dans le cycle de division cellulaire ) et le récepteur GHSR-1a.
L’expression du récepteur GHSR-1a par les cellules de neurospheres est cohérente avec
I’effet spécifique dose-dépendant des agonistes de ce récepteur ; mais pour une démonstration
formelle de la médiation de ces actions ghrélinergiques par le GHSR-1a, il aurait fallu
démontrer in vitro qu’elles sont bloguées par I’inactivation du récepteur (soit par un
antagoniste, soit par étude de neurosphéres dérivées de souris knockout pour le récepteur). Le
traitement in vitro par le JMV-2894 n’entrainait aucune variation d’expression de ces 2 génes.
Cela indique que I’incubation continue avec 1’agoniste JMV-2894 pendant 2 semaines

n’entraine ni désensibilisation, ni surexpression du récepteur.
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La portée physiologique de la stimulation de neurogenése de 1’ AP ainsi caractérisée in vitro, a
été confirmée ensuite in vivo par quantification de I’incorporation de BrdU sur coupes
histologiques d’AP dans une cohorte de Souris adultes traitées par injections quotidiennes de
JMV-2894 versus liquide physiologique. Le traitement par le JMV-2894 a une dose
physiologiquement active (cf ci-dessous) entraine en effet une augmentation significative de
30% du nombre total de noyaux BrdU+ dans I’area postrema. Ce résultat est compatible avec
la stimulation d’autorenouvellement qui a ét¢é démontrée précédemment par 1’approche in
vitro.

La dose de JIMV-2894 utilisée dans cette derni¢re expérience a été déterminée d’aprés des
articles pharmacologiques antérieurs (Hassouna et al 2013, Bresciani et al 2017). Afin de
vérifier la pertinence physiologique de la dose choisie dans nos expériences, les animaux qui
ont été analysés pour ’effet de 1’agoniste JIMV-2894 sur I’incorporation de BrdU dans I’AP,
ont été suivis avant et pendant toute la durée de cette expérience pour la mesure de leur
comportement alimentaire en cages métaboliques informatisées.

Il a été ainsi veérifié que les doses de IMV-2894 et de ghréline utilisées dans la présente étude
augmentaient significativement la prise alimentaire quotidienne et, donc, entrainaient bien
I’action orexigene classiquement connue de la ghréline. De plus, mes analyses apportent des
précisions originales sur la modulation ghrélinergique du comportement alimentaire par
rapport a la littérature antérieure, comme suit.

La stimulation de prise alimentaire quotidienne par injections répétées de chacun des deux
agonistes, chaque jour pendant 3 semaines, se maintient sans modification toute la durée du
traitement. Cela indique I’absence de désensibilisation de 1’organisme a ces traitements
orexigenes, ce qui incite a utiliser ces agonistes en clinique humaine pour stimuler 1’appétit
chez des patients dénutris chroniquement, souffrant par exemple de cachexie cancéreuse.

La combinaison du traitement par le JMV ou la ghréline chez la souris adulte avec une
administration de BrdU pendant 7 jours (dans le but de marquer la neurogenése au niveau du
cerveau) fait disparaitre 1’effet orexigéne de ces deux agonistes, quand la prise alimentaire est
mesurée de fagcon cumulée sur 24 heures. Il est en effet notoire que le traitement systémique
chronique par le BrdU inhibe significativement la prise alimentaire quotidienne et la
croissance pondérale (Chigr et al 2009). En revanche, 1’effet orexigéne reste manifeste et
significatif si on limite la mesure de prise alimentaire aux 4 heures suivant 1’injection
d’agoniste. Nous en déduisons que 1’administration de BrdU diminue mais n’empéche pas

I’action orexigene des agonistes ghrélinergiques chez la Souris adulte.
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Le nombre des repas par 24h est augmenté significativement par chacun des traitements
ghrélinergiques par rapport aux témoins, davantage par la ghréline que par le JMV-2894.
C’est le cas aussi pour la durée moyenne d’un repas.

La durée de latence avant le premier repas suivant I’injection d’agoniste est significativement
et fortement diminuée par rapport aux témoins, par chacun des traitements ghrélinergiques,
davantage pour la ghréline que pour le IMV-2894.

La quantité moyenne de prise alimentaire par repas est augmentée significativement par le
JMV-2894 par rapport aux témoins, mais n’est pas modifiée par la ghréline.

Au total, les effets orexigénes des deux agonistes, aux doses choisies ici, sont globalement
similaires, sauf le parameétre quantité de prise alimentaire par repas qui n’est pas affecté par la
ghréline. L’agoniste JMV-2894 est donc légerement plus efficace que la ghréline comme

agent orexigeéne.

Sur ces bases, il était projeté d’analyser I’effet physiologique de 1’abolition de neurogenése de
I’area postrema in vivo sur le comportement de prise alimentaire chez la souris adulte, par
irradiation sélective du complexe vagal dans I’irradiateur du CEA de Fontenay-aux-Roses
puis transfert des souris vers I’animalerie du Centre de Psychiatrie et Neurosciences
INSERM. La calibration préliminaire (dose de rayonnements appliqués et réglages
topographiques des faisceaux sous anesthésie) avait été réalisée, mais la demande
d’autorisation éthique (cf annexe 1) a été refusée in fine a cause d’incompatibilités entre les

exigences des deux animaleries concernées.

Les retombées cliniques de la stimulation d’appétit par les agonistes ghrélinergiques que j’ai
caractérisée chez la souris, sont contestables a priori par des données sporadiques de la
littérature qui documentent des stimulations prolifératives par la ghréline ou ses agonistes. Ce
type d’effet a été rapporté sur des cellules d’origine tumorale ou méme sur des cellules-
souches saines, entre autres neurales comme dans le présent travail et dans une série de
publications antérieures sur d’autres niches neurogéniques.

Mon étude préliminaire de I’action du JMV-2894 sur les cellules-souches d’épithélium
prostatique de Souris adulte s’inscrivait dans cette préoccupation. Le CaP est en effet admis
comme dérivant de cellules-souches saines, et constitue donc un bon modele d’étude pour

cette question.
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Gréce au savoir-faire de mon laboratoire d’accueil sur les cultures primaires de cellules-
souches neurales, j’ai pu développer facilement d’aprés la littérature un modele de culture
cellulaire de CS de prostate qui est directement inspiré du « test des neurospheres » : la
culture de prostasphéeres. Les résultats obtenus avec cette approche in vitro indiquent que
I’agoniste ghrélinergique JMV-2894 stimule, non seulement I’autorenouvellement des
cellules-souches d’épithélium prostatique, mais aussi la prolifération basale de celles-ci. La
caractérisation de cet effet demande a étre complétée, mais les présents résultats indiquent
d’ores et déja que I’utilisation de la ghréline pour redonner 1’appétit aux patients cancéreux
présenterait des risques majeurs pour la santé de ceux-ci.

Dans la méme inspiration, nous avons réalisés une étude de génétique humaine visant a
rechercher si le CaP est associé significativement a des mutations des génesde la ghréline

et/ou de son récepteur.

DEUXIEME PARTIE

La mesure des taux plasmatiques de PSA reste le standard actuel pour diagnostiquer le CaP
(Brayet al 2018). Malheureusement, le PSA présente des limites, puisque des conditions non
tumorales telles que infections et inflammations, peuvent également augmenter les taux de
PSA (Feigelson et al 2014). Par conséquent, de nombreuses biopsies inutiles sont réalisées, ce
qui entraine des effets indésirables pour les patients et une augmentation des colts publics.
Dans ce cas, des efforts ont été orientés a l'identification de nouveaux biomarqueurs qui
pourraient compléter ou méme remplacer le PSA plasmatique afin d'améliorer le
diagnostiquer du CaP (Hicks et al 2013). Ainsi, plusieurs facteurs endocriniens/métaboliques
tels que certains composants du systeme ghréline, ont été associés au CaP (Cassoni et al 2004)
; toutefois, leur utilité potentielle en tant que biomarqueurs dans le CaP n'a pas été établie
(Chopin et al 2012 ;Travis et al 2016).

Le systeme de la ghréline comprend un réseau pléiotrope et complexe composé de
plusieurs peptides, y compris la ghréline native et I'In1-ghréline (Gahete et al 2014), et de
récepteurs (GHS-R1a/b), impliqués dans la régulation de multiples processus

physiopathologiques (Muller et al 2015). Depuis la premiere publication rapportant I'effet
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antiprolifératif de la ghréline, de nombreuses études sur le cancer suggérent un réle pour le
systéme ghréline/GHSR dans diverses tumeurs, modulant la prolifération, I'apoptose et les
métastases (Gotz et Probstmeier 2012 , Lin et al 2015 , Kraus et al 2016 , Villarreal et al
2022). Toutefois, plusieurs études ont montré que la ghréline avait des effets a la fois
antiprolifératifs (Cassoni et al 2001 , Cassoni et al 2004 , Barzon et al 2005) et prolifératifs
(Duxbury al 2003 , Kim et al 2005 , Yeh et al 2005) sur diverses lignées cancéreuses. Des
associations intéressantes entre la ghréline et les maladies néoplasiques ont été mise en
évidence, telles que l'augmentation des taux de ghréline chez les patients atteints de cancer
par rapport aux témoins non cancéreux appariés selon le sexe (Garcia et al 2006 , Spiridon et
al 2021), la résistance a la ghréline dans le traitement de I'anorexie chez les souris porteuses
de tumeurs (Wang et al 2006) et I'implication de I'axe ghréline/GHSR dans I'invasion et la
migration de certaines cellules cancéreuses (Duxbury et al 2003 , Dixit et al 2006). La
ghréline et le GHS-R sont importants dans le contexte de la pathologie du CaP. Les
carcinomes prostatiques humains et les néoplasmes bénins expriment le messager de la
ghréline et du GHS-R. Cependant, dans le tissu prostatique normal, I'expression de la ghréline
est indétectable, ce qui suggére que la ghréline est impliquée dans le CaP (Cassoni et al 2004 ,
Villarreal et al 2022).

Certaines études ont montré une association nulle ou inverse entre la ghréline et le
risque/la progression de la plupart des cancers (Sever et al 2016), soulignant les controverses
entre leurs conclusions et des études précédentes. Gahete et al (2014) ont inclus des données
provenant d'études in vitro et cliniques. Ces auteurs ont souligné I'expression différentielle
des récepteurs de la ghréline comme explication potentielle du rdle controversé de la ghréline

dans différents cancers.

Plusieurs polymorphismes de la ghréline et de son récepteur ont été décrits,
particulierement dans le cas du diabéte (Garcia et al 2009 , Liao et al 2013), I’obésité (Gjesing
et al 2010), les désordres métaboliques (Ukkola 2011 , Mora et al 2015), les maladies
cardiovasculaires (Berthold et al 2010), I’hépatite (Hamdy et al 2018), I’anorexie — cachexie
(Blum et al 2021) et I’alcoolisme (Landgren et al 2008 et 2011).

Les polymorphismes de la ghréline les plus étudiés a ce jour sont situés. Au niveau du
promoteur et dans les zones codantes du géne; certains d'entre eux ont des implications sur

I'activité du gene (Garcia et al 2009). Les SNPs faux-sens dans le géne de la pré-proghréline

108



Discussion et Conclusion

(GHRL) les plus étudiés a ce jour sont rs34911341/Arg51GlIn, rs4684677/GIn90Leu et
rs696217/Leu72Met. Parmi ces SNPs, 269A > T, une mutation qui provoque le changement
GIn90Leu dans la prépro-ghréline, a été déecrite comme étant associée a la maladie
d’Alzheimer dans une étude cas-témoins japonaise (Shibata et al 2011). D'autres études ont
apporté des preuves du réle du polymorphisme rs4684677 T/A dans l'influence du syndrome
métabolique, le trouble de panique, le cancer et les maladies thyroidiennes auto-immunes
(Steinle et al 2005 , Hansson et al 2013 , Pabalan et al 2014 , Moniuszko et al 2015).

A ce jour, les progrés dans notre compréhension de 1’association des variants alléliques de la
ghréline et de son récepteur avec le cancer ont été orientés principalement vers le cancer de
I’cesophage (Doecke et al 2008), le cancer colorectal (Campa et al., 2010 ; Kasprzak, 2022), le
cancer du sein (Dossus et al 2008) et le lymphome non hodgkinien (Skibola et al 2005). Treés
peu d’études ont examiné I'association des polymorphismes GHRL et GHS-R avec le risque
de CaP (Noel et al 2014).

Le but de ce travail a été d’étudier I’association des SNPs des génes GHRL et GHS-R, qui
participent a une méme fonction biologique, avec le risque du CaP dans un groupe d'individus
algériens afin d’investiguer des facteurs prédictifs (biomarqueurs), qui seraient
potentiellement utilisables dans le diagnostic, le pronostic et la prise en charge des patients.
Nous avons également veérifié si ces SNPs étaient liés a I'IMC ; I’importance de ces
polymorphismes ayant déja été démontrée dans plusieurs types de cancer.

D'apres les données de la bibliographie, il s'agit de la premiere étude réalisée avec 3 SNPs
(rs696217, rs4684677 et rs34911341) dans le géne GHRL et 3 SNPs (rs2948694, rs572169 et
rs2922126) dans le gene GHS-R dans le cas du CaP.

Tous les SNPs ont été génotypés a l'aide de la discrimination allélique TagMan.

Cette étude a permis de mettre en évidence une anomalie de répartition des variants
alléliques de la ghreline (rs696217) et de son récepteur (rs2922126 et rs572169) chez les
patients atteint de CaP; les taux respectifs de ces alléles différent de la loi de Hardy Weinberg.
Ceci serait di a un faible taux des hétérozygotes parmi les individus étudiés.

Dans le cas de la ghréline, la frequence des homozygotes est supérieure a celle des
hétérozygotes, contrairement au récepteur de la ghréline dont la fréquence des hétérozygotes

est supérieure a celle des homozygotes pour les deux variants rs2922126 et rs572169. Le
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génotype AG pour les variants rs4684677 et rs2948694, présente une différence tres
nettement marquée puisque sa fréquence est de 0,009 et 0,076 respectivement.

D’autre part, notre étude a montré que le génotype hétérozygote CT pour le polymorphisme
GHRL rs34911341 est absent aussi bien chez les témoins que chez les malades. Il s’agit d’un
génotype trées rare. Ce résultat corrobore celui trouvé par Zhang et al (2015) qui ont montré
que parmi une cohorte de 600 sujets, un seul sujet présentait le génotype CT pour le
polymorphisme GHRL rs34911341.

Les courbes de survie globale pour la survenue de décés des patients CaP selon les
génotypes montre une diminution non significative (p > 0,05) de la survie globale associée
aux variants GHRL (rs696217) et GHS-R (rs2922126 et rs572169). Un fait remarquable est
que les individus homozygotes présentent un taux de survie faible contrairement aux
individus hétérozygotes qui pourraient étre en relation avec une meilleure survie. Chez les
porteurs de I’allele T, il semble exister une meilleure survie des patients. En revanche les
haplotypes du géne GHS-R ne semblent pas avoir de conséquences sur le CaP. Les
associations avec les alleles peuvent étre dues au hasard, refléter le fait que l'allele est
fonctionnel, étre dues au fait que l'allele est un facteur de risque ou peuvent étre causé par

I'allele qui n'a pas été identifié et qui influence le phénotype (Liu et al 2011).

Cette étude basée sur I’exploration de 6 SNPs est la premiere a apporter de nouvelles

preuves que le gene de la ghréline ainsi que son récepteur ne sont pas associés au CaP et
indiquent que la ghréline n'augmente pas directement la progression du cancer dans les
cellules de la prostate. Dans les cellules normales, la ghréline favorise la prolifération en
stimulant les voies PISBK/AKT et MAPK (Wang et al 2016), et augmente également la
résistance a l'apoptose (Zhang et al 2011). La différence de prolifération cellulaire et de
résistance a l'apoptose entre les cellules normales et les cellules cancéreuses peut étre en
partie due a des differences dans le niveau d'expression du GHS-R.
Le modele de DL est principalement déterminé par la distance physique entre les marqueurs,
bien que plusieurs autres facteurs démographiques et évolutifs, notamment la stratification de
la population, la consanguinité, I’effective de la population, la migration, la mutation, la
sélection et le taux de recombinaison, peuvent egalement influencer la portée et le profil du
DL (Reich et al 2001 , Ardlie et al 2002).
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Dans notre étude, I'analyse du DL initiale a révélé un bloc DL composé de deux SNPs dans
la région du gene GHS-R (rs2922126/rs572169) et deux SNPs dans la région du géne GHRL
(rs696217/rs4684677). Ceci implique la présence d'un DL autour des différents loci qui
affectent conjointement les polymorphismes du géne de la ghréline. Des variants fonctionnels
pourraient se situer dans les genes GHRL et GHS-R ou dans d'autres génes autourde ces loci,
de maniére indépendante ou synergique, et exercer un risque accru de CaP. Ainsi, la sélection

d'un sous-ensemble informatif de SNPs communs a utiliser dans les études

d'association est nécessaire pour obtenir une puissance suffisante afin d'évaluer le réle causal
des variations communes de I'ADN dans des situations pathologiques complexes. Des études
portant sur des échantillons de plus grande taille et portant sur des populations différentes sont
nécessaires pour obtenir un apercu détaillé du lien entre les variations génétiques dans cette
région et le CaP.

D’autre part, bien que nous n'ayons pas étudié les causes des mutations sur les genes
GHRL/GHS-R, plusieurs études ont rapporté I'impact des mutations sur I'expression des genes
(Fleck et al 2016 , Jia et Zhao 2017).

Nous avons egalement décrit la relation des 6 SNPs avec le phénotype quantitatif IMC
dans la population étudiée. La cachexie chez les cancéreux agés est un probléme de santé
publique qu'il convient d'anticiper, de diagnostiquer rapidement et de prendre en charge
efficacement. Cependant, cette condition n'est pas souvent prise en compte dans la pratique
clinique, et les facteurs de risque spécifiques n'ont pas encore été bien caractérisés (Poisson et
al 2021). Les résultats de notre travail ont montré une différence significative (p < 0,0001)
entre les 3 groupes d’IMC (<18,50 ; 18,50 — 25 ; >25 kg/m®) et les génotypes analysés. Plus
précisément, nous avons observe, aussi bien pour les SNPs GHRL que GHS-R, qu’un IMC <
18,5 kg/m3 était retrouvé chez 9 sur 13 malades présentant des caractéristiques d'agressivité
du cancer. Du point de vue metastatique, 10 malades sur 22 presentent des metastases
osseuses. De maniéere cohérente, les cancers non agressifs présentaient un nombre plus éleve
de patients avec un IMC > 18,50 kg/m?®.

Une étude (Poisson et al 2021) a montré que sur 81 malades atteints du CaP, 49,38%,
présentaient un état non cachectique, alors que 50,61% des malades étaient cachectiques. Les
patients qui étaient plus susceptibles de souffrir de cachexie sont particulierement les patients
hospitalisés et ceux présentant des métastases. Cependant, la cachexie était significativement
non associée a la mortalité a 6 mois observée pour les autres cas de cancer (Tractus digestif,

pancréas, foie, poumons et leucémie).
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Les résultats controversés de la relation du CaP et de ’IMC sont rapportés par certains
auteurs. Bien que le lien de I'obésité et I'incidence du CaP est complexe et, a bien des égards,
peu claire (Freedland et al 2010), des rapports antérieurs ont montré que la mortalité liée au
cancer de la prostate augmentait avec un IMC plus élevé (Calle et al 2003 , Rodriguez et al
2001). L'association d'un IMC élevé a une incidence accrue de CaP agressif suggere qu'un

IMC élevé peut contribuer a la production d'hormones et a l'activation de la synthese du

cholestérol et des voies inflammatoires, affectant la croissance du CaP (Kaaks et Stattin
2010). Dans une population saoudienne, Salem Al-Nbaheen (2023) a montré une association
significative entre les SNPs rs696217 et rs34911341 du gene GHRL et I'IMC chez des
personnes agées obeses.

La malnutrition est fréquente chez les patients atteints de cancer ; elle peut résulter de
la tumeur elle-méme mais aussi du traitement médical ou chirurgical. Selon la Société
européenne de nutrition parentérale et entérale (ESPEN), 10 a 20 % des patients atteints de
cancer meurent des conséquences de la malnutrition plutdt que de la tumeur elle-méme, car la
malnutrition affecte la tolérance et la réponse au traitement. Dans ce contexte, un dépistage
nutritionnel approprié doit étre réalisé au moment du diagnostic et au cours du suivi afin
d'établir des stratégies nutritionnelles thérapeutiques appropriées (Muscaritoli et al 2021). La
ghréline joue un réle dans la régulation de I'équilibre énergétique, I'appétit (Lin et Hsiao
2017). Dans ce contexte, le systeme de la ghréline pourrait jouer un réle important dans la
régulation des processus liés au cancer (Luque 2015 , Hormaechea-Agulla 2016 , Herrera-
Martinez et al 2017) et dans I'antagonisme de la dégradation des protéines dans les conditions
cataboliques de la cachexie cancéreuse (Sever et al 2016). Ces diverses actions suggérent qu'il
peut perturber le cercle vicieux de la cachexie grace a ses effets anaboliques, orexigenes et
anti-inflammatoires. Dans les tumeurs solides, la perte de poids a été associée a une
augmentation de la mortalité, indépendamment de I'age, de la race et du stade de la tumeur
(Nguyen et Yueh 2002 , Gannavarapu et al 2018 , Shang et al 2021). En évaluant les chances
de survie et le risque de décés de nos patients, les résultats ont montré une survie
significativement plus faible (p = 0,026) chez les patients présentant un IMC < 18, 50 kg/m?®.
Nous avons trouvé que les dges médians des patients présentant un IMC > 18,50 kg/m? étaient
plus élevés (54 mois) que ceux des patients présentant un IMC < 18,50 kg/m® (47 mois). Dans
le groupe métastatique, la progression de la maladie serait plus courte, ce qui entraine une

rechute plus rapide entrainant souvent une maigreur accentuée des malades.

112



Discussion et Conclusion

La cachexie cancéreuse est un syndrome insidieux paranéoplasique multifactoriel qui se
caractérise par une inflammation systémique, un équilibre protéino-énergétique négatif et une
fonte progressive des muscles squelettiques avec réduction du poids corporel. On estime que
la moitié des patients atteints de cancer avancé finissent par développer un syndrome de
cachexie. Ils présentent souvent des troubles du métabolisme de base ainsi qu'une diminution
de l'appétit et de la prise alimentaire, une mauvaise réponse thérapeutique, une baisse de la
qualité de vie et une diminution de la survie. L'état cachectique ne peut pas étre totalement
inversé. Actuellement, tous les traitements de la cachexie cancéreuse sont considérés comme
palliatifs, mais de nouveaux agents ont amélioré la survie des patients ainsi que leur qualité de
vie. Les agents anti-néoplasiques habituels ont la capacité de traiter le cancer, mais dans de
nombreux cas, ils aggravent la cachexie (Staal-van den Brekel et al 1995 , Tisdale 2009 ,
Blum et al 2011 , Tomoyoshi et al 2015). Dans le cas de I’ d'adénocarcinome pulmonaire,
Tsubouchi et al (2017) suggerent que la ghréline représente un agent prometteur pour le
traitement sdr de la cachexie cancéreuse sans favoriser la progression du cancer. Toutefois, la
cachexie cancéreuse reste difficile a prendre en charge.

Une étude récente (Zeng et al 2020) portant sur les effets thérapeutiques de I'AG et de 'UAG
dans un modele a montré que I'administration de la ghréline acylée (AG) et non acylée
(UAG) améliorait I'état nutritionnel et inverse partiellement les effets de la cachexie
musculaire. Il est intéressant de noter que lorsque I’AG et UAG étaient administrés aux
souris, l'activation des processus de dégradation du myofilament ont été inhibés, ce qui
suggere que I'AG et I'UAG ont le potentiel d'améliorer la cachexie due au cancer. Chez les
personnes atteintes de cachexie cancéreuse soumises a une chimioradiothérapie, les niveaux
de ghréline et le poids corporel global semblent diminuer de maniere significative (Uysal et al
2020). Cela suggeére que pendant ces traitements, les thérapies ciblant les niveaux de ghréline

peuvent étre bénéfiques pour diminuer les effets négatifs de la cachexie (Kotta et al 2022).

Lorsque nous évaluons les polymorphismes individuellement, nous observons que l'effet
est relativement faible pour étre détecté comme statistiquement significatif avec notre taille
d'échantillon. Cependant, lorsque les polymorphismes sont analysés de maniére combinée par
la méthode de réduction de la dimensionnalité multifactorielle (MDR), une interaction
significative peut étre identifiée puisque I'effet combiné des polymorphismes est plus fort.
D’autre part, son l'intérét réside dans le fait que le risque de maladie dépend de la

combinaison particuliere de génotypes hérités. La méthode MDR a été la premiére approche
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unique spécifiqguement développée dans le cadre d'études de maladies humaines basées sur la
population afin d'identifier et de classer les interactions génétiques non additives. Ritchie et
al. ont défini la version originale de la méthode MDR en 2001 pour identifier les interactions
de SNP associées a des données sur le cancer du sein (Ritchie et al 2001 , Manavalan et Priya
2021).

L'identification des liaisons entre les multiples variants et les facteurs environnementaux
est un défi important dans I'élucidation de I'étiologie des maladies courantes comme
I'nypertension, la maladie d'Alzheimer et le cancer qui seraient d'origine multifactorielle,
causées par des variants génétiques a plusieurs locus, chaque locus conférant un risque
modeste d’avoir la maladie (Ritchie et al 2001 , Moore et Williams 2002 , Nagel 2005). Des
interactions multiples et complexes sous-tendent I'expression et la régulation des genes, et il
est prouvé que les interactions géne-géne et gene-environnement intervient dans la
détermination des phénotypes des pathologies courantes (Kardia 2000 , Templeton, 2000).
Souvent, les données SNPs sont analysées a l'aide de méthodes a locus unique (Herbert et al
2006 , Lambert et al 2009). Les loci qui interagissent de maniére complexe peuvent ne pas
étre facilement détectés avec de telles méthodes (Marchini et al 2005).

Il est difficile de détecter statistiquement les relations épistatiques en raison de la rareté des
données et de la non-linéarité des relations (Velez et al 2007). De nouvelles méthodes
statistiques et informatiques ont été développées pour identifier et caractériser les interactions
épistatiques. Les méthodes paramétriques comprennent la régression logistique (Millstein et
al 2005) et les méthodes non paramétriques basées sur l'apprentissage automatique
comprennent les méthodes combinatoires, l'analyse d'association d'ensembles, la
programmation génétique, les réseaux neuraux (neural networks) et les foréts aléatoires
(random forests) (Heidema et al 2006). Les méthodes combinatoires examinent toutes les
combinaisons possibles de loci afin d’identifier les combinaisons de SNPs qui sont prédictives
d'un paramétre clinique discret. Une combinaison particuliere de SNPs qui, associée a la
bonne fonction non linéaire, constitue un prédicteur significatif de la susceptibilité a la
maladie. La méthode MDR (Hahn et al 2003 , Velez et al 2007) a été congue pour détecter les
associations entre plusieurs marqueurs génétiques et un pheénotype en examinant les
interactions d'ordre supérieur entre les SNPs dans un contexte cas-témoins. La MDR

recherche un grand volume de données SNPs afin d'identifier une combinaison
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dattributs liés aux maladies cancéreuses en réduisant le nombre d'individus mal classés. Elle
combine deux variables ou plus en une seule variable (ce qui entraine une réduction de la
dimensionnalité); cela modifie I'espace de représentation des données et facilite la détection

d'interactions non linéaires entre les variables (Jiang et al 2010 , Manavalan et Priya 2021).

Dans cette étude, nous avons réalisé pour la premiere fois une approche d'exploration de
données MDR afin de détecter les interactions géne-gene et gene-environnement de 6 SNPs
des génes GHRL/GHS-R dans le cas du CaP. A notre connaissance, il s'agit du premier
rapport sur I’effet d'interaction de I'IMC et le polymorphisme des génes GHRL et GHS-R
chez les malades CaP analysé par MDR.

La MDR est une approche d'exploration de données et dapprentissage automatique qui
suppose des méthodes non paramétriques et sans modéle d'estimation des interactions non
linéaires avec peu de faux-positifs, méme sur des d'échantillons relativement petits. La
compréhension du role des sequences d'’ADN dans la susceptibilité aux maladies est donc en
mesure d'améliorer le diagnostic, la prévention et le traitement. La validation des modeles par
des tests de permutation et les probabilités de rapport de faux positifs ont également été
effectuées pour surmonter I'estimation inexacte. Des graphiques d'entropie d'interaction ont

été construits pour interpréter les effets de combinaison identifiés par la MDR.

Il existe deux types d'épistasie, biologique et statistique. L'épistasie biologique résulte
d'interactions physiques entre des biomolécules (ADN, ARN, protéines, enzymes, etc...) et se
produit au niveau cellulaire chez un individu. L'épistasie statistique, quant a elle, se produit au
niveau de la population et est réalisée lorsqu'il y a une variation interindividuelle dans les
séquences d'ADN (Moore et Williams 2005). Ainsi, notre étude porte sur la détection et la
caractérisation de I'épistasie statistique dans une population de malades atteints du CaP, a
I'aide de la MDR qui a été développée spécifiquement pour ce domaine.

L'analyse MDR a montré une interaction épistatique potentielle entre les SNPs rs572169,
rs2922126. Cette combinaison sur la susceptibilité au CaP a mis en évidence le meilleur
modele qui comprenait des valeurs de la précision de I'équilibre d'apprentissage et de la
précision de I'équilibre de test et la CVC la plus élevee. Ainsi, notre etude a révelé une
interaction significative (p = 0,0107) entre les polymorphismes rs572169, rs2922126, avec un
CVC de 10 et une valeur d'entropie de 6,87%. Le modele MDR 2 loci était, ainsi, le meilleur
prédicteur de risque chez les malades CaP. Des génotypes ont eté identifiés entre ces deux
polymorphismes. Ce modele combiné confére un risque de CaP, mais individuellement, ces
SNPs ne présentent aucun effet.
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Pour I’interaction GHRL-IMC, le modéle rs4684677, rs34911341, IMC est le meilleur parmi
les facteurs inclus. Ce modele avait une précision maximale du test équilibre de 0,5345, une
CVC de 10/10 et une valeur p significative de 0,0019.

Pour P’interaction GHS-R/IMC, Le modéle rs572169, rs2922126, rs2948694, IMC est le
meilleur parmi les facteurs inclus. Ce modele avait une précision maximale du test équilibré
de 0,6298, une CVC de 10/10 et une valeur p significative de 0,0386.

Dans les interactions gene-géne et génes-environnement, la force de la liaison est basée sur
les niveaux d'entropie. Un pourcentage positif d'entropie dénote une interaction synergique
tandis qu'un pourcentage négatif dénote une redondance.

Dans le cas de 'interaction géne-géne de notre étude, 'ordre de force de 1’association des
variables est le suivant : rs2922126 > rs696217 > rs34911341 > rs572169 > rs4684677. Une
forte interaction synergique (entropie: 6,87 %) a été observée entre rs2922126 et rs572169.
Une forte redondance est observée entre rs2922126 et rs34911341.

Dans le cas de I'interaction GHRL-IMC, I'ordre de force de 1’association des variables est le
suivant: IMC > rs34911341 > rs696217 > rs4684677. Une faible interaction synergique
(entropie: 1,33 %) a été observée entre rs4684677 et rs34911341, tandis que I'IMC
contrebalance le risque associé a rs4684677 (entropie: - 0,93 %), a rs34911341 (entropie: -
0,68%) et a rs696217 (entropie: -2,83%).

Dans le cas de I’interaction GHS-R/IMC, 1'ordre de force de 1’association des variables est le
suivant : IMC > rs572169 > rs9 rs29486944 > rs2922126. Une interaction synergique
(entropie: 0,37%) a été observée entre rs572169 et rs2922126, tandis que I’'IMC contrebalance
le risque associé a rs2948694 (entropie: - 0,21 %), a rs2922126 (entropie: -0,26%) et a
rs572169 (entropie: -3,11%). Une forte synergie (épistasie) est observée entre rs572169 et
rs2922126 (entropie: 3,76%) et rs2922126 et rs2948694 (entropie: 2,93%). Entre rs572169 et
rs2948694 il existe une faible synergie.

Ces résultats ont permis d'identifier les interactions géne-gene et gene-environnement
distinctes chez les malades du CaP, ce qui confirme I'importance des interactions

multifactorielles dans I'évaluation du risque.

La méthode MDR a été appliquée avec succes a la détection d'épistasie ou d'interactions géene-

gene pour une variété de maladies humaines complexes, y compris certains cancers avec des
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localisations cancéreuses différentes. Dans une revue de la bibliographie publiée par
(Manavalan et Priya 2021), plusieurs travaux réalises sur 1’application de la MDR pour
I’analyse des interactions géne-gene sont cités. Ainsi, Manuguerra et al (2006) ont appliqué la
MDR pour deétecter des variants genétiques associés a divers cancers et a des variables
environnementales telles que le tabagisme et la pollution atmosphérique chez des patients
atteints de leucémie myéloide, de cancer de la vessie et de cancer du poumon. Le meilleur
modeéle d'interaction a été obtenu pour le cancer du poumon entre la variable
environnementale et les génes étudiés, XRCC1 28152, et BRCA2 avec une erreur de
prédiction de 0,74 et un CVC de 6,60. Dans le cas du cancer de la vessie, le modéle a 4 locus
(APE1, RAD52, COMT et MTHFR) a produit une erreur de prédiction de 0,78 avec un CVC
de 6,60. de 0,78 avec un CVVC de 7,40. Dans le cas du cancer de la vessie, le modele a 4 locus
(APE1, RAD52, COMT et MTHFR) a produit une erreur de prédiction de 0,78 avec une CVC
de 7,40. Dans la leucémie, le modéle & 3 locus (RAD52, MnSOD et CYP1A1) a produit une
erreur de prédiction de 0,69 et une CVC de 4,40. Milne et al. (2008) ont introduit la MDR
dans les études cas-témoins sur le cancer du sein dans les populations espagnole et
finlandaise. La MDR a montré une interaction quadruple dans la voie du récepteur des
cellules B entre les SNP rs40419, rs2267922, rs2498804, et rs93059 avec une précision de
test variant de 56 a 58%. Landa et al (2013) ont appliqué la MDR base pour identifier
I'interaction dans un ensemble de données sur le cancer de la thyroide papillaire. Ces auteurs
ont trouvé une interaction significative entre rs721992 et rs6554198. Mostowska et al (2013)
ont réalisé la MDR sur 11 genes DNMT1, DNMT3A et DNMT3B afin d'identifier le risque de
cancer de l'ovaire par le biais d'interactions génétiques. La MDR a identifié les meilleures
combinaisons de SNP rs759920, rs2289195, et rs7590760 et rs2424932 avec une précision
équilibrée de 59,03 %. Marcus et al. (2016) ont appliqué la MDR pour prédire le cancer du
poumon par le biais d'interactions épistatiques. La MDR a trouvé 5 SNPs liés au cancer du
poumon, dont trois SNPs tels que rs1799732, rs5744256, et rs2306022 des génes DRD2, IL-

18 et ITGAL1 ont été choisis comme étant les mieux associés au cancer du poumon.

Il convient de souligner les limites de cette étude; i) ce travail a été réalisée dans un seul
centre de recrutement. ii) Le nombre de sujets ayant été inclus a été limité aux possibilités de
recrutement dans une seule zone géographique. Des études représentatives de populations
plus nombreuses et plus diversifiées sont nécessaires si I'on veut que la médecine et la
prévention de précision s'appliquent a l'ensemble de la population. iii) Une plus grande

puissance statistique aurait probablement été possible avec un plus grand nombre de
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participants, en particulier pour les polymorphismes de faible frequence. iiv) Notre étude n'a

pas inclus les sujets ayant subi une prostatectomie.

En conclusion, nous avons analysé les polymorphismes des genes GHRL/GHS-R liés
au CaP chez des patients algériens et n'avons pas trouvé d'associations de susceptibilité
génétique significatives entre les variants alléliques étudiés et le CaP. Nos résultats révelent
également I’absence d’association entre les haplotypes et le CaP. Les résultats suggérent que
le génotype TT du SNP rs2922126 serait associé au CaP dans la population étudiée et pourrait
étre un génotype de susceptibilité au CaP et servir d'indice predictif important pour I'évolution
clinigue et le pronostic du CaP.

L'analyse de Kaplan-Meier montre une diminution non significative (p > 0,05) de la
survie globale associée aux variants GHRL (rs696217) et GHS-R (rs2922126 et rs572169).

D’autre part, nous avons identifié une différence statistiguement significative (p <
0,0001) concernant l'age dans les groupes classés selon I'IMC. La cachexie était
significativement liée aux métastases et a un age médian de survie a 47 mois apres le
diagnostic. Toutefois, il s'agit de la premiére étude épidémiologique identifiant la relation
complexe entre les polymorphismes génétiques GHRL/GHS-R et I’IMC dans la population
étudiée. D'autres études portant sur de grands échantillons dans des populations indépendantes
sont justifiées pour valider les résultats de cette étude. Les études futures évalueront
I'influence de I''MC sur la mortalité des patients atteints de cancer de la prostate.

Les éetudes sur les patients atteints de CaP devraient étre stratifiées par type de cancer, avec
des variables confondantes bien contr6lées, notamment la durée de la maladie et la durée de

I'nospitalisation, le traitement et le mode de vie.

Lorsque nous évaluons les polymorphismes individuellement, nous observons que I'effet est
relativement faible pour étre détecté comme statistiquement significatif avec notre taille
d'échantillon ; cependant, lorsque les polymorphismes sont analysés de maniere combinée par
la méthode MDR, une interaction significative peut étre identifiée puisque I'effet combiné des
deux polymorphismes est plus fort. L'analyse de I'épistasie peut constituer un excellent outil
pour identifier les individus a haut risque.

L'effet de I'interaction gene-géne entre les polymorphismes rs2922126 et rs572169 et
I’interaction geéne-environnement entre les polymorphismes rs4684677, rs34911341, IMC et
rs572169, rs2922126, rs2948694, IMC semble jouer un rdle important dans la pathogenése du
CaP; l'analyse de I'épistasie peut donc constituer un excellent outil pour identifier les

individus présentant un risque éleveé de développer un CaP.
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Perspectives

- Dans la mesure ou les altérations germinales et somatiques peuvent différer dans les deux
phénotypes cliniques, d'autres études sont necessaires pour délimiter les altérations
germinales et somatiques dans les maladies indolentes et agressives du CaP.

- L’étude actuelle n'a porté que sur six SNPs des génes GHRL/GHS-R. Il serait intéressant
d'identifier davantage de polymorphismes SNPs et d'étudier leur association avec la maladie.

- Cette étude s’est intéressée a l'aspect génétique; les niveaux de ghréline n'ont pas été
évalués. Par conséquent, I'interaction entre les SNPs du gene de la ghréline et les niveaux de
son expression sérique avec le risque du CaP n'a pas pu étre estimée. Les niveaux circulants
des composants du systeme de la ghréline pourraient fournir des informations
supplémentaires, étant donné que ces cibles moléculaires, en particulier le GOAT, pourraient
représenter des marqueurs pronostiques putatifs pour le CaP.

- L'utilisation de blocs de DL peut étre une perspective intéressante pour explorer la présence
d'interactions dans des régions génomiques plus vastes, étant donné que les blocs LD peuvent
comprendre plusieurs génes. La prise en compte des blocs de DL permettrait de regrouper les
genes corrélés dans un ensemble unique et de prendre en compte les SNPs qui sont situés dans

les régions intergéniques.
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Liste des différents SNPs du géne de la préproghrline et du GHS-R déja étudiés.

SNPs Localisation SNPs Type Aspects clinique Références
824 sujets (413 hommes / | Mora M et al, Ghrelin
411 femmes, 77,31 + 5,04 | Gene Variants Influence
C>G, T ans) le SNPs associé a un | on Metabolic Syndrome
rs27647 Promoteur glucose> 100 mg , | Components in Aged
MAF 0.325 Intron association avec  une | Spanish Population. PL0oS
Prés de la augmentation de | One. 2015
région 5’ cholésterole total et LD
10290784
Campa D, et al,
680 Cas et 593 control | Polymorphisms of genes
dans une  population | coding for ghrelin and its
caucasienne le SNP a été | receptor in relation to
trouvé associé au taux | colorectal cancer risk: a
d'insuline et a l'obésité, two-step gene-wide case-
control  study. BMC
Gastroenterology 2010,
10:112.
142 patients 209 témoin | Kalli T et al, Ghrelin Gene
Le genotype GG et GT et | Polymorphisms in
10289773 Mutation l’alléle G assoié avec la | Irritable Bowel
G>T Exon 3 Missens succeptibilité du | Syndrome. Digestion.
rs696217 (Leu72Met) syndrome  du  colon | 2020 ; 15:1-6.
MAF 0.09045 i irritable, I’alléle T a un
effet protecteur
Pabalan NA et al,
-8 430 cas et 14 008 | Associations between
témoins d’une population | ghrelin ~ and  ghrelin
caucasienne le  SNP | receptor polymorphisms
peuvent  protéger les | and cancer in Caucasian
porteurs contre le cancer | populations: a  meta-
du sein analysis. BMC Genet.
2014; 7;15:118.
824 sujets (413 hommes /
411 femmes, ageés de 77,31
+ 5,04 ans) participant a | Mora M et al, Matard
I'étude sur le | Aging Study  Group.
vieillissement Matar6 (n = | Ghrelin  Gene Variants

150




Annexe

310) et & I'étude Hortega (n
= 514) ont été analysésle
SNP est associés a
certains composants de la
SEP, en particulier a I''MC
et au profil lipidique chez
les sujets espagnols agés.

Influence on Metabolic
Syndrome Components in
Aged Spanish Population.
PL0S One. 2015;
16;10(9):e0136931.
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GIn90Leu
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analysis. BMC Genet.
2014 Nov 7;15:118

-Steinle NI et al, Variants
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- Un total de 218 patients
atteints de DT2, dont 112
patients satisfaisant aux
criteres diagnostiques du
MCI et 106 présentant une
cognition saine, la
diminution de ghréline est
associé au MCI eten
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dysfonctionnement de la
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troubles métaboliques tels
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PLoS One. 2015 Sep
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Metin Ozgena, Suleyman
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Onalan Etem. Ghrelin
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Bone Spine 78 (2011)
368-373

T>C
rs2075356
MAF 0.095

Intron 2
10287125

-8 430 cas et 14 008
témoins d’une population
caucasienne le  SNP
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du sein

Pabalan NA et al,
Associations between
ghrelin ~ and  ghrelin
receptor polymorphisms
and cancer in Caucasian
populations: a  meta-
analysis. BMC Genet.
2014 Nov 7;15:118.

A>C
rs35683
MAF 0.299

Intron 3
10286566

355 variantes génétiques
communes de 30 genes
candidats dans sept voies
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Américains européens

SNPs associé a I'IMC

Li P, Tiwari HK, Lin WY,
Allison DB, Chung WK,
Leibel RL, Yi N, Liu N.
Genetic association
analysis of 30 genes
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European American
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(Lond). 2014
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rs35680
MAF 0.287
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113 femmes de race
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24,
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Variante en
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65 patients atteints d'un
cancer de la téte et du cou
ayant subi une irradiation
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GHRL et le risque de
mucite buccale plus sévere
attribuée a la RT chez les
patients  atteints  d'un
cancer de la téte et du cou.

Polymorphism of
regulatory  region  of
GHRL gene (-2531C>T)
as a promising predictive
factor for radiotherapy-
induced oral mucositis in
patients with head neck
cancer. Head Neck. 2018
Aug;40(8):1799-1811.

117 femmes japonaises

Takezawa J, Yamada K,

associé a un risgque accru
de CL liée au VHB,chez
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taux sériqgues de GHRL
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I'obésité, le syndrome
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type 2, le cancer du sein et
le cancer colorectal.
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polymorphisms in obese
Japanese women. Minor
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Apr;63:105-11.
176 patients avec CHB, | Zhang X, Zhai L, Rong C,
C>A, G Prés de la région | 106 patients avec LC liée | Qin X, Li S. Association
rs26311 Promoteur 3'non traduite | au VHB, 151 patients avec | of Ghrelin Gene
MAF 0.119 10291242 CHB lié au VHB et 167 | Polymorphisms and
témoins  sains  d’une | Serum Ghrelin  Levels
population chinoise | with the Risk of Hepatitis

B Virus-Related Liver

Diseases in a Chinese
Population. PLoS One.
2015 Nov

23;10(11):e0143069.

100 participants égyptiens
90 patients VHC et 10
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Hamdy M, Kassim SK,
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AM. Ghrelin gene
polymorphism as a
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G>A
rs26312
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Promoteur
10291174

taux de ghréline chez les
patients et les témoins

genetic  biomarker  for
prediction of therapy
induced clearance in
Egyptian chronic HCV
patients. Gene. 2018 Apr
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Intron 1

Intron
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de jumeaux monozygotes
et 380 dizygotes, 910
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polymorphisme était
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élevés (P=0,0204,
modele récessif) et au
tabagisme selon

Des rats Sprague-Dawley
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175 g au début des tests)
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Un total de 180 cas et 732
témoins appariés selon
l'age ont été identifiés a
partir de la base de
données prospective de la
biobanque MyCode, ont
associés une augmentation
de deux fois du risque de
cancer du sein pour les
porteurs homozygotes de
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