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Résumé

Le carcinome intracanalaire de la prostate (intraductal carcinoma of the prostate, IDC-P) est un
variant histologique agressif du cancer de la prostate retrouvé dans environ 20% des spécimens
de prostatectomie radicale. L'incidence de I'IDC-P augmente avec I'évolution de la maladie, elle
passe de 2% chez les patients avec des cancers localisés a faible risque a plus de 50% chez les
patients avec des cancers métastatiques ou récurrents. Malgré l|'association de I'IDC-P a la
récidive biochimique, au développement de métastases, au déces lié au cancer et a une mauvaise
réponse aux traitements standards, environ 40% des hommes avec des IDC-P n’ont pas encore
récidivé aprés cing ans de suivi. Une portion des hommes avec des IDC-P auraient donc une forme
moins agressive de la maladie qui ne nécessite pas de traitement immédiat. Nous avons émis
I’hypothése que I'IDC-P possede des caractéristiques qui permettent de stratifier les patients en
catégories pertinentes pour la prise en charge. Nos objectifs étaient de (1) comparer l'infiltration
leucocytaire de I'IDC-P a celui du cancer invasif habituel et le tissu bénin et (2) identifier des

critéres morphologiques dans I'IDC-P qui sont associés a la récidive.

La premiére étude a été réalisée sur les spécimens de prostatectomie radicale provenant d’une
cohorte de 96 patients avec des cancers de la prostate localement avancés. Nous avons marqué
par immunohistochimie les cellules exprimant CD3 (lymphocytes T), CD8 (lymphocytes T
cytotoxiques), CD45R0O (lymphocytes T mémoires), FoxP3 (lymphocytes T régulateurs), CD68
(macrophages), CD163 (macrophages M2), CD209 (cellules dendritiques immatures) et CD83
(cellules dendritiques matures). Le nombre de cellules positives par mm? a ensuite été calculé
dans le tissu bénin, au niveau des marges tumorales, dans le cancer et dans I'IDC-P. L'IDC-P a été
retrouvé chez 33 patients (34%). Dans I'ensemble, I'infiltrat immunitaire était similaire chez les
patients IDC-P-positifs et IDC-P-négatifs. Cependant, les lymphocytes T FoxP3* (p < 0,001), les
macrophages CD68* et CD163* (p < 0,001 pour les deux) et les cellules dendritiques CD209" et
CD83* (p = 0,002 et p = 0,013, respectivement) étaient moins abondants dans I'IDC-P que dans le
cancer invasif adjacent. De plus, les patients ont été stratifiés selon la densité de cellules
immunitaires dans I'ensemble de I'IDC-P ou dans les points chauds immunitaires, en patients avec

des IDC-P immunologiquement « froids » ou « chauds », avec une tendance vers un meilleur



pronostic pour les patients avec des IDC-P « froids ». Un point chaud immunitaire a été défini
comme la densité de cellules immunitaires la plus élevée dans les plus grandes lésions d’IDC-P.
Par ailleurs, les points chauds immunitaires CD68/CD163/CD209 sont associés au développement

de métastases (p = 0,014) et aux déces liés au cancer de la prostate (p = 0,009).

Dans la deuxieme étude, la morphologie de I'IDC-P a été examinée sur des tissus, colorés a
I’'hématoxyline et I’éosine, provenant de spécimens de prostatectomies radicales de 108 hommes
avec des IDC-P. Dans la cohorte test (n = 39), nous avons trouvé cinq criteres morphologiques
associés a une récidive biochimique précoce (avant 18 mois) : les canaux plus larges (> 573 um de
diametre), la présence de cellules avec des noyaux a contours irréguliers, un score mitotique élevé
(> 1,81 mitoses/mm?), la présence de petits vaisseaux sanguins et la présence de comédonécrose.
Dans la cohorte de validation (n = 69), deux de ces critéres, la présence de cellules avec des noyaux
a contours irréguliers et de vaisseaux sanguins, étaient indépendamment associés a un risque
accru de récidive biochimique (rapport de risque = 2,32, intervalle de confiance a 95% = 1,09—
4,96, p = 0,029). De plus, lorsque nous combinons les criteres, la présence de cellules avec des
noyaux a contours irréguliers, de vaisseaux sanguins, de scores mitotiques élevés ou de
comédonécrose est plus fortement associée a la récidive biochimique (rapport de risque = 2,74,

intervalle de confiance a 95% = 1,21-6,19, p = 0,015).

Notre étude sur linfiltration leucocytaire de I'IDC-P est la premiere étude décrivant
I’environnement immunitaire de I'IDC-P. Nos résultats suggérent que l'infiltration immunitaire
des IDC-P est distinct de celui du cancer invasif habituel. Nous avons montré que I'IDC-P peut étre
classé comme immunologiquement « froid » ou « chaud », selon les densités de cellules
immunitaires. Dans notre étude, les points chauds immunitaires CD68/CD163/CD209 ont prédit
la progression vers une maladie métastatique et la survie spécifique au cancer. D'autres études
dans de plus grandes cohortes sont nécessaires pour évaluer I'utilité clinique d'analyser
I'infiltration immunitaire de I'IDC-P pour mieux prédire le pronostic des patients et améliorer
I'immunothérapie chez les patients avec des cancers de la prostate mortels. Par ailleurs, nos
résultats sur les criteres morphologiques de I'IDC-P suggerent que I'IDC-P peut étre classé comme
a faible ou a haut risque de récidive. Nous proposons de combiner deux a quatre critéres, dont la

présence sont des prédicteurs indépendants de récidive biochimique, pour stratifier les hommes

4



avec des IDC-P en fonction de leur statut de risque. Les criteres morphologiques déléteres
identifiés peuvent étre facilement évalués et devront étre intégrés pour une application clinique

apres validation dans de plus grandes cohortes.

Mots-clés : cancer de la prostate, carcinome intracanalaire de la prostate, pronostic du cancer de
la prostate, prostatectomie radicale, lymphocytes T, cellules présentatrices de I'antigéne, critéres

morphologiques, récidive biochimique.



Abstract

Intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) is an aggressive histological variant of prostate
cancer detected in approximately 20% of radical prostatectomy specimens. The incidence of IDC-
P increases with disease progression, from 2% in patients with low-risk localized cancers to more
than 50% in patients with metastatic or recurrent disease. Despite the association of IDC-P with
biochemical recurrence, the development of metastases, cancer-related death, and poor
response to standard treatments, roughly 40% of men with IDC-P remain biochemical recurrence-
free after 5 years of follow-up, therefore not necessarily needing the “aggressive” label. We
hypothesized that IDC-P possesses features that allow patients to be stratified into relevant
categories for cancer management. Our objectives were to (1) compare the leukocyte infiltration
in the IDC-P to the one found in invasive cancer and in benign tissues and (2) identify

morphological features in IDC-P that are associated with recurrence.

The first study included radical prostatectomy specimens from a cohort of 96 patients with locally
advanced prostate cancer. Immunohistochemical staining of CD3 (T lymphocytes), CD8 (cytotoxic
T lymphocytes), CD45RO (memory T lymphocytes), FoxP3 (regulatory T lymphocytes), CD68
(macrophages), CD163 (M2 macrophages), CD209 (immature dendritic cells) and CD83 (mature
dendritic cells) was performed. For each slide, the number of positive cells per mm? in the benign
tissues, tumor margins, cancer and IDC-P was calculated. IDC-P was found in a total of 33 patients
(34%). Overall, the immune infiltrate was similar in the IDC-P-positive and the IDC-P-negative
patients. However, FoxP3* T cells (p < 0.001), CD68* and CD163* macrophages (p < 0.001 for
both), and CD209* and CD83* dendritic cells (p = 0.002 and p = 0.013, respectively) were less
abundantin the IDC-P than in the adjacent invasive cancer. Moreover, the patients were classified
as having immunologically “cold” or “hot” IDC-P, according to the immune-cell densities averaged
in the total IDC-P or in the immune hotspots. An immune hotspot was defined as the highest
immune-cell density in the largest IDC-P lesions. Interestingly, the CD68/CD163/CD209-immune
hotspots predicted metastatic dissemination (p = 0.014) and PCa-related death (p = 0.009) in a

Kaplan—Meier survival analysis.



In the second study, IDC-P morphology was analyzed on tissues, stained with hematoxylin and
eosin, from radical prostatectomy specimens of 108 men with IDC-P. In the test cohort (n = 39),
we found five morphological criteria associated with early biochemical recurrence (before 18
months): larger duct size (> 573 um in diameter), the presence of cells with irregular nuclear
contours, a high mitotic score (> 1.81 mitoses/mm?), the presence of small blood vessels and the
presence of comedonecrosis. In the validation cohort (n = 69), two of these criteria, the presence
of cells with irregular nuclear contours and blood vessels, were independently associated with an
increased risk of biochemical recurrence (hazard ratio = 2.32, 95% confidence interval = 1.09—
4.96, p =0.029). Additionally, when combining the criteria, the presence of any cells with irregular
nuclear contours, blood vessels, high mitotic score, or comedonecrosis showed a stronger
association with biochemical recurrence (hazard ratio = 2.74, confidence interval = 1.21-6.19, p =

0.015).

Our study on the leukocyte infiltration of IDC-P is the first report describing the immune cell
landscape of IDC-P. Our results suggest that the immune infiltrate of IDC-P is distinct from the
one in the associated invasive prostate cancer. We showed that IDC-P can be classified as
immunologically “cold” or “hot”, depending on the immune-cell densities. In our study,
CD68/CD163/CD209-immune hotspots predicted progression to metastatic disease and cancer-
specific survival. Further studies in larger cohorts are necessary to evaluate the clinical utility of
assessing specific immune infiltrates in IDC-P with regards to patient prognosis and outcomes,
and eventually, the use of immunotherapy for patients with lethal prostate cancers. Furthermore,
our study on the morphology of IDC-P suggests that IDC-P can be classified as low versus high-risk
of recurrence. We propose combining two to four criteria, whose presence are independent
predictors of biochemical recurrence, to stratify men with IDC-P according to their risk status. The
defined morphologic criteria can be easily assessed and should be integrated for clinical

application following validation in larger cohorts.

Keywords: prostate cancer, intraductal carcinoma of the prostate, prostate cancer prognosis,
radical prostatectomy, T-lymphocytes, antigen-presenting cells, morphologic criteria,

biochemical recurrence.



Préface

Cette thése qui porte sur l'infiltration leucocytaire et la morphologie du carcinome intracanalaire
de la prostate est divisée en quatre chapitres. Le chapitre 1 correspond a une introduction
générale sur la prostate, le cancer de la prostate, 'immunothérapie dans le traitement du cancer

de la prostate et le carcinome intracanalaire de la prostate.

Les chapitres 2 et 3 incluent les articles suivants, insérés aux chapitres indiqués ci-dessous :
Leukocytic infiltration of intraductal carcinoma of the prostate: an exploratory study

Inséré comme Chapitre 2 tel que publié dans le journal Cancers (Basel), 2023 Apr 9; 15(8), 2217;

doi: 10.3390/cancers15082217, a I'exception de la numérotation des tableaux et des figures qui

a été adaptée pour faciliter la lecture.

Premier auteur : Mame-Kany Diop 12

Co-auteurs : Oscar Eduardo Molina 3, Mirela Birlea !, Héléne LaRue 3, Héléne Hovington 3, Bernard

Tétu 3, Louis Lacombe 34, Yves Fradet 34, Alain Bergeron >* et Dominique Trudel| 12>*

! Centre de recherche du Centre hospitalier de I'Université de Montréal (axe Cancer) et Institut
du cancer de Montréal, 900 Saint-Denis, Montréal, QC H2X 0A9, Canada

2 Département de Pathologie et Biologie Cellulaire, Université de Montréal, 2900 Boulevard
Edouard-Montpetit, Montréal, QC H3T 1J4, Canada

3 Laboratoire d’Uro-Oncologie Expérimentale, Centre de recherche du CHU de Québec-Université
Laval (axe Oncologie), Hopital L’'H6tel-Dieu de Québec, 10 McMahon, Québec, QC G1R 3S1,
Canada

4 Département de chirurgie, Université Laval, 2325 rue de I'Université, Québec, QC G1V 0A6,
Canada

> Département de pathologie, Centre hospitalier de I'Université de Montréal, 1051 Sanguinet,
Montréal, QC H2X 0C1, Canada

* Auteur correspondant


https://doi.org/10.3390/cancers15082217

Contribution : Conceptualisation, M.-K.D. et D.T.; Méthodologie, M.-K.D. et D.T.; Analyses des
lames/quantification, M.-K.D., O.E.M., M.B., H.L.,, B.T. et D.T.; Analyses statistiques : M.-K.D.;
Ressources (biobanque, accés aux tissus et aux données des patients), H.H., Y.F. et A.B.; Ecriture
— Rédaction du manuscrit, M.-K.D. et D.T.; Rédaction — Révision et édition, M.-K.D., M.B., B.T.,
L.L., Y.F. et A.B. et D.T.; Visualisation, M.-K.D. et D.T. ; Supervision, D.T., A.B. et Y.F.; Obtention de
financement, L.L,, Y.F., A.B. et D.T.

Identification of morphologic criteria associated with biochemical recurrence in intraductal

carcinoma of the prostate

Inséré comme Chapitre 3 tel que publié dans le journal Cancers (Basel), 2021 Dec 13; 13(24), 6243;

doi: 10.3390/cancers13246243, a I'exception de la numérotation des tableaux et des figures qui

a été adaptée pour faciliter la lecture.

Premier auteur : Mame-Kany Diop 12

Co-auteurs : Roula Albadine 23, André Kougioumoutzakis 3, Nathalie Delvoye !, Héléne

Hovington 4, Alain Bergeron #°, Yves Fradet #°, Fred Saad “® et Dominique Trudel ¥%3*

! Centre de recherche du Centre hospitalier de I'Université de Montréal (axe Cancer) et Institut
du cancer de Montréal, 900 Saint-Denis, Montréal, QC H2X 0A9, Canada

2 Département de pathologie et biologie cellulaire, Université de Montréal, 2900 Boulevard
Edouard-Montpetit, Montréal, QC H3T 1J4, Canada

3 Département de pathologie, Centre hospitalier de I’'Université de Montréal, 1051 Sanguinet,
Montréal, QC H2X 0C1, Canada

4 Laboratoire d’uro-oncologie expérimentale, Centre de recherche du CHU de Québec-Université
Laval (axe Oncologie), Hopital L’'H6tel-Dieu de Québec, 10 McMahon, Québec, QC G1R 3S1,
Canada

> Département de chirurgie, Université Laval, 2325 rue de I’Université, Québec, QC G1V 0A6,
Canada

6 Département d’urologie, Centre hospitalier de I'Université de Montréal, 1051 Sanguinet,
Montréal, QC H2X 0C1, Canada

* Auteur correspondant


https://doi.org/10.3390/cancers13246243

Contribution : Conceptualisation, M.-K.D. et D.T.; Méthodologie, M.-K.D., R.A. et D.T.; Analyses
des lames, M.-K.D. et D.T.; Analyses statistiques: M.-K.D. ; Validation: A.K. ; Ressources
(biobanques, accés aux tissus et aux données des patients), N.D., H.H., A.B., Y.F. et F.S.; Ecriture
— Rédaction du manuscrit, M.-K.D. et D.T.; Rédaction — Révision et édition, M.-K.D., R.A., A.K,,

A.B., F.S. et D.T.; Visualisation, M.-K.D. et D.T. ; Supervision, D.T.; Obtention de financement, D.T.

Le Chapitre 4 correspond a la discussion générale de la these.

L’article de revue suivant est présenté en tant qu’Annexe 1:

Intraductal Carcinoma of the Prostate as a Cause of Prostate Cancer Metastasis: A Molecular

Portrait

Tel que publié dans le journal Cancers 2022, 14(3), 820; doi: 10.3390/cancers14030820, a

I’exception de la numérotation des tableaux et des figures qui a été adaptée pour faciliter la

lecture.
Co-premier auteur : Helen Pantazopoulos %23 et Mame-Kany Diop'?3

Co-auteurs : Andrée-Anne Grosset 123, Frédérique Rouleau-Gagné %3, Afnan Al-Saleh 123,

Teodora Boblea *? et Dominique Trudel 1>34*

! Centre de recherche du Centre hospitalier de I'Université de Montréal (CRCHUM), 900 Saint-
Denis, Montréal, Québec, H2X 0A9, Canada

2 Institut du cancer de Montréal, 900 Saint-Denis, Montréal, Québec, H2X 0A9, Canada

3 Département de pathologie and biologie cellulaire, Université de Montréal, 2900 Boulevard
Edouard-Montpetit, Montréal, Québec, H3T 1J4, Canada

4 Département de pathologie, Centre hospitalier de I'Université de Montréal (CHUM), 1051
Sanguinet, Montréal, Québec, H2X 0C1, Canada

* Auteur correspondant

Contribution : Conceptualisation, D.T. et A.-A.G.; Ecriture - Rédaction du manuscrit, H.P., M.-K.D.,

A.-A.G., F.R.-G., A.A.-S. et T.B.; Rédaction—Révision et édition, H.P., M.-K.D. et D.T.
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Chapitre 1 — Introduction

1.1. La prostate

1.1.1. Localisation

La prostate est située dans le pelvis de I'homme, immédiatement sous la vessie, au-dessus du

plancher périnéal, en avant du rectum et en arriere de la symphyse pubienne (Figure 1-1) [1]. Elle

est traversée sur sa longueur par l'uretre : le canal qui lie la vessie au pénis et qui permet

d’éliminer I'urine du corps [1]. Deux vésicules séminales émergent de chaque c6té de la région

postéro-supérieure de la prostate. Les vésicules séminales sécretent une partie du liquide séminal

a 'intérieur des canaux déférents qui deviennent les canaux éjaculateurs avant de déboucher

dans l'uretre prostatique au sommet du veru montanum ou colliculus seminalis [1]. Les canaux

déférents transportent ainsi les spermatozoides des testicules, ou ils sont produits, vers la

prostate. Les glandes de Cowper se trouvent sous la prostate. Elles sécretent le liquide pré-

éjaculatoire ou pré-séminal qui est transporté dans |'uretre via des canaux excréteurs [1].
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Figure 1-1. Anatomie de la prostate et des organes avoisinants. Inspirée de Saad et McCormack (2019) [2].



1.1.2. Anatomie

1.1.2.1. Anatomie macroscopique normale
La prostate est une glande blanchatre et ferme de la taille et de la forme d’une chataigne [3]. La
face supérieure de la prostate, c’est-a-dire celle en contact avec la vessie, correspond a sa base;

tandis que sa face inférieure représente son apex (Figure 1-1) [1].

La prostate est divisée en quatre zones anatomiques : la zone périphérique, la zone de transition,
la zone centrale et le stroma fibro-musculaire antérieur (Figure 1-2) [4,5]. La zone périphérique
est la plus volumineuse, elle représente environ 70% du volume de la prostate et regroupe la
majorité des glandes [4]. Elle comprend les régions postérieures et latérales de la prostate
(proches de la paroi rectale) et la région de I'apex entourant I'uretre prostatique distal. Quatre-
vingts a 85% des cancers de la prostate (prostate cancer, PCa) se développent dans la zone
périphérique [6]. La zone de transition constitue autour de 20% du volume de la prostate et est
située dans la région antéro-latérale qui entoure la partie proximale de I'urétre [4]. Dix a 15% des
PCa proviennent de la zone de

transition [6]. La zone centrale, Urétre
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Figure 1-2. Anatomie macroscopique de la prostate. Adaptée de
Bhavsar et Verma (2014) [7].
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1.1.2.2. Anatomie microscopique normale
La prostate est constituée de tissu épithélial glandulaire qui forme les glandes et les canaux, et de
tissu conjonctif fibro-musculaire (aussi appelé stroma prostatique) qui remplit les espaces entre
les glandes et les canaux [3]. Les glandes prennent naissance au centre de |'urétre prostatique, sur
sa partie postérieure, et s’étendent de maniére proximale et latérale [4]. Les glandes prostatiques
sont constituées de deux couches de cellules épithéliales : les cellules luminales en contact avec

la lumiére des glandes et les cellules basales en périphérie [3].

Les cellules luminales sont les cellules sécrétoires des acini et canaux, elles ont généralement un
aspect cylindrique avec un cytoplasme clair, un petit noyau en position basale et un nucléole peu
visible (Figure 1-3a) [3]. Les cellules basales, alignées a la membrane basale, entourent les cellules
luminales. Elles ont souvent un aspect aplati avec un haut rapport nucléo-cytoplasmique et de
petits nucléoles [3]. La présence de cellules basales peut étre mise en évidence par
immunohistochimie (IHC) en utilisant des anticorps anti-p63 et/ou -cytokératines de haut poids
moléculaire (high molecular weight cytokeratins, HMWCK) (Figure 1-3a). On retrouve aussi un
autre type de cellules épithéliales dans la prostate, les cellules neuroendocrines [3]. Ces cellules,
peu nombreuses parmi les cellules épithéliales, se trouvent plus souvent proches du veru

montanum et sont difficiles a distinguer sans coloration spéciale [3].

Par ailleurs, on observe parfois des dépo6ts éosinophiles, appelés corps amylacés ou sympexions,
dans la lumiére des glandes prostatiques. Ces dépots sont des concrétions lamellaires

concentriques (Figure 1-3b) [3].

Entre les glandes, un tissu de soutien, ou stroma, forme une trame tridimensionnelle
principalement constituée de fibres de collagene et de cellules musculaires lisses, mais aussi de

vaisseaux sanguins, nerfs et cellules inflammatoires (Figure 1-3c) [3].

La zone la plus externe du tissu prostatique, parfois appelée « capsule prostatique » [sic], ne
correspond pas a une capsule anatomique puisqu’elle est en continuité avec le stroma
prostatique et le tissu extra-prostatique. Il s’agit plutét d’'une zone de condensation du stroma
fibro-musculaire, plus ou moins épaisse, contenant des vaisseaux et des nerfs de calibre moyen

[3]. Le tissu extra-prostatique contient des vaisseaux et des nerfs de calibres moyen et gros et du
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tissu adipeux (Figure 1-3d). On y retrouve également des bandelettes neuro-vasculaires en

postéro-latéral [3].

: ey  —
n 1 .--"" \ . Zed
100 pm - st

Figure 1-3. Histologie de la prostate. (a) Glandes bénignes avec les cellules basales marquées en brun (anti-p63 et
anti-HMWCK) par immunohistochimie (IHC), contre coloration hématoxyline et éosine (H&E); (b) Glandes
bénignes avec des corps amylacés dans les lumieres, coloration H&E; (c) Stroma prostatique : les fibres de
collagénes sont colorées en orange et les fibres musculaires en rose, un nerf est identifié par I'astérisque et
des vaisseaux sanguins (globules rouges en fuchsia) par les fleches, coloration hématoxyline phloxine safran
(HPS) (d) Coupe qui montre, en bas, du tissu prostatique et, en haut, du tissu extra-prostatique contenant de
nombreuses cellules adipeuses et des vaisseaux et nerfs de calibres moyen et gros. Les lignes pointillées
mettent en évidence la zone entre le stroma prostatique et le tissu extra-prostatique. L’encre bleue (a droite)
et I'encre noire (a gauche) visibles a la surface du tissu sont ajoutées lors de la macroscopie pour pouvoir
orienter les spécimens apres la découpe, coloration HPS.
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1.1.3. Fonctions

La prostate participe a la formation et a la maturation des spermatozoides. Elle produit un liquide
laiteux qui représente 30 a 35% du liquide séminal [8]. Le reste du liquide séminal est produit par
les vésicules séminales [9]. Le liquide séminal est constitué de protéines, d’enzymes et de
minéraux qui vont protéger et nourrir les spermatozoides [10]. Les nombreuses fibres musculaires
présentes dans le stroma de la prostate vont pouvoir se contracter pour acheminer les sécrétions
prostatiques jusqu’a l'urétre. Dans l'uretre, les sécrétions prostatiques et séminales vont se

combiner aux spermatozoides pour former le sperme [1].

La croissance, la différentiation et le maintien de I'activité optimale de la prostate sont
principalement controlés par des androgénes [11]. La testostérone est le principal androgene
circulant. Plus de 95% de la production de testostérone est accomplie par les cellules de Leydig,
présentes dans les testicules, et en quantité beaucoup plus faible par les glandes surrénales [12].
Les androgénes favorisent la prolifération des cellules cancéreuses dans la prostate [13]. Ce
controle hormonal est a la base des thérapies de déprivation des androgenes (ADT) pour le

traitement du PCa [13]. Les ADT sont décrites dans la section 1.2.6.2.1. Hormonothérapie.

1.2. Le cancer de la prostate

1.2.1. Epidémiologie
Avec 1 414 259 nouveaux cas de PCa en 2020, le PCa est le deuxieme cancer le plus fréquemment
diagnostiqué chez les hommes dans le monde, représentant 14,1% des nouveaux cas de cancers
et causant 6,8% (375 304 nouveaux décés) de tous les déces par cancer chez ’'homme en 2020
[14]. Le taux d’incidence et de mortalité du PCa varie selon les régions et les populations [15]. Chez
I'homme, le PCa est le cancer le plus répandu dans plus de la moitié des pays du monde
(112/185) : les taux d’incidence du PCa les plus élevés sont reportés en Europe du Nord et de
I’Ouest, dans les Caraibes, en Australie/Nouvelle-Zélande, en Amérique du Nord et en Afrique

australe; et les taux les plus bas en Asie et en Afrique du Nord [14].
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Au Canada, en excluant les cancers de la peau autres que les mélanomes, le PCa est le cancer le
plus souvent diagnostiqué chez les hommes et la troisieme cause de décés par cancer [16]. || a été
estimé qu’en 2022, 24 600 hommes recevront un diagnostic de PCa et 4 600 en mourront, soit
20% des nouveaux cas de cancer et 10% des nouveaux cas de décés par cancer chez les hommes

[16].

1.2.2. Facteurs de risque

1.2.2.1. Age
L’age est un facteur de risque reconnu pour le PCa [17]. La majorité des PCa sont diagnostiqués a
partir de 50 ans et le taux d’incidence augmente fortement avec I'age [18]. Le Tableau 1-1

présente les taux d’incidence du PCa au Canada en 2020 selon les groupes d’age.

Tableau 1-1. Taux d’incidence du cancer de la prostate en fonction de I'dge au Canada en
2020. Les données proviennent du Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC), GLOBOCAN 2020 [15].

Age Taux standardisé sur I’age (pour 100 000 hommes)
Moins de 50 ans 2,9
Entre 50 et 54 ans 128,5
Entre 55 et 59 ans 290,5
Entre 60 et 64 ans 481,7
65 ans et plus 581,1

1.2.2.2. Ethnicité
La prévalence du PCa est plus élevée chez les noirs ou afro-américains (Tableau 1-2) [19]. Les
hommes afro-américains sont également au moins deux fois plus susceptibles de mourir d’'un PCa
que les hommes de n’importe quelle autre race/origine ethnique [19]. Ces différences seraient
liées a des facteurs biologiques mais aussi socioéconomiques, tels que I’acceés aux soins, le niveau
de scolarité et le revenu du ménage [20,21]. Plusieurs études ont montré que les afro-américains

possedent plus fréquemment des variants du chromosome 8924 qui sont associés a une
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augmentation du risque de développer un PCa [22-24]. Les afro-américains détiennent aussi un
taux élevé de variations dans les génes suppresseurs de tumeur ou régulateurs de I'apoptose
comme EphB2 [25] et BCL2 [26], respectivement. De plus, il a été suggéré que les hommes noirs
aux Etats-Unis et au Canada recoivent des soins de santé de moins bonne qualité et sont donc

moins susceptibles de se faire dépister [21,27].

Tableau 1-2. Taux d’incidence en 2019 et de mortalité en 2020 du cancer de la prostate en fonction de la race
aux Etats-Unis. Les données proviennent du Surveillance, Epidemiology and End Results program (SEER)

[19].
Taux d’incidence Taux de mortalité
Race / Ethnicité standardisé sur I’age pour standardisé sur I’age pour
100 000 hommes (95% IC)! 100 000 hommes (95% IC)?

Toutes les races 123,1(122,3-123,9) 18,5 (18,3-18,8)
Hommes noirs 203,2 (200,0-206,5) 36,7 (35,7-37,8)
Hommes blancs 123,0(122,1-123,9) 17,7 (17,4-17,9)
Hommes hispaniques 94,2 (92,4-96,0) 14,4 (13,8-15,0)
Hommes d’origine asiatique/insulaires du Pacifique 67,3 (65,3-69,3) 8,8 (8,2-9,5)
Hommes indiens d’Amériques/natifs de I’Alaska 88,3 (75,8-102,0) 16,7 (13,4-20,5)

! Pour 22 régions surveillées par le SEER; 2 US Mortality Files, National Center for Health Statistics, CDC. 95% CI : intervalle
de confiance a 95%.

1.2.2.3. Antécédents familiaux et facteurs génétiques
Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que les freres et les fils d’hommes atteints de
PCa ont un risque au moins deux fois plus élevé de développer un PCa; ce risque augmente
lorsque le parent affecté a développé un PCa avant I’dge de 55 ans [28]. Des antécédents familiaux
sont observés dans 10 a 20% des cas de PCa [18,29]. Par ailleurs, des similitudes dans les habitudes
de vie ainsi que I'exposition aux mémes cancérogénes environnementaux seraient aussi des

facteurs de risque [18].

Des altérations génétiques dans les systemes de réparation de I’ADN, incluant notamment les
génes BRCA2, BRCA1 et ATM, sont associées a une augmentation de l'incidence du PCa et sont

retrouvées plus fréqguemment chez les hommes avec des PCa métastatiques résistants a la
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castration (metastatic castration-resistant prostate cancer, mCRPC), suggérant une association

entre ces altérations et la progression de la maladie [30].

Par ailleurs, des études d’associations pangénomiques ont identifié une centaine de loci de
susceptibilité qui seraient impliqués dans le risque de développer un PCa [31-33]. Ces variants

génétiques contribuent a jusqu’a 40% de la forme familiale du PCa [28].

1.2.2.4. Diete
Les facteurs environnementaux jouent un réle crucial dans le développement du PCa. Plusieurs
études démontrent I'importance des facteurs alimentaires en observant que les hommes qui
immigrent d’une région a faible risque (pays en développement) a une région a haut risque (pays
industrialisé) ont plus de chance de développer un PCa [18,34,35]. Par exemple, Hsing et al. [34] ont
rapporté une incidence de PCa 16 fois plus élevée chez les chinois qui résident aux Etats-Unis par
opposition aux hommes qui résident en Chine. De méme, Chu et al. [35] ont trouvé que I'incidence
du PCa est jusqu’a 40 fois plus élevée chez les hommes noirs originaires d’Afrique subsaharienne
qui résident aux Etats-Unis comparativement a ceux qui résident en Afrique. Un mode de vie

« occidentalisé » serait donc lié au développement de PCa.

1.2.2.5. Autres facteurs
D’autres facteurs seraient associés au développement de PCa, mais leur association n’est pas
toujours claire ou faible au niveau clinique et nécessite des enquétes plus approfondies [18]. Par
exemple, une consommation élevée de sélénium [36-38] seraient bénéfique pour réduire le risque
de développer un PCa tandis qu’une déficience en vitamine D [39-42] et de fortes concentrations
de vitamine B12 et folate [43] auraient |'effet contraire. De méme, I'abus d’alcool [44,45] et le
tabagisme [46-48] pourraient augmenter le risque de développer un PCa tandis qu’une forte
consommation de café diminuerait ce risque [49]. L'obésité et un indice de masse corporelle élevé

seraient quant a eux plus fortement liés a la progression et a I'agressivité du PCa [50].

Parmi les autres facteurs potentiels de risque du PCa, on note : I'inflammation chronique [51] et
la prostatite (inflammation de la prostate) [52-55], I'insuline [56-59], les maladies sexuellement
transmissibles [60,61], |'exposition aux rayonnements ionisants (radiographie, imagerie nucléaire,
tomodensitométrie) [62] et I'exposition a des carcinogénes (insecticides, herbicides) [63-67].
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1.2.3. Diagnostic

1.2.3.1. Dépistage précoce
La Société canadienne du cancer recommande aux hommes d’environ 50 ans de discuter avec
leur médecin des bénéfices et risques liés au dépistage précoce du PCa [68]. Pour les hommes
présentant un risque plus élevé de développer un PCa (par exemple, les hommes noirs et ceux
avec des antécédents familiaux), il est conseillé de discuter de la nécessité d’un dépistage dés
I’age de 45 ans [69]. Les deux tests les plus utilisés pour la détection précoce du PCa sont la mesure

de I'antigéne prostate spécifique (prostate-specific antigen, PSA) et le toucher rectal.

1.2.3.2. Antigene prostate spécifique (PSA)
Le PSA est une sérine protéase appartenant a la famille des kallikréines [3]. Cette enzyme,
produite par les cellules luminales des glandes prostatiques, hydrolyse les composantes
structurales du coagulum séminal pour le rendre liquide [3,70]. Le PSA circule dans le sang sous
deux formes : une forme libre et une forme conjuguée a d’autres protéines [3]. Le dosage de la
concentration sérique de PSA, qui inclut les deux formes de PSA, est spécifique a la prostate mais
pas au cancer. En effet, le taux de PSA peut augmenter en cas d’inflammation de la prostate, en
présence de lésions bénignes de la prostate, en cas d’infection urinaire ou a la suite d’une
intervention chirurgicale pratiquée sur ou proche de la prostate, telle qu’une biopsie ou une
résection transurétrale de la prostate [3,71,72]. Le taux de PSA augmente avec I'age et il n’y a pas

de consensus quant au taux de PSA qui devrait étre considéré comme « normal ».

Cependant, un taux de PSA supérieur a 4 ng/mL est généralement considéré comme étant suspect
et requiert des tests additionnels [3,69]. Les fréquences pour le dépistage varient et devraient étre
individualisées en fonction du taux de PSA précédent [69]. Les hommes avec un taux de PSA < 1
ng/mL ont un faible risque de développer un PCa sur 10 ans : pour ces hommes il est recommandé
de mesurer le taux de PSA environ chaque quatre ans [69]. Les hommes avec un taux de PSA entre
1 et 3 ng/mL ont un risque intermédiaire de développer un PCa [73] et devraient se faire dépister
chaque deux ans [69]. Enfin, a partir de 3 ng/mL de PSA [74], des tests de PSA plus fréquents sont
conseillés, en plus de tests complémentaires, pour aider a évaluer la nécessité d’effectuer une

biopsie [69]. Les tests complémentaires peuvent inclure une évaluation du rapport du PSA libre
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sur le PSA total : en cas de rapport < 15%, on suspecte un adénocarcinome alors qu’en cas de
rapport >20% on suspecte une affection bénigne [3]. La densité de PSA, ratio de PSA sur le volume
échographique de la prostate, possede aussi un intérét diagnostique : une valeur 2 0,2 suggére

un PCa [3].

1.2.3.3. Toucher rectal
Le toucher rectal est généralement réalisé apres avoir mesurer la concentration de PSA car il peut
provoquer une augmentation du taux de PSA [75]. La position de la prostate permet au médecin
de pouvoir la palper indirectement en passant par le rectum (Figure 1-1). Le toucher rectal
permet donc de détecter des cancers dans la zone qui est la plus proche du rectum, la zone
périphérique, dans laguelle la majorité des PCa prennent naissance (Figure 1-2) [5,10]. Les cancers
détectables par toucher rectal sont généralement des cancers de gros volume. Un toucher rectal

suspect requiert donc d’effectuer une biopsie méme s’il n’y a pas d’élévation du taux de PSA [3].

1.2.3.4. Biopsie
Une biopsie est une intervention chirurgicale qui consiste a prélever de petits échantillons de
tissus qui seront ensuite examinés par un pathologiste pour fournir un diagnostic [3]. Au début
des années 1990, les techniques de biopsie a I'aiguille transpérinéale (a travers le périnée, entre
I’anus et le scrotum) ouverte ou guidée par les doigts étaient les plus fréquemment utilisées pour
obtenir des échantillons de prostate [76]. La technique ouverte était cependant trés invasive et
associée a l'incontinence et a la dysfonction érectile; et la méthode guidée par les doigts trop
imprécise [77]. Le développement de I'échographie transrectale pour visualiser la prostate et
guider I'aiguille de biopsie (a travers le rectum) a été une grande avancée pour le diagnostic du
PCa [78]. Le nombre de carottes ou cylindres biopsiques prélevés lors d’une biopsie transrectale
guidée par échographie est passée de six a 12 afin d’améliorer I’échantillonnage des régions
antérieures et latérales [79,80]. La prostate est virtuellement divisée en six sextants et deux séries

consécutives de biopsies par sextant, guidées par échographie, sont effectuées [76].

Plus tard, la fusion de l'imagerie par résonance magnétique (IRM) multiparamétrique avec
I’échographie en temps réel pour guider la biopsie a rendu I'’échantillonnage plus efficace en

augmentant la détection des cancers a haut risque et en diminuant la détection des cancers a
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faible risque [81]. Depuis plusieurs années, la biopsie périnéale refait surface en dehors des Etats-
Unis grace a la capacité d’échantillonnage qui est supérieure et au risque d’infection qui est moins

élevé qu’avec une biopsie transrectale [82].

1.2.4. Histopathologie

1.2.4.1. Lésions précancéreuses
La néoplasie intra-épithéliale prostatique (prostatic intraepithelial neoplasia, PIN) est une
prolifération intra-glandulaire dont la prévalence augmente avec I'age et qui est retrouvée
principalement dans la zone périphérique [3]. Il existe deux types de PIN, le PIN de bas grade (low-

grade PIN, LGPIN) et le PIN de haut grade (high-grade PIN, HGPIN) [3].

Le LGPIN se manifeste histologiquement par un épithélium glandulaire [égerement hyperplasique
avec souvent une organisation pseudostratifiée de la couche de cellules luminales [3]. Le LGPIN

n’est plus diagnostiquée aujourd’hui [83].

Dans le cas du HGPIN, les atypies architecturales et cytologiques sont plus marquées : la taille des
noyaux est augmentée, la chromatine est dense et les nucléoles, plus ou moins proéminents, sont
visibles (Figure 1-4). Le HGPIN peut se présenter sous différents patrons : micro-papillaire, en
touffes, cribriforme ou unistratifié. Dans le LGPIN et le HGPIN, la couche de cellules basales est
maintenue [3]. Sur les biopsies, en présence de plusieurs foyers de HGPIN ou d’un foyer étendu

de HGPIN, le risque de trouver du cancer sur une nouvelle série de biopsies est accru [3].
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Figure 1-4. Exemples de néoplasies intra-épithéliales prostatiques de haut grade (HGPIN). Les cellules basales
sont marquées en brun (anti-p63 et anti-HMWCK) et I'a-méthylacyl-CoA racémase (AMACR, enzyme
souvent surexprimé dans les cancers de la prostate) en rouge par IHC. (a) Noyaux élargis avec des
nucléoles proéminents (fleches). (b—c) Lésions de HGPIN exprimant faiblement (b) et fortement (c)
I’AMACR. Contre coloration : H&E.

1.2.4.2. Adénocarcinome infiltrant et grade histologique
Plus de 95% des PCa ont une composante glandulaire, on parle alors d’adénocarcinome [84]. En
général, lorsqu’on parle de PCa, on parle d’adénocarcinome prostatique. L'adénocarcinome
prostatique acinaire ou classique est la forme histologique la plus fréquente [3]. Il se développe
lorsque les cellules luminales des glandes prostatiques proliferent de facon anormale et

42



réussissent a traverser l'assise de cellules basales pour se retrouver dans le parenchyme
prostatique ou elles vont continuer a proliférer. Il y a donc une absence totale de cellules basales

autour des cellules cancéreuses infiltrantes [3].

Le grade est un indicateur de I'agressivité du PCa, il décrit a quel point le tissu de la tumeur différe
du tissu normal [3]. La classification histologique de Gleason est le systéme le plus utilisé pour
assigner un grade aux adénocarcinomes prostatiques [3]. Cette classification introduite par le
pathologiste Donald F. Gleason en 1966 décrit le niveau de différenciation des cellules tumorales
[85-88]. En effet, un chiffre compris entre 1 et 5 est assigné aux zones tumorales selon les différents
patrons architecturaux formés par les cellules cancéreuses (Figure 1-5). Un score compris entre
2 et 10 est obtenu en additionnant deux grades histologiques [3]. Lorsque différents grades
histologiques sont observés sur un méme tissu, le score de Gleason correspond a la somme du
grade histologique prédominant et du deuxiéme grade le plus présent ou du grade le plus agressif
(par exemple, 3 + 4 pour un score de Gleason de 7); alors que si un seul grade est observé, le
méme chiffre est doublé (par exemple, 3 + 3 = 6) [3]. Plus le score est élevé et moins la tumeur est
différenciée et donc plus elle est agressive [3]. Durant les deux derniéres décennies, plusieurs

mises a jour ont été apportées a la classification de Gleason [89-91].

En 2005, lors de la conférence de consensus de la Société internationale d’uropathologie
(International Society of Urological Pathology, ISUP) des changements concernant I'interprétation
des patrons et les informations a reporter dans le rapport de pathologie ont été apportés [89]. Les
modifications incluent I’élimination du grade de Gleason 1 et presque entiéerement du grade 2
(uniguement dans les cancers de la zone de transition); I'ajout de la majorité des patrons
cribriformes dans le grade 4; l'insertion systématique de la comédonécrose dans le grade 5
(Figure 1-5); l'assignation d’'un grade a l|'adénocarcinome a cellules spumeuses selon
I’architecture sous-jacente des cellules cancéreuses; et I'assignation des scores de Gleason 4 + 4
=8 et 3 + 3 =6 a l'adénocarcinome ductal et a I'adénocarcinome pseudo-hyperplasique,
respectivement [89]. Concernant le rapport de pathologie, il est recommandé d’inclure dans le
score de Gleason d’une biopsie tout patron secondaire ou tertiaire qui augmente le grade; de
mentionner dans le rapport de prostatectomie radicale (radical prostatectomy, RP) la présence

d’un patron tertiaire de grade plus élevé sans l'insérer dans le score de Gleason; et de ne pas
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inclure un grade inférieur, qui représente moins de 5% de la tumeur, dans le score de Gleason

[89].

D.F. Gleason, MD '.- . 5
Weinzerl | Visual Media .'
© 2015 Indiana University
Figure 1-5. Diagrammes schématiques du systeme de classification de Gleason original (a gauche) et du systeme de
classification de Gleason actuel (a droite). Reproduite de Epstein et al. (2016) [90] avec la permission de Wolters

Kluwer Health, Inc. [90].

En 2014, I'ISUP s’est de nouveau réunie pour discuter de la classification de Gleason [90]. Parmi
les changements, on note l'inclusion des glandes tumorales de patron embranché dans le grade
3; I'ajout de tout cancer de patron cribriforme, excluant la comédonécrose qui correspond a un

grade 5, et les glandes d’aspect gloméruloide dans le grade 4; I'insertion des cellules cancéreuses
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en cordons et des nappes ou plages de cellules cancéreuses avec trés peu ou pas d’espaces entre
les cellules dans le grade 5 (Figure 1-5) et I'assignation d’un grade a I'adénocarcinome de variant
mucineux selon l'architecture sous-jacente des cellules cancéreuses [90]. De plus, pour mieux
représenter le risque associé aux différents scores de Gleason [92], et notamment clarifier pour
les patients qu’un score de Gleason de 6 sur une biopsie correspond au score le plus bas, il a été

proposé de regrouper les scores de Gleason (Tableau 1-3) [90,91].

Tableau 1-3. Les groupes de grade.

Groupe de grade Score de Gleason Description
1 <6 Grade bas
2 3+4=7 Grade intermédiaire bas
3 4+3=7 Grade intermédiaire élevé
4 8(3+5=8,5+3=8et4+4=8) Grade élevé
5 9-10(4+5=9,5+4=9et5+5=10) Grade tres élevé

Etant donné que les grades 1 et 2 ne sont plus reportés en pratique [83,93], la Figure 1-6 présente

des exemples de patrons histologiques correspondant aux grades 3 a 5.

Malgré l'identification de nouveaux biomarqueurs pronostiques du PCa, le grade histologique

demeure I'un des facteurs pronostiques et prédictifs les plus puissants [94].
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Figure 1-6. Patrons histologiques du cancer de la prostate. (a—c) Grade 3 : glandes individuelles bien différenciées de
taille et de nombre variables; (d—f) Grade 4 : glandes mal formées et fusionnées (d), glandes fusionnées avec

des lumiéres encore visibles (le pble apical des cellules cancéreuses en contact avec les lumiéres est mis en
évidence ici par I’AMACR en rouge) (e) et glandes fusionnées d’architecture cribriforme dense (f); (g—i) Grade
5 : comédonécrose, la nécrose centrale est identifier par I'astérisque (g), cellules en cordons (h) et cellules
isolées (i). IHC : anti-p63 et anti-HMWCK (brun) et anti-AMACR (rouge), contre coloration : H&E. Notez |'absence
de cellules basales qui auraient été marquées en brun (anti-p63 et anti-HMWCK). Echelle : 200 um.
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1.2.4.3. Stade
Le stade est une indication de la taille et de la localisation d’'une tumeur [95]. Le systeme de
stadification le plus utilisé pour le PCa est la classification TNM (Tumor-Nodes-Metastasis); T pour
I’étendue de la tumeur primaire, N pour le statut d’envahissement des ganglions lymphatiques et
M pour la présence ou I'absence de métastases a distance [95]. La classification TNM a été proposé
par le chirurgien Pierre F. Denoix entre 1943 et 1952 [96], mais ne sera adoptée sur la scene
internationale qu’a la fin des années 1980, lorsqu’un consensus entre I'Union Internationale
Contre le Cancer (UICC) et ’American Joint Committee on Cancer (AJCC) est obtenu [97]. Depuis
lors plusieurs révisions ont été effectuées [6,98,99]. Pour les tumeurs solides, un stade clinique (c)
et un stade pathologique (p) peuvent étre établis [99]. Le stade clinique est le premier établi, il est
obtenu avant le traitement, a partir des résultats des premiers examens et tests effectués comme
le toucher rectal, les examens d’imagerie et les biopsies [99]. Apreés la RP, lorsque I'ensemble de
la prostate, les vésicules séminales, et souvent les ganglions lymphatiques pelviens, sont enlevés,

le stade peut étre réévalué, on parle alors de stade pathologique [99].

La classification TNM actuelle pour le PCa, récemment mise a jour par I'AJCC [6,99], est décrite

dans le Tableau 1-4.

Tableau 1-4. Définitions des criteres TNM de I’AJCC [99]. Adapté de Buyyounouski et al. (2017) [6] avec la permission
de John Wiley and Sons.

Clinique (cT)
Tumeur primitive (T)
X Tumeur primitive non évaluable
TO Tumeur primitive indétectable
T1 Tumeur cliniguement inapparente et non palpable
Tila Tumeur occupant moins de 5% du tissu réséqué
Tib Tumeur occupant plus de 5% du tissu réséqué
Tic Tumeur découverte sur une biopsie mais non palpable
Tumeur palpable et confinée dans la prostate
T2
T2a Tumeur découverte dans la moitié d’un lobe ou moins
T2b Tumeur découverte dans plus de la moitié d’un lobe mais sans atteindre les deux lobes
T2c Tumeur découverte dans les deux lobes
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T3
T3a
T3b

T4

Tumeur extra-prostatique non fixée ou n’envahissant pas les structures adjacentes

Atteinte extra-capsulaire (uni- ou bilatérale)

Atteinte des vésicules séminales (uni- ou bilatérale)

Tumeur fixée ou atteignant des structures autres que les vésicules séminales telles que le
sphincter externe, le rectum, la vessie, le muscle élévateur de I'anus et/ou la paroi pelvienne

Pathologique (pT)

Tumeur primitive

T2

T3
T3a
T3b

T4

Tumeur confinée dans la prostate

Extension extra-prostatique

Atteinte extra-capsulaire (uni- ou bilatérale) ou invasion microscopique du col de la vessie
Atteinte des vésicules séminales (uni- ou bilatérale)

Tumeur fixée ou atteignant des structures autres que les vésicules séminales telles que le
sphincter externe, le rectum, la vessie, le muscle élévateur de I'anus et/ou la paroi pelvienne

Ganglions lymphatiques régionaux

NX
NO
N1

Ganglions régionaux non évalués
Absence de métastase ganglionnaire régionale
Métastases dans un ou plusieurs ganglions lymphatiques régionaux

Métastases a distance

MO

[\
Mi1la
Mi1b
Milc

Absence de métastase a distance
Métastase(s) a distance

Ganglion(s) non régional(aux)

Os

Autre(s) site(s) avec ou sans atteinte osseuse

1.2.5. Pronostic

1.2.5.1. Evénements d’intérét avant le déces : récidive biochimique, récidive

clinique et résistance a la castration

Aprés un traitement initial comme la chirurgie ou la radiothérapie (voir la section 1.2.6.
Traitement), il est possible que le cancer réapparaisse. La récidive est communément détectée
par une augmentation du niveau de PSA dans le sang, on parle alors de récidive biochimique
(biochemical recurrence, BCR) [100]. Dix-sept a 53% des hommes vont développer une BCR apres

un traitement curatif primaire (RP ou radiothérapie) [100,101]. Aprés une RP, le taux sérique de
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PSA devrait étre a zéro. Généralement, lorsque le taux de PSA dépasse 0,2 ng/mL, on considére
qu’il y une BCR [102]. Apres une radiothérapie, le taux sérique de PSA atteint rarement la valeur
zéro, elle va plutot se stabiliser autour d’'un nombre faible, appelé le nadir [103]. Dans ce cas, une
augmentation du taux sérique de PSA équivalant a deux fois la valeur du nadir est considérée
comme une BCR [103]. Une BCR est détectée chez 10 a 40% des patients dans les 10 ans apres la

RP [104,105] et 30 a 50% des patients dans les 10 ans post-radiothérapie [106].

La BCR est souvent détectée bien avant la récidive clinique (métastases) [76]. La
tomodensitométrie de 'abdomen et du bassin et la scintigraphie osseuse sont utilisées en routine
pour détecter les récidives mais ces techniques d’imagerie ont une faible sensibilité et spécificité
lorsque le niveau de PSA est faible [107]. L'identification du site de rechute peut donc étre difficile
et est souvent visible par imagerie qu’aprés un certain temps. Une matiére radioactive,
généralement un sucre (glucose) lié a un radio-isotope, peut étre utilisée pour générer des images
3D en couleur permettant de voir ol s’accumule la matiere radioactive [108]. Cette approche,
appelée tomographie par émission de positrons (positron emission tomography, PET), se base sur
le principe que le sucre radioactif va s’accumuler dans les cellules qui consomment beaucoup
d’énergie et donc particulierement dans les cellules cancéreuses [108]. Ces derniéres années, de
nouvelles méthodes d’imagerie ont été développées et permettent d’obtenir une meilleure
sensibilité et spécificité, notamment I'examen PSMA-PET. Dans ce cas, le ligand faiblement
radioactif se lie a I'antigéne membranaire spécifique de la prostate (prostate-specific membrane
antigen, PSMA), généralement surexprimé dans les cellules cancéreuses de la prostate [109,110].

Cependant, leur accessibilité est un obstacle majeur a leur utilisation répandue [76].

On parle de CRPC lorsque le cancer continue a se développer (augmentation du taux sérique de
PSA) malgré un taux de testostérone trés bas [111,112]. Les examens d’imagerie peuvent aussi
confirmer la résistance a la castration [113]. Le CRPC peut étre métastatique ou non, c’est-a-dire
gu’il peut s’étre propagé a I'extérieur de la prostate ou non [113]. La majorité des mécanismes
entrainant la résistance a la castration sont médiés par les récepteurs aux androgenes. Ces
mécanismes comprennent I'amplification et I’"hypersensibilité des récepteurs aux androgenes,
des mutations des récepteurs aux androgénes qui permettent leur activation par des molécules

autres que l'androgéne, des mutations des molécules de co-stimulation activatrices ou
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inhibitrices ou encore une activation des récepteurs aux androgenes indépendante de
I'androgene [114]. La tumeur peut aussi synthétiser elle-méme les androgenes dont elle a besoin

pour proliférer [115-117].

1.2.5.2.  Survie selon I’étendue du cancer
Le pronostic global du PCa est parmi les meilleurs de tous les cancers [15]. Malgré la forte
incidence du PCa, le taux de survie sur cing ans est généralement supérieur a 90% [15]. En effet,
le PCa se développe lentement (taux de doublement de trois a quatre ans) et la majorité des PCa
sont détectés lorsque le cancer est encore confiné dans la prostate [118,119]. Au Canada, entre
2015 et 2017, la survie spécifique au PCa sur cing ans était de 91% [120]. Cependant, il est
important de noter que le taux de survie differe fortement selon I'étendue du PCa lors du
diagnostic. En effet, alors que la survie spécifique au PCa sur cing ans se rapproche de 100% pour
les PCa localisés et régionaux, qui représentent plus de 80% des PCa, il n’est que de 30% pour les

PCa métastatiques [121].

1.2.5.3.  Stratification du risque
Il existe plusieurs systemes de stratification du risque pour les PCa [76]. En 1994, Epstein et al.
proposent des criteres pour prédire I'étendue de la tumeur chez les patients avec des PCa non
palpables, a partir des parameétres clinicopathologiques préopératoires [122]. Quatre ans plus
tard, D’Amico et al. décrivent une classification qui permet de séparer les patients en trois
catégories (risque faible, intermédiaire ou élevé) selon la probabilité de développer une BCR
aprés une RP, une radiothérapie externe ou une radiothérapie interne (avec ou sans
hormonothérapie) [123]. Cette classification se base sur le stade, le score de Gleason et le taux
sérique de PSA [123]. Le systéme de stratification actuellement utilisé pour déterminer le risque
de BCR aprés un traitement curatif s’appuie sur la classification de d’Amico et les critéres

d’Epstein (Tableau 1-5) [76].
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Tableau 1-5. Lignes directrices du National Comprehensive Cancer Network® (NCCN®) pour la stratification initiale du
risque pour les cancers de la prostate cliniquement localisés. Adapté du NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology
(NCCN Guidelines®) for Prostate Cancer V.1.2023. © National Comprehensive Cancer Network, Inc. 2023 [124]. Tous
droits réservés.

Groupe de

. Caractéristiques cliniques/pathologiques
risque q ques/p giq

Présente toutes les caractéristiques suivantes :
Tres faible e cTlc e Groupedegradel e PSA<10ng/mL e < 3fragments biopsiques positifs, < 50% de cancer dans
chaque fragment

Présente toutes les caractéristiques suivantes, mais n’est pas admissible au groupe de risque tres faible :

Faible e cT1-cT2a e Groupe de grade1 e PSA<10ng/mL
Présente toutes les caractéristiques Présente toutes les caractéristiques suivantes :
suivantes : __ ¢ 1 facteur de risque intermédiaire
s Intermédiaire
¢ Pas de caractéristiques du groupe de favorable ® Groupe de grade 1 ou 2
risque élevé * < 50% fragments biopsiques positifs (< 6 sur 12
¢ Pas de caractéristiques du groupe de fragments)
Intermédiaire risque tres élevé Présente au moins une des caractéristiques
¢ Possede 2 1 facteur(s) de risque suivantes :
intermédiaire : Intermédiaire e 2 ou 3 facteurs de risque intermédiaire
- cT2b—cT2c défavorable e Groupe de grade 3
- Groupe de grade 2 ou 3 ¢ > 50% fragments biopsiques positifs (= 6 sur 12
- PSA 10-20 ng/mL fragments)

Ne présente pas de caractéristiques du groupe de risque trés élevé et présente seulement une caractéristique du
Elevé groupe de risque élevé :
e cT3a e Groupede grade4ou5 e PSA>20ng/mL

Présente au moins une de ces caractéristiques :
Trés élevé e cT3b—cT4 e Patron de Gleason primaire 5 e 2 ou 3 caractéristiques du groupe de risque élevé e >4 fragments
biopsiques avec des groupes de grade 4 ou 5

Les NCCN Guidelines® et le tableau ci-inclus ne peuvent étre reproduits sous quelque forme que ce soit et a quelque fin que ce soit sans
I'autorisation écrite du NCCN. Les NCCN Guidelines sont un travail en cours qui peut étre affiné aussi souvent que de nouvelles données
importantes deviennent disponibles. Pour consulter la version la plus récente et compléte de la directive, allez sur NCCN.org. NCCN ne donne
aucune garantie, de quelque nature que ce soit, concernant leur contenu, leur utilisation ou leur application et décline toute responsabilité quant
a leur application ou utilisation de quelque maniere que ce soit.

1.2.5.4. Outils pronostiques
A la fin des années 1990, Alan W. Partin et Michael W. Kattan élaborent des outils pronostiques
qui permettent de prédire le stade pathologique des PCa localisés [125] et la BCR aprés la RP
[126,127]. Les tables de Partin s’appuient sur des parametres préopératoires (taux sérique de PSA,
stade clinique et score de Gleason), tandis que les nomogrammes de Kattan se basent a la fois sur
des parametres préopératoires (taux sérique de PSA, stade clinique et score de Gleason) et
postopératoires (taux sérique de PSA, score de Gleason, extension extra-prostatique, statut des
marges et atteintes des vésicules séminales et des ganglions lymphatiques) [125-127]. Ces outils
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pronostiques sont des modeles robustes (indices de concordance supérieurs a 0,72) [125,128] et
sont encore largement employés aujourd’hui [76]. Le score CAPRA (Cancer of the Prostate Risk
Assessment), développé en 2005, est un autre instrument pronostique populaire pour prédire la
BCR apres la RP [129]. Ce score, compris entre 0 et 10, est déterminé en évaluant des facteurs
préopératoires (taux sérique de PSA, stade clinique, score de Gleason a la biopsie, % de carottes
de biopsie positives) et I'age du patient [129]. Des dérivés du score CAPRA peuvent aussi étre
employés en combinant différents facteurs cliniques et pathologiques. Par exemple, le score
CAPRA-S (score post-chirurgical) est obtenu en analysant le taux sérique de PSA préopératoire et
plusieurs facteurs postopératoires (score de Gleason, extension extra-prostatique, statut des
marges et atteintes des vésicules séminales et des ganglions lymphatiques) [130]. Des études de
validation externe pour le score CAPRA ont reporté un indice de concordance pour la BCR allant

de 0,61 a 0,88 [131].

De plus, plusieurs tests génomigues sont maintenant disponibles pour orienter la prise en charge
des hommes atteints de PCa [132], que ce soit pour les traitements de premiere ligne ou

subséquents (Tableau 1-6) [133-150].

Tableau 1-6. Principaux tests génomiques disponibles pour prédire I’évolution du cancer de la prostate.

Test Tissu Mesure Score Prédiction
) e Agressivité du PCa [148]
. RP et . » Score Decipher : i Lo
Decipher L ARNm : 22 génes liés au cancer . e Métastases et déces liés au
biopsies 0al
PCa [150]
ARNm : 12 génes liés au cancer (impliqués dans la , . e Agressivité du PCa [136]
. . , o . Score génomique de
Oncotype RP et voie des androgenes, I'organisation cellulaire, la la prostate (GPS) : * BCR et métastases
DX biopsies  prolifération et la réponse stromale) et 5 génes P 03100 ' [134,135]
a L s
de référence e Déces liés au PCa [135]
. .. . Score de progression e Agressivité du PCa [142]
. RP et ARNm : 31 génes liés au cycle cellulaire et 15 ] R
Prolaris L . o du cycle cellulaire : e Déces liés au PCa [143,146]
biopsies génes de référence .
0alo
e Agressivité du PCa chez les
S . . . Score ProMark : ]
ProMark Biopsies Protéines : 8 protéines liées au cancer patients avec des scores de

13100
Gleason 3+ 3 et 3 +4 [151]

ARNm : acide ribonucléique messager; PCa : cancer de la prostate; RP : prostatectomie radicale.
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1.2.6. Traitement

L’approche thérapeutique choisie pour lutter contre le PCa dépend de plusieurs facteurs dont le

stade de la maladie, I'état de santé et I’age du patient, ainsi que les préférences du patient [76].

Surveillance s
e Métastatique
PCa localisé Récidive
biochimique —»

- mm 8
==

Docetaxel Cabazitaxel

-

Cancer de la prostate Traitement \

D Non-castré |:| Surveillance I:l Chimiothérapie
- Résistant 2 la castration - Chirurgie - Immunothérapie

Radiothérapie I:I Inhibiteur de PARP

o 1mm - - , Traitement ciblé
Hormonothérapie [
_______ (biomarqueurs)

\ /

Figure 1-7. Thérapies approuvées par |I'agence américaine des produits alimentaires et des médicaments (Food and
Drug Administration, FDA) pour le traitement du cancer de la prostate. Inspirée de Teo et al. (2019) [152] et Saad
et al. (2021) [153]. Modele des étapes cliniques du cancer de la prostate proposé par le Prostate Cancer Working
Group 3 [113]. 2%2Ra : radium-223; ADT : thérapie de déprivation des androgénes; mCRPC : cancer de la prostate
résistant a la castration métastatique; nmCRPC : cancer de la prostate résistant a la castration non métastatique;
PCa : cancer de la prostate.

-

53



1.2.6.1. Stade précoce

1.2.6.1.1. Surveillance active
Décrite pour la premiére fois en 2002 [154], la surveillance active est une option offerte aux
hommes avec des PCa a faible risque [155] (Figure 1-7). Le but de la surveillance active est de
préserver la qualité de vie des patients en retardant ou en évitant les effets indésirables causés
par un traitement immédiat, tout en surveillant de pres la progression de la maladie [76]. Les
hommes qui choisissent cette option subissent des examens fréquemment (tous les trois a six
mois) pour permettre une intervention rapide en cas de progression de la maladie [156]. Ces
examens incluent des tests du niveau sérique de PSA, le toucher rectal, et plusieurs biopsies de
la prostate; et lorsqu’une progression est suspectée, des examens d’imagerie sont effectués pour

confirmer la progression (scintigraphie osseuse, tomodensitométrie, IRM) [156].

1.2.6.1.2. Chirurgie
La chirurgie était habituellement proposée aux hommes avec un cancer qui ne s’est pas propagé
hors de la prostate (Figure 1-7) [157]. Cependant, la RP est de plus en plus pratiquée chez les
hommes avec des PCa métastatiques en combinaison avec d’autres traitements, notamment
pour diminuer la charge tumorale, éviter des complications dues a la croissance de la tumeur

primaire et améliorer la réponse aux traitements secondaires [158].

La RP consiste a enlever la prostate ainsi que les vésicules séminales et la partie de I'urétre qui
traverse la prostate [157]. Le chirurgien peut également effectuer un curage ganglionnaire pelvien,
c’est-a-dire retirer les ganglions lymphatiques du bassin, durant la RP [157]. La RP peut étre
pratiquée a la suite d’'une BCR (par exemple, apres une radiothérapie), dans ce cas on parle de
chirurgie de rattrapage [157]. Il existe trois principales approches pour enlever la prostate : la
technique ouverte, la technique laparoscopique et la technique robotique. Au début des années
1900, la RP périnéale était utilisée pour traiter le PCa [159]. Elle consistait a effectuer une incision
dans le périnée, entre le scrotum et I'anus [157]. Ce n’est que quarante ans plus tard que le
chirurgien Terence Millin décrit I'approche rétropubienne pour la RP [160,161]. Cette approche qui
nécessite une grande incision allant du nombril a I'os pubien réduit le risque de dysfonction

érectile et permet de retirer les ganglions lymphatiques pelviens par la méme incision [157].
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L’approche laparoscopique, utilisée a partir des années 1990, est une méthode moins invasive
[162]. Elle consiste a réaliser quatre a six tres petites incisions dans le bas-ventre du patient afin
d’y insérer un laparoscope et des instruments chirurgicaux [157]. Le laparoscope, un tube long et
mince avec une lumiére et une caméra a I'avant, permet de voir la prostate et d’exécuter
I’opération sans nécessiter une grande incision [157]. Le raffinement de cette technique a permis
de la rendre plus sécuritaire et aussi efficace que la chirurgie ouverte [162]. La RP laparoscopique
assistée par robot apporte une nouvelle variante a I'approche précédente. Rapportée pour la
premiere fois en 2000 [163], cette technologie permet aux chirurgiens de contréler les
mouvements des bras chirurgicaux a I'aide d’une console [157]. En plus de posséder des embouts
articulés qui reproduisent les mouvements du poignet humain, les bras robotiques sont équipés
de petites caméras vidéo qui permettent aux chirurgiens d’avoir une vue en 3D de la prostate
[157]. Cette approche est de plus en plus utilisée mais son co(t la rend inaccessible dans de

nombreux hoépitaux [76,164]. La RP rétropubienne reste I'approche la plus utilisée au Canada [157].

Par ailleurs, une meilleure compréhension des mécanismes de continence et des voies nerveuses
a permis de développer des techniques permettant de réduire les risques d’incontinence et de
dysfonction érectile [165,166]. En effet, lorsque possible, les chirurgiens peuvent effectuer une RP

avec préservation des nerfs érecteurs, peu importe I'approche employée [166].

Malgré ces avancées, entre 10 et 40% des hommes traités par RP développent une BCR dans les

10 ans post-chirurgie [104,105].

1.2.6.1.3. Radiothérapie externe et interne (brachythérapie)
La radiothérapie est principalement utilisée chez les hommes avec des PCa de risques

intermédiaire ou élevé (Figure 1-7) [76].

La radiothérapie externe est un traitement locorégional impliquant I’exposition a des faisceaux
de haute énergie (par exemple, des rayons X) pour tuer les cellules cancéreuses [167]. L'irradiation
des cellules va générer des radicaux libres qui vont se lier aux molécules d’ADN et provoquer leur
rupture [167]. La survie des cellules irradiées dépendra de la position des cellules dans le cycle
cellulaire et de leur capacité a réparer les lésions [168]. Etant donné que les cellules cancéreuses

proliferent plus rapidement et ne sont généralement pas aussi efficaces que les cellules normales
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pour réparer les dommages a I’ADN, elles seront plus vulnérables a la radiation [168]. Initialement,
la radiothérapie était employée seule pour le traitement du PCa, mais maintenant elle est souvent
utilisée en combinaison avec I'hormonothérapie [76,169]. L’hormonothérapie rend les cellules plus
sensibles a la radiation (stimule I'apoptose et empéche le développement de micrométastases),
ce qui entraine un effet synergique lorsqu’elle est combinée a la radiothérapie [76,170]. Avec
I’'amélioration des techniques d’imagerie, la radiothérapie peut maintenant étre combinée aux
différentes méthodes d’imagerie employées pour détecter les cellules cancéreuses
(tomodensitométrie, PET) afin de mieux cibler les cellules cancéreuses et d’affecter le moins de

cellules saines possible [171].

La brachythérapie (ou curiethérapie) est un type de radiothérapie interne [172]. Des sources de
rayonnements (implants contenant un radio-isotope) sont directement placées a l'intérieur ou
tres proche de la tumeur lors d’une chirurgie [173]. Cette technique permet donc d’éviter de
détruire les tissus sains qui entourent la prostate et d’augmenter les doses de radiations par
rapport a la radiothérapie externe [76]. Lorsqu’elle est utilisée en combinaison avec la
radiothérapie externe et I’hormonothérapie, la brachythérapie est associée a une meilleure

survie sans BCR [174,175].

Cependant, 30 a 50% des hommes traités par radiothérapie externe ou brachythérapie

développent une BCR dans les 10 ans post-radiothérapie [106].

1.2.6.2. Stade avancé

1.2.6.2.1. Hormonothérapie
Les travaux du docteur Charles Brenton Huggins sur I’hormonothérapie lui ont valu le prix Nobel
de physiologie ou médecine en 1966. En découvrant que les cellules cancéreuses de la prostate
ont besoin d’androgénes pour croitre et survivre [13], il a ouvert la voie a |'utilisation des ADT pour
traiter les PCa de stade avancé. L’hormonothérapie a pour but de diminuer le taux d’androgene
(principalement la testostérone) qui circule dans I'organisme des hommes atteints de PCa et ainsi
freiner la croissance des cellules cancéreuses [176]. Il s’agit donc d’un traitement systémique
puisque I'ensemble du corps est affecté, ce qui peut entrainer de nombreux effets secondaires
(trouble de I'érection, prise de poids et perte de masse musculaire, augmentation de la poitrine,
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fatigue, anémie, irritabilité, maladie cardiovasculaire, syndrome métabolique, perte de la densité
osseuse, ...) [177]. La castration chirurgicale, c’est-a-dire I'ablation des testicules (aussi appelée
orchidectomie), est de moins en moins pratiquée et a laissé la place a la castration
pharmacologique qui offre notamment I'avantage de pouvoir inhiber de fagon intermittente les
androgénes produits par les testicules mais aussi ceux produits par les glandes surrénales et les

cellules cancéreuses [153,178].

Il existe trois principaux types d’hormonothérapie. Les analogues (ou antagoniste) de ’lhormone
de libération de la lutéinostimuline (luteinizing hormone releasing hormone, LH-RH) sont les
premiers a avoir été découverts [179]. Ces drogues bloquent la production de gonadotrophines
(hormone folliculo-stimulante [follicle stimulating hormone, FSH] et hormone lutéisante
[luteinizing hormone, LH]) par I'hypophyse, dont la LH qui est essentiel a la production de
testostérone par les testicules (Figure 1-8) [176]. Les analogues de la LH-RH agissent en suractivant
les récepteurs hypophysaires [176]. Cette hyperstimulation va finir par désensibiliser les
récepteurs hypophysaires et, éventuellement, inhiber la production de testostérone [176]. En
revanche, les antagonistes de la LH-RH vont directement bloquer les récepteurs hypophysaires
en se fixant a ces derniers, ce qui va entrainer une chute rapide de la concentration de LH et, par
conséquence, de testostérone [176]. Les analogues de la LH-RH les plus souvent utilisés pour
traiter le PCa sont le leuprolide (Lupron®, Lupron Depot®, Eligard®), la goséréline (Zoladex®) et la
triptoréline (Trelstar®); et le seul antagoniste de la LH-RH employé est le dégarélix (Firmagon®)
[176]. Il est important de noter que la production d’androgenes par les glandes surrénales persiste
en l'absence de LH (Figure 1-8) [179]. Malgré la baisse substantielle du taux de testostérone
sérique, les analogues ou antagonistes de la LH-RH ne permettent donc pas de complétement
éliminer I'androgene et il a été montré que les cellules cancéreuses peuvent également

synthétiser des androgenes [115-117].
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Par conséquent, une nouvelle génération
d’hormonothérapie, pouvant étre utilisée en
combinaison avec les ADT (castration
chirurgicale, analogue ou antagoniste de la LH-
RH), a été développée pour bloquer cette

syntheése « indésirable » d’androgénes [180].

L’acétate abiratérone (Zytiga®) est un inhibiteur
sélectif de la synthése des androgénes [180]. Il
bloque I'enzyme essentielle a la synthese
d’androgéene (Cytochrome P450 17a-
hydroxylase/C17,20-lyase [CYP17]) (Figure 1-8)
[180]. Ce traitement agit ainsi a la fois sur la
composante extra- et intra-tumorale de la
synthése des androgenes [180]. Cette molécule a
d’abord été approuvée par I'agence américaine
des produits alimentaires et des médicaments
(Food and Drug Administration, FDA) des Etats-
Unis en 2011 pour traiter les patients atteints
d’'un mCRPC ne répondant pas a |la
chimiothérapie, a la suite de son association a
une meilleure survie globale post-chimiothérapie
[181,182]. Son approbation a ensuite été étendue
pour les patients atteints d’'un mCRPC n’ayant
pas recu de chimiothérapie [183-185], puis pour les
patients atteints d’un PCa métastatique sensible

a la castration [186-188].
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Figure 1-8. Synthese d’androgene et sa régulation par les

testicules et les glandes surrénales chez I'homme.

Reproduite de Auchus et al. (2022) [189] avec la permission

d’Annual Reviews, Inc. AR : récepteurs aux androgenes.
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La derniere classe d’hormonothérapie sont les anti-androgenes. Les anti-androgenes inhibent la
signalisation androgénique en séquestrant les récepteurs aux androgenes [180]. Les anti-
androgenes les plus utilisés sont I'enzalutamide (Xtandi®), I'apalutamide (Erleada®) et le
darolutamide (Nubeqga®) (Figure 1-7) [153]. Parmi ces trois anti-androgénes, dit de seconde
génération, I'enzalutamide est le premier a avoir été approuvé par la FDA en 2012 pour le
traitement du mCRPC [190]; aprés la démonstration du bénéfice dans la survie globale et la survie
sans progression radiographique post-chimiothérapie [191]. Comparativement aux anti-
androgénes de premiere génération, les anti-androgénes de seconde génération ont I'avantage
de ne pas avoir de comportement agoniste vis-a-vis des récepteurs aux androgenes lorsqu’ils sont
utilisés dans un environnement saturé en récepteurs aux androgénes, de ne pas provoquer de
syndrome de sevrage lors de l'interruption du traitement et d’étre moins toxiques [180].
L’enzalutamide [192] et I'apalutamide [193], en 2018, puis le darolutamide [194], en 2019, ont
ensuite été approuvés par la FDA pour le traitement du CRPC non métastatique [195-197]. Depuis
2019, I'enzalutamide [198] et I"apalutamide [199] sont aussi offerts pour le traitement du PCa

métastatique sensible a la castration [200,201].

Par ailleurs, comme les inhibiteurs de la synthése des androgenes et les anti-androgénes peuvent
bloquer la production de cortisol, « hormone du stress », le traitement inclus souvent la prise de
corticostéroides comme la prednisone [153]. Les corticostéroides sont aussi utilisés pour leur effet

anti-inflammatoire et antitumoral [202].

L’hormonothérapie est une option thérapeutique primordiale pour les hommes atteints de PCa
avancé (Figure 1-7) [153]. Cependant, elle peut aussi étre utilisée a un stade plus précoce, par
exemple, pour réduire la taille de la tumeur avant la chirurgie (hormonothérapie néoadjuvante)
ou pour rendre les cellules cancéreuses plus sensibles aux radiations (Figure 1-7) [176].
L’hormonothérapie peut également étre proposée comme traitement palliatif pour les cancers
de stade avancé afin de réduire les symptomes dus au PCa [176]. Il n’y a pas de consensus sur le
moment optimal pour commencer I'hormonothérapie chez les hommes asymptomatiques

atteints d’'un PCa localement avancé ou métastatique [153].

59



Malgré les immenses progres apportés par les anti-androgenes de seconde génération, 20 a 40%
des patients ne répondent toujours pas au traitement [181,183,191,203] et tous les patients qui

répondent finissent par développer une résistance [204-206].

1.2.6.2.2. Chimiothérapie
Le taxane est I'agent chimiothérapeutique de routine prescrit aux hommes atteints de PCa
métastatiques afin de controler, ralentir la maladie ou en atténuer les symptomes (Figure 1-7)
[153]. Les taxanes sont des inhibiteurs de la fonction des microtubules [207,208]. Ils empéchent les
cellules de se diviser normalement, ce qui ralentit la prolifération et détruit les cellules qui se
divisent rapidement comme les cellules cancéreuses [207,208]. Comme il s’agit d’un traitement
systémique, les cellules saines qui se divisent rapidement sont également touchées telles que les
cellules qui constituent les poils et les cheveux [209]. Les autres effets secondaires incluent les
nausées, vomissements, diarrhées, l'anémie et la fatigue [209]. Actuellement, I'agent
chimiothérapeutique de premiere ligne typiquement utilisée est le docétaxel (Taxotere ®) (Figure
1-7) [153]. Le docétaxel a été approuvé par la FDA en 2004 pour le traitement du mCRPC a la suite
d’une étude clinique démontrant une amélioration de la survie globale comparativement a la
chimiothérapie qui était déja disponible (mitoxantrone : agent chimiothérapeutique qui inhibe la
synthése et la réparation de I'ADN) [210]. Le cabazitaxel (Jevtana®) est un autre agent
chimiothérapeutique de la famille des taxanes [152]. Son activité anti-tumorale a été démontrée
dans les mCRPC résistants au docétaxel [211]. Depuis son approbation par la FDA en 2010, le
cabazitaxel est donc recommandé comme traitement chimiothérapeutique de seconde ligne
(Figure 1-7) [153,211,212]. Comme pour I’hormonothérapie, les agents chimiothérapeutiques sont
utilisés en combinaison avec un corticostéroide (prednisone) pour bénéficier de leurs propriétés

anti-inflammatoire et antitumorale [153,210,211].

1.2.6.2.3. Radiothérapie interne : radium-223
Des métastases osseuses sont observées chez 85-90% des hommes atteints CRPC [210,213,214].
Des radioisotopes peuvent étre utilisés comme traitement palliatif chez les patients ayant
développé des métastases [153]. Le radium-223 (noté 223Ra, Xofigo®), approuvé par la FDA en 2013

[215], peut étre proposé aux hommes atteints de CRPC de stade avancé s’étant propagé aux os
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(métastases osseuses) mais sans métastases viscérales (Figure 1-7) [153,216,217]. Le radium-223
est une forme moins radioactive du radium [218]. Le radium est un élément similaire au calcium
qui, comme le calcium, va étre absorbé par les cellules osseuses [218]. Etant donné que les cellules
cancéreuses vont étre plus actives, elles vont avoir tendance a absorber plus de radium-223 et
seront donc exposées a de plus fortes doses de radiation [218]. Ce traitement ne peut pas étre
utilisé en combinaison avec des traitements réduisant la densité osseuse tel que I'abiratérone
acétate, a cause de I'augmentation du risque de fractures [219]. Il doit d’ailleurs toujours étre
combiné a un traitement visant a accroitre la masse osseuse (desonumab [Xgeva®] ou acide

zolédronique) [153].

1.2.6.2.4. Inhibiteurs de PARP
Autour de 20 a 30% des PCa métastatiques présentent des mutations dans les génes codant pour
les composants de la réparation des cassures double-brin de I’ADN par recombinaison
homologue, tels que BRCA2, BRCA1 et ATM [30,153,220-223]. Ce type de mutations compromet
I'intégrité génomique des cellules en réduisant leur capacité a réparer les dommages a I’ADN, ce
qui en fait des cibles thérapeutiques [224]. C’'est ainsi qu’il a été découvert que les patients
porteurs de mutations dans les genes impliqués dans la réparation par recombinaison homologue
sont plus sensibles aux inhibiteurs de poly(ADP-ribose) polymérase (iPARP) [225-230]. Lorsque
fonctionnelles, les PARP participent a la réparation des dommages a I’ADN simple brin. La perte
d’une ou plusieurs voies de réparation de I’ADN (par exemple, mutation BRCA1/2), va rendre les
cellules cancéreuses plus vulnérables a l'inhibition des PARP selon le processus de létalité
synthétique [224]. L'amélioration de la survie sans progression et de la réponse au traitement
lorsque les iPARP ont été comparés a une hormonothérapie de seconde génération
(enzalutamide ou abiratérone) [231], a poussé la FDA a approuver |'olaparib (Lynparza®) [232] et le
rucaparib (Rubraca®) [233], des iPARP, en 2020, pour le traitement des mCRPC avec des mutations
des genes impliqués dans les mécanismes de réparation par recombinaison homologue et ne
répondant plus a ’lhormonothérapie. Au Canada, seul I'olaparib est approuvé par Santé Canada
pour les hommes atteints de PCa porteurs de mutations dans les genes BRCA1/2 et ATM (Figure
1-7) [234]; alors qu’aux Etats-Unis, I"approbation est étendue pour 11 génes impliqués dans les

mécanismes de réparation de I’ADN par recombinaison homologue [153,232].
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Les progres dans le traitement du CRPC ont amélioré la qualité de vie et la survie des patients,
mais la majorité, voir tous, les patients finissent par succomber a leur maladie [235]. De nombreux
essais cliniques sont en cours pour trouver de meilleurs traitements. Comme le CRPC demeure
une maladie incurable [235], I’Association des urologues du Canada (AUC) et le Groupe canadien
d’urologie oncologie (Canadian Urologic Oncology Group, CUOG) recommande d’ailleurs, dans la
mesure du possible, de garder comme premier choix les essais cliniques chez les patients atteints

de CRPC [153].

1.3. Cancer de la prostate et immunothérapie

Avec l'avancement des connaissances fondamentales en immunologie, [Iidentification
d’antigenes associés aux tumeurs, et la découverte des points de contréle immunitaire,
I'immunothérapie est devenue une approche prometteuse pour le traitement du cancer [236-238].
En comprenant les différents mécanismes que les cellules cancéreuses emploient pour manipuler
le systéme immunitaire, de nouvelles cibles thérapeutiques sont identifiées [238]. Avant de se
focaliser sur comment les cellules cancéreuses évitent d’étre détruites par le systéme
immunitaire et le role de I'immunothérapie dans le PCa, nous allons revenir trés brievement sur

des concepts de base en immunologie.
1.3.1. Systeme immunitaire et cancer

1.3.1.1. Immunité innée et adaptative
Le systéeme immunitaire est le gardien de notre organisme. Il est responsable de nous protéger
des menaces provenant de I'extérieur (virus, bactéries, ...) mais aussi de l'intérieur (nos propres
cellules) [239]. Les cellules du systeme immunitaire sont dérivées des cellules souches
hématopoiétiques provenant de la moelle osseuse [240]. Elles comprennent les granulocytes
(neutrophiles, éosinophiles et basophiles), les lymphocytes (cellules T, cellules B, cellules natural
killer [NK] et cellules lymphoides innées) et les monocytes [240,241]. Ces cellules sont aussi

appelées leucocytes ou globules blancs [240]. Les lymphocytes dérivent du progéniteur lymphoide
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commun tandis que toutes les autres cellules du systeme immunitaire appartiennent a la lignée

myéloide [240].

L'immunité peut étre séparée en deux catégories selon la rapidité et la spécificité de la réponse
[240]. On parle d’'immunité innée pour désigner la réponse non spécifique et rapide qui assure la
défense immédiate de I’'h6te [240]. Les composantes majeures de cette immunité incluent les
barriéres anatomiques comme la peau, les phagocytes (monocytes du sang, neutrophiles et
macrophages des tissus) et des molécules solubles associées a la réponse (lysosomes, interférons
et composants du complément) ou des molécules non-solubles capables de reconnaitre certaines
molécules fréquemment retrouvées sur des pathogenes (récepteurs a la surface des cellules,
comme les Toll-like receptors [TLR]) [240]. Par ailleurs, les cellules NK cytotoxiques et les cellules
lymphoides innées non cytotoxiques sont aussi impliquées dans la réponse innée (contrairement
aux cellules T, elles ne possédent pas de récepteurs spécifiques a un antigéne) [241]. Les cellules
lymphoides innées participent a la réponse en modulant I'immunité et I'inflammation via la
sécrétion de cytokines (protéines solubles qui se lient a leurs récepteurs a la surface des cellules

et jouent un réle de messager entre les cellules du systéme immunitaire) [241].

L'immunité adaptative, quant a elle, requiert typiquement un délai de quelques jours pour étre
efficace mais est beaucoup plus ciblée grace a l'implication de cellules qui possedent des
récepteurs spécifiques a un antigene [239,240]. En effet, la reconnaissance d’un antigéne par un
lymphocyte T ou B, spécifique a un antigéne, va amorcer 'activation et la différenciation du
lymphocyte [240]. Les cellules T activées ou effectrices vont se diriger vers le site affecté alors que
les cellules B activées (plasmocytes) vont libérer des immunoglobulines ou anticorps [239,240].
Plus précisément, il y a trois grandes sous-populations de cellules T : les lymphocytes T auxiliaires
(Th pour helper, expriment la glycoprotéine CD4 a leur surface), les lymphocytes T cytotoxiques
(Tc, expriment la glycoprotéine CD8 a leur surface) et les lymphocytes T régulateurs (Treg,
expriment CD4 a leur surface et le facteur de transcription forehead box P3 [FoxP3]) [240]. Les
récepteurs des cellules T reconnaissent leur antigéne uniquement s’il est combiné a une protéine
retrouvée a la surface des cellules, appelée molécule du complexe majeur d’histocompatibilité
(major histocompatibility complex, MHC) [240]. Les MHC de classe | sont retrouvés a la surface de

pratiquement toutes les cellules nuclées alors que les MHC de classe Il sont surtout exprimés par
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les cellules présentatrices de I'antigene (antigen-presenting cells, APC) qui comprennent les
macrophages, les lymphocytes B et les cellules dendritiques [240]. Les lymphocytes Tc jouent un
role crucial dans la destruction des cellules qui exposent un antigene reconnu, les lymphocytes
Tu dans l'activation des cellules immunitaires effectrices et les lymphocytes Trec dans
I'inactivation des cellules T effectrices [240]. Une fois I'antigéne éliminé, une petite portion
(environ 5%) de lymphocytes persistent. Ce sont ces lymphocytes T a mémoire qui permettent
une réaction plus rapide et efficace lorsque le méme antigene est de nouveau détecté [239]. En ce
qui concerne les lymphocytes B, la liaison a leur antigéne ne requiére aucun intermédiaire et
entrainent leur maturation en cellules B a mémoire ou en plasmocytes responsables de la
production d’anticorps [240]. Les anticorps sont des récepteurs solubles spécifiques qui, lorsqu’ils

vont se lier a leurs cibles, vont favoriser leur élimination [240].

L'immunité innée et adaptative ne sont cependant pas complétement indépendantes [239,240].
Une coopération entre les deux permet d’obtenir des réponses plus efficaces [239,240]. Par
exemple, les macrophages activés peuvent produire des cytokines qui vont stimuler et recruter
des acteurs de la réponse adaptative [240]. De méme, les cellules Ty activées peuvent sécréter des
cytokines impliquées dans I'activation des macrophages [240]. Plusieurs leucocytes ont donc un

role a la fois dans la réponse innée et adaptative [240].

1.3.1.2. Le concept d'immunoédition
Le passage d’une cellule saine a une cellule cancéreuse est un processus graduel et complexe
[242,243]. Nos cellules sont munies de mécanismes intrinseques étroitement régulés qui leur
permettent d’identifier les dommages internes et, lorsqu’elles ne sont pas capables de les
réparer, d’induire "apoptose afin de ne pas propager ces dommages [242]. En 2000, Douglas
Hanahan et Robert A. Weinberg proposent un modele qu’ils nomment « Hallmarks of cancer »
qui décrit six caractéristiques distinctives et complémentaires que les cellules néoplasiques
peuvent acquérir pour devenir malignes : la capacité a maintenir des signaux de croissance, a
déjouer des signaux inhibiteurs de croissance, a éviter |'apoptose, a se répliquer indéfiniment, a

former des métastases et a induire I'angiogenése (Figure 1-9) [242].
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Dans la mise a jour du modele en 2011, deux caractéristiques distinctives émergentes, la capacité
a déréguler le métabolisme énergétique et a éviter une destruction par le systeme immunitaire,
et deux caractéristiques favorisant les cancers, l'inflammation favorisant les tumeurs et

I'instabilité et les mutations du génome, sont ajoutées (Figure 1-9) [243].
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Figure 1-9. Caractéristiques du cancer. En bleu : les six caractéristiques distinctives et
complémentaires proposées en 2000. En rouge: les deux caractéristiques
distinctives émergentes et les deux caractéristiques favorisant les cancers
ajoutées en 2011. Adaptée de Hanahan et Weinberg (2011) [243] avec la
permission d’Elsevier.

Des médicaments qui interferent avec chacune de ces caractéristiques acquises par les tumeurs

ont été ou sont en cours de développement pour lutter contre le cancer [243].

A la fin des années 1950, Frank Macfarlane Burnet et Lewis Thomas [244] formulent I’hypothése

selon laquelle le systeme immunitaire patrouille I'organisme a la recherche de néoplasies
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naissantes afin de les éliminer [244,245]. Cette hypothese est ensuite renforcée par les travaux de
Schreiber et al. qui démontrent que certaines cellules et mécanismes du systeme immunitaire
aident a diminuer et retarder I'apparition de cancers [236,246]. Leur hypothése comprend le
concept d’immunoédition du cancer qui est essentiel pour comprendre le réle du systeme
immunitaire dans le développement de tumeurs [246]. Le concept d'immunoédition est séparé en
trois phases, communément appelées les trois « E » : élimination, équilibre et échappement

(Figure 1-10) [236,246].

Durant la phase d’élimination, le systeme immunitaire protége I'h6te et empéche la tumeur de
se développer [236]. Les effecteurs immunitaires impliqués appartiennent a la fois a la réponse
innée et adaptative et comprennent les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes
T et les cellules NK. Lorsque les cellules deviennent tumorales, elles vont entrainer un remodelage
du stroma qui va étre reconnu comme un signal de danger/dégats par les cellules immunitaires
de la réponse innée. Ceci va déclencher un mécanisme extrinseque de suppression de la tumeur
qui inclut notamment la sécrétion d’interférons-y (INF-y) et d’interleukines par les cellules NK et
les macrophages. L'INF-y active les processus antiprolifératifs, pro-apoptotiques et angiostatiques
qui vont entrainer la mort de cellules tumorales. En paralléle, les macrophages tuent les cellules
tumorales résiduelles. Cette destruction génere des antigenes tumoraux qui activent les cellules
dendritiques recrutées au site tumoral. Ces cellules dendritiques capturent les antigénes
tumoraux et migrent vers le ganglion drainant ou elles activent les lymphocytes T naifs. Les
lymphocytes Ty et les lymphocytes Tc activés migrent vers le site tumoral pour tuer les cellules
tumorales exprimant I'antigene. Ces processus peuvent se produire jusqu'a ce que toutes les
cellules tumorales soient tuées et que le processus d'élimination soit terminé (Figure 1-10)

[247,248].

Durant la phase d’équilibre, la tumeur est dans un état de dormance, il n’y a pas de croissance
tumorale [236,246]. Les effecteurs de 'immunité adaptative maintiennent le controle et les cellules
tumorales peuvent rester dans cet état indéfiniment. Toutefois, cette phase rend possible
I’édition de I'immunogénicité de la tumeur, c’est-a-dire qu’elle peut modifier la capacité de la
tumeur a entrainer une réponse immunitaire [236,246]. Si les cellules immunitaires perdent leur

aptitude a contenir la tumeur, par la sélection de clones tumoraux résistants au systéme
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immunitaire (les cellules immunitaires ne reconnaissent pas les antigenes exprimés a la surface
des cellules cancéreuses), les cellules cancéreuses vont quitter la phase d’équilibre et entrer dans

la phase d’échappement (Figure 1-10) [236].

Tumnaor calls
Escape - - Equilibrium - - Elimination
Decreased MHC class 1 Adaptive immunity Increased MHC class 1
Persistent tolercgenic antigen Persistent wlerogenic antigen Increased antgen quanttyhariely
Cocreased antigen quantityvarcty Innate and adaptive smmunity (TLARS, DAMPS)
Increased number of MDSCs Increased costimulalony molecules
Increased inhibitary cytakines and ligands Increased anligen presentation

Poor antigen preseniation

o
Immunatherapy

Figure 1-10. Le concept d’immunoédition du cancer: Elimination, Equilibre, Echappement. Dans la phase
d'élimination (a droite), qui se produit souvent au début du développement tumoral, les clones tumoraux
hautement antigéniques sont reconnus et éliminés par le systéme immunitaire inné et adaptatif. Dans la
phase d'équilibre (milieu), la tumeur et le systéeme immunitaire adaptatif coexistent. Dans la phase
d’échappement (a gauche), les antigénes exprimés a la surface des cellules cancéreuses sont peu nombreux
et peu variés, il y a expression de cytokines immunosuppressives et de récepteurs immunosuppressifs sur les
cellules T et les cellules myéloides suppressives sont plus nombreuses. Diverses formes d'immunothérapie
visent a déplacer I'équilibre de I'évasion vers I'élimination. DAMPs : motifs moléculaires associés aux dégats;
DC: cellules dendritiques; MDSC: cellules myéloides suppressives, MHC: complexe majeur
d’histocompatibilité; TGF-B : transforming growth factor B; TLR : Toll-like receptors. Reproduite de Kalbasi et
al. (2013) [249] avec la permission de ’American Society for Clinical Investigation.
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Dans la phase d’échappement, les cellules cancéreuses acquierent des caractéristiques (souvent
des mutations) qui leur permettent d’inhiber et d’échapper au systeme immunitaire. Les acteurs
des réponses innée et adaptative sont impliqués dans cette phase (Figure 1-10) [236]. Les clones
des cellules cancéreuses non reconnus par le systeme immunitaire vont proliférer ce qui va
provoquer une sélection des cellules pouvant échapper a lI'immunosurveillance et donc
promouvoir la croissance tumorale [236]. Par exemple, les cellules cancéreuses peuvent inhiber la
réponse immunitaire en sécrétant des facteurs immunosuppresseurs tels que les cytokines
transforming growth factor B (TGF-B) [250] et adénosine [251]; et en exprimant a leur surface des
protéines immunosuppressives telles que le ligand de mort cellulaire programmé (programmed
cell death-ligand 1, PD-L1) qui va se lier a son récepteur, le point de contréle immunitaire de mort
cellulaire programmé (programmed cell death 1, PD-1), sur une cellule T et I'inhiber (Figure 1-10)
[236]. Les cellules cancéreuses peuvent aussi recruter des cellules inflammatoires
immunosuppressives comme les cellules Trec [252] et les cellules myéloides suppressives (myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs). En effet, les cellules immunosuppressives sont attirées dans le
microenvironnement tumoral par un gradient de chimiokines (cytokines chimio-attractantes),
ainsi que par des cytokines immunosuppressives telles que TGF-B et IL-10, produites par les

cellules cancéreuses et les cellules immunitaires (Figure 1-10) [253,254].

L’étude des mécanismes utilisés par les cellules cancéreuses pour éviter le systéme immunitaire
permet de développer de nouvelles approches pour bloquer la suppression du systéeme

immunitaire et méme le réactiver pour éliminer le cancer, on parle alors d'immunothérapie.

Un des mécanismes les plus étudiés pour le traitement du cancer par immunothérapie est
I'activation des points de controle de la réponse immunitaire (Figure 1-11). L’activation des
points de contréle est un mécanisme important utilisé par les cellules cancéreuses pour échapper
au systeme immunitaire [236,255]. Les inhibiteurs de points de contréle maintiennent |'activité
antitumorale en empéchant l'inactivation des voies de signalisation d’inhibition des cellules T

effectrices [255].

68



====Inhibitory signal

=—===Stimulatory signal

macrop!age

APC or
cancer cell

"
] g :
i \ 0RO 7 tissue
' f veiumab * ~ L CEh 34 SIRP
CD80/86 ¥ " MEDIGAES Avelumab X : Cprbdny a4 o
: . MoxRgg16” Durvalumab % S0 ““%}ib s macrophage
(B7.1/2) \ =~ o Atezolizumab™y -4 “E"r’%) G
0X40 e ©1COS-L ik " i yidd
Pembrolizumab ool T ‘kg%a% e

PD-1 &‘t} # Nivolumab e Wé:;f'}
[ o KWAR23 ‘@%ﬂmgﬁﬁm

T e G980 o
TIGIT ..r:l'remel'\mumah : PVR APC e .
CTLA-4 - signal 7, ' matched T
ol .. CD80/86 _ Ee > ERERoe0,
T cell 028 signal 1 ¢ (B7.1/2) or e 33 —— . ﬁ*éx%%“&%
W : - Qs P
TCR/CD3 = m cancer cell ogs A gj‘i CD94/NKG2A
. —— 3 " o
LAG-3 CD4ICD8 -—’-—’, activating lirilumab

&
T BM5-986016 gg; inhibitory KIR

. gy receptor
cD27 b
TIM-3 25557 e LT T G (:?E activating NK CE"
PR T o, S S — 2% receptor
P—MBGAS3 e et
Lt Galectin-9 Cﬁgwb,‘
. «— Urelumab, PF-05082566 g

Figure 1-11. Régulation immunitaire au sein du microenvironnement tumoral. Plusieurs points de contréle situés sur
la membrane des lymphocytes T interagissent avec leurs ligands a la surface des cellules présentatrices de
I'antigéne (APC) ou des cellules tumorales, formant des axes qui fournissent des signaux de stimulation (vert)
ou des signaux inhibiteurs (rouge) entre les deux cellules. Les inhibiteurs de points de contrble agissent en
bloquant ces axes. APC : cellule présentatrice de I'antigeéne; MHC : complexe majeur d’histocompatibilité; NK
cell : cellule natural killer; T cell : cellule T; TLR : Toll-like receptors; Treg : cellule T régulatrice. Reproduite de
Christofi et al. (2019) [256].

1.3.2. Immunothérapie et cancer de la prostate

Au cours des derniéres années, I'immunothérapie est devenue une modalité importante pour le
traitement du cancer [238]. Il est bien connu que les cellules cancéreuses développent des

mécanismes qui leur permettent de bloquer la réponse immunitaire de I’hote et d’échapper a
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I’élimination [243]. Le but de I'immunothérapie est d’exploiter ou de reconfigurer le systeme

immunitaire de I’"h6te pour lui permettre d’éliminer le cancer [238].

Sipuleucel-T (Provenge®) est le seul vaccin thérapeutique approuvé par la FDA pour traiter le
mCRPC asymptomatique ou trés peu symptomatique (Figure 1-7) [257]. Cette approbation fait
suite aux résultats d’'une étude clinique randomisée de 2010 démontrant une amélioration de la
survie médiane de 4,1 mois chez les patients ayant recu le sipuleucel-T comparativement aux
patients ayant recu le placebo [258]. Le traitement consiste a isoler des cellules dendritiques a
partir des cellules souches de la moelle osseuse du patient; de les entrainer a reconnaitre un
antigéne tumoral (combiné a un facteur qui stimule la différentiation des cellules dendritiques
immatures) : I'antigéne de phosphatase acide prostatique (PAP) retrouvé dans environ 95% des
cellules cancéreuses métastatiques; et enfin, de réinjecter les cellules dendritiques « éduquées »
dans le donneur afin qu’elles puissent reconnaitre les cellules cancéreuses et activer le systeme
immunitaire [259-264]. Par ailleurs, en 2017, la FDA approuve le premier traitement anti-cancéreux
pour toute tumeur solide, impossible a réséquer ou métastatique, présentant des traits
génétiques particuliers : une instabilité microsatellitaire élevée (microsatellite instability high,
MSI-H) et une déficience du systeme de réparation des erreurs d’appariements de I’ADN
(deficient in DNA mismatch repair, AIMMR). Les tumeurs avec ces traits génétiques expriment un
nombre élevé de PD-L1 qui lorsqu’ils vont se lier a leurs récepteurs, présents sur les cellules
immunitaires de I’hote, vont inhiber les cellules immunitaires [265]. C'est la premiére fois que
I’agence autorise un traitement anti-cancéreux basé sur un biomarqueur commun plutét que le
site de la tumeur. Le traitement en question, le pembrolizumab (Keytruda ®), est un anticorps
monoclonal de type immunoglobuline G4 (IgG4) qui va séquestrer PD-1 impliqué dans
I'inactivation des cellules T [266-268]. En effet, ce blocage empéche l'interaction entre PD-1 et PD-
L1, ce qui, a son tour, entrave la transmission des signaux inhibiteurs aux cellules T. Les cellules T
conservent donc leur potentiel d'activation et sont plus capables de reconnaitre et de monter une
réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses. Les cellules T activées peuvent déclencher
des processus cytotoxiques et la production de cytokines, conduisant a la destruction des cellules
cancéreuses [266-268]. L'approbation de pembrolizumab par la FDA s'est basée sur les données

issues de cing essais cliniques (KEYNOTE-012, -016, -028, -158 et -164) [269]. Au sein de ces cing
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essais, 149 patients atteints de cancers MSI-H/dMMR ont été recensés, parmi lesquels 90 (soit 60
%) présentaient un cancer colorectal métastatique et 59 d’autres types de tumeurs solides (14
types de cancer différents). Sur les 149 patients, 59 répondeurs ont été identifiés (taux de réponse
global de 39,6 %; intervalle de confiance ou confidence interval [Cl] a 95% : 31,7-47,9), incluant
78% avec une réponse qui a duré au moins six mois [269]. Le pembrolizumab n’est cependant pas

encore approuvé par Santé Canada pour le traitement du PCa [153].

1.3.3. Limites actuelles et espoir de 'immunothérapie dans le traitement

du cancer de la prostate

Le PCa est connu pour étre une tumeur « froide » avec une faible infiltration de cellules T [270].
Les thérapies qui ont pour but d’augmenter l'infiltration immunitaire a travers les APC ou les
lymphocytes T effecteurs sont donc d’intérét. Pour I'instant, la seule immunothérapie approuvée
pour le traitement du PCa, sipuleucel-T, est un vaccin basé sur la stimulation d’APC (cellules
dendritiques). Ce traitement a montré une augmentation de quatre mois dans la survie globale
de patients atteints de mCRPC, comparé au controle (placebo), sans effet notable sur la

progression de la maladie (voir section 1.3.2. Immunothérapie et cancer de la prostate) [258].

Cependant, en raison de son efficacité limitée (réponses antitumorales minimales), de la
complexité de sa production et de son colt élevé (= 90 000 USD), de l'accés a de nouveaux
traitements (par exemple, les hormonothérapies de nouvelle génération), et de I'évolution
constante des lignes directrices de traitement du PCa, le sipuleucel-T est peu utilisé en clinique
[271]. Un autre vaccin, PSA-TRICOM (Prostvac®), a montré une augmentation de la survie globale
de presque 10 mois chez les patients atteints de mCRPC, comparé au contrdle (placebo), dans
une étude de phase Il [272,273]; mais ce résultat n’a pas été maintenu dans I'étude de phase Il
subséquente [274]. PSA-TRICOM contient des vecteurs dérivés de poxvirus contenant des
transgénes pour le PSA humain et trois molécules de costimulation pour les cellules T,

collectivement appelées TRICOM [273].
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Le Tableau 1-7 présente les résultats d’études cliniques d'immunothérapie sur le PCa récemment
complétées. Une étude de phase lll incluant 1182 hommes avec des mCRPC n’a pas montré
d’amélioration dans la survie globale, la survie sans progression biochimique et la survie sans
progression radiologique chez les patients qui ont regu un vaccin stimulant les APC, DCVAC/PCa,
en plus de la chimiothérapie (docétaxel) et de corticostéroides (prednisone), comparés aux
patients qui ont regu le placebo. Néanmoins, une étude clinique récente de phase Il incluant des
hommes atteints de mCRPC traités par le vaccin sipuleucel-T seul ou par la combinaison
sipuleucel-T et radiothérapie interne (radium-223) a montré que la combinaison diminue le risque
de progression radiologique ou clinique (rapport de risque [hazard ratio, HR] = 0,32; Cl a 95% :

0,14-0,76; p < 0,01) [275], ce qui donne espoir pour le futur de I'immunothérapie dans le PCa [276].

Plusieurs drogues ciblant les voies PD-1/PD-L1 et cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
(CTLA-4) ont été approuvées par la FDA [277] et de nombreuses autres voies sont en investigation
dans les cancers solides, notamment les cancers du poumon, les cancers colorectaux, les
mélanomes, les cancers du sein, les cancers du rein, les cancers urothéliaux et les cancers de la
téte et du cou (https://clinicaltrials.gov/). Ces drogues ne sont cependant pas encore approuvées
pour le traitement du PCa. En effet, les études cliniques récentes ayant évalué I'utilisation de
monothérapie anti-PD-1/PD-L1 ou CTLA-4 ou la combinaison des deux n’ont pas montré de
résultats concluants (Tableau 1-7) [278,279]. Ces résultats mettent 'emphase sur le besoin de

mieux identifier les patients atteints de PCa qui vont bénéficier de 'immunothérapie.

De nombreux essais cliniqgues d'immunothérapie pour le PCa sont en cours, dont plusieurs ciblant
les points de contrdle de la réponse immunitaire présentés dans la Figure 1-11 (Tableau 1-8).
Parmi les stratégies étudiées, on note I'administration d’immunothérapie a des stades plus
précoces, c’est-a-dire avant le développement de résistance a la castration et/ou de métastases
(Tableau 1-8). La rationnelle derriere cette approche est que les patients qui n’ont pas encore
progressé au stade de résistance a la castration ont potentiellement une maladie
micrométastatique qui est associée a moins de suppression immunitaire et a un environnement
différent de celui des CRPC [280]. Ces études qui utilisent des approches thérapeutiques et des
cohortes différentes vont permettre de mieux sélectionner les patients atteints de PCa qui vont

bénéficier de I'immunothérapie.
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Tableau 1-7. Résultats d’essais cliniqgues en immunothérapie de phases Il et lll sur les cancers de la prostate complétées aux cours des cing
derniéres années (https://clinicaltrials.gov/, en date du 29 décembre 2022) [281].

Phase Population

Produits médicaux
immunologiques

Traitements/
Interventions

N

Résultats principaux

Date Numéro
fin NCT

Cancers de la prostate métastatiques

Total : 20;  * Réponse immunitaire aprés 6 semaines (anticorps contre PA2024%*) : 50% (8/16)
Sipuleucel-T (vaccin Radiation externe + Résultats : ¢ Survie médiane sans progression radiologique en semaines (95% Cl) : 11,2 (6,8-14,0)
Il mCRPC . . . s . N . 2021 01818986
stimulant les APC) Sipuleucel-T 20 ¢ Survie médiane sans progression biochimique en semaines (95% Cl) : 12,5 (4,8-33,5)
¢ Survie médiane globale en semaines (95% Cl) : 76,8 (41,6-130,8)
PCa Total : 15; ¢ Réponse radiologique compléte : 7% (1/15); Progression : 67% (10/15, dont 9 sans réponse
phénotype Avelumab (anti-PD- Résultats : immunitaire confirmée et 1 avec); Maladie stable : 20% (3/10)
1] Avelumab . L . . . o 2020 03179410
neuro- L1) 15 * Survie médiane sans progression radiologique en mois (intervalle): 1,8 (1,6-2,0)
endocrine e Survie globale médiane en mois (intervalle): 7,4 (2,8-12,5)
. Total : 26; e Survie médiane sans progression biochimique en mois (95% Cl) : 0,9 (0,9-1,8)
Durvalumab (anti-PD- i ) o ) ) ) )
. Durvalumab + Résultats : e Survie médiane sans progression radiologique en mois (95% Cl) : 3,7 (1,9-5,7)
1 mCRPC L1); Tremelimumab . . o . 2021 03204812
(anti-CTLA-4) Tremelimumab 25 e Survie globale médiane en mois (95% Cl) : 28,1 (14,5-37,3)
anti- -
e | taux de PSA =50 % = 12% (3/25)
Sipuleucel-T (vaccin Total : 50; ¢ Réponse immunitaire aprés 20 semaines (anticorps contre PAP + PA2024*) : 71% (5/7) vs. 88%
stimulant les APC); 1. Sipuleucel-T + Ipilimumab; Résultats :  (7/8)
Il mCRPC . ] . o . . . . . . 2020 01804465
Ipilimumab (anti- 2. Sipuleucel-T = Ipilimumabl. 24; 2. 26 e Survie médiane sans progression radiologique en mois : 5,3 vs. 6,4, p = 0,08 [282]
CTLA-4) * Survie globale médiane en mois : 27,7 vs. 34,7, p = 0,2 [282]
. . . .. Total:51; o . . o .
Sipuleucel-T (vaccin 1. Sipuleucel-T; 2. Radiation _, » Survie médiane sans progression (radiologique + biochimique) en mois (95% Cl) :
1] mCRPC . . Résultats : L, 2019 01807065
stimulant les APC) externe - Sipuleucel-T 1.94:2.95 2,46 (2,17-2,66) vs. 3,65 (2,76—4,86), p = 0,06 (univarié)
Total : 36 * Réponse immunitaire (cellules T PA2024* périphériques),
CRPC Résultats :  Fold-change médian (IQR): 7,0 (4,12-20,2) vs. 22,4 (17,2-31.4), p = 0,036 [275]
m
i Sipuleucel-T (vaccin 1. Médicament radioactif! + 1. 16; 2. 16 e Survie médiane sans progression radiologique ou clinique en semaines (95% Cl) : 38,7 (18,9-N/A%)
1 (métastases . . . 2019 02463799
osseuses) stimulant les APC)  Sipuleucel-T; 2. Sipuleucel-T vs. 11,9 (8,0-15,0); (HR, 0,32; 95% Cl, 0,14-0,76; p < 0,01) [275]

e Survie globale médiane en années : Pas atteinte vs. 2,6 (HR =0,32; 95% Cl : 0,08-1,23; p = 0,08
[275]
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. Produits médicaux Traitements/
Phase Population N

immunologiques Interventions

Date Numéro
fin NCT

Résultats principaux

Total : 1182 e Survie globale médiane en mois (95% Cl) : 23,9 (21,6-25,3) vs. 24,3 (22,6-26,0);

1. Chimiothérapie? + . o
Résultats : HR univarié = 1,04 (0,90-1,21), p = 0,596

. Corticostéroides? +
DCVAC/PCa (vaccin 1.787; 2.

e Survie médiane sans progression radiologique en mois (95% Cl) : 11,1 (11,0-11,4) vs. 11,1 (10,8—
1} mCRPC . DCVAC/PCa; 2. o, 2020 02111577
stimulant les APC) o L 395 11,4); HR univarié = 0,99 (0,86-1,14), p = 0,886
Chimiothérapie? + . o ] o . L
. L. ¢ Survie médiane sans progression biochimique en mois (95% Cl) : 10,5 vs. 10,6; HR univarié = 1,08
Corticostéroides? + Placebo
(0,91-1,28), p=0,392
Cancers de la prostate non métastatiques
PCa hormono- . . . Total : 97
. Prostvac (vaccin anti- 1. Prostvac; 2. Surveillance _, . . . L
Il sensibles + . Résultats : e Taux de croissance tumorale (= PSA * SE) aprés 6 mois : -2,53 vs. -2,45, p = 0,485 (univarié) 2022 02649439
cancer ciblant le PSA) - Prostvac
PSA 1.40; 2.40
_ Total : 38

CRPC non Prostvac (vaccin anti- 1. Anti-androgénes?; 2. Anti-

. L Résultats : e Taux de croissance tumorale (-f[t] = exp [-d*t] + exp [g*t] -1) : 0,031 vs. 0,030, p = 0,74 (univarié) 2020 01875250
métastatiques cancer ciblant le PSA)  androgénes® + Prostvac 1.19: 2. 19

* PAP2024 est utilisée pour activer les cellules présentatrices d’antigéne; il s’agit d’'une protéine de fusion constituée de la phosphatase acide prostatique et du
facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages. ! Radium-223; 2 Docétaxel; 3 Prednisone; # Enzalutamide; > Borne supérieure de la médiane non
atteinte. APC : cellules présentatrices de I'antigene; 95% Cl : intervalle de confiance a 95%; mCRPC : cancers de la prostate résistants a la castration métastatiques;

HR : rapport de risque; IQR : écart interquartile; N/A : non-applicable; PAP : phosphatase acide prostatique; PCa : cancer de la prostate; PSA : antigéne prostatique
spécifique; SE : erreur standard.
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Tableau 1-8. Principaux essais cliniques en immunothérapie de phases Il et Il en cours sur les cancers de la prostate
(https://clinicaltrials.gov/, en date du 29 décembre 2022) [281].

. . . L . . L. . . Parameétres Date Numéro
Phase Population N~ Produits médicaux immunologiques (mécanisme) Traitements/Interventions L )
principaux début NCT

Cancers de la prostate métastatiques

1711 mCRPC 37 Pembrolizumab (anti-PD-1) Pembrolizumab + médicament radioactif? Taux de PSA 2019 03658447

Taux de PSA et de
Pembrolizumab (anti-PD-1); 225Ac-J591 (Anti-PSMA 1. Pembrolizumab + 225Ac-J591 + Hormonothérapie3; 2. cellules tumorales

I/ mCRPC 761 . . L. . 2021 04946370
+ radioisotope) Pembrolizumab + Hormonothérapie? circulantes, examens
d’imagerie
1. pTVG-HP/Pembrolizumab - Pembrolizumab = + pTVG-
Pembrolizumab (anti-PD-1); pTVG-HP (vaccin ADN); HP/Pembrolizumab; 2. pTVG-HP/Pembrolizumab > . .
1] mCRPC 60! . . . Survie sans progression 2019 04090528
pTVG-AR (vaccin ADN) Pembrolizumab = + pTVG-HP/Pembrolizumab + pTVG-AR/
Pembrolizumab
/1 mCRPC 57 Ipilimumab (anti-CTLA-4) Hormonothérapie* + Corticostéroides® + Ipilimumab Survie sans progression 2012 01688492
1. Hormonothérapie® + Corticostéroides®; 2. Survie globale, taux de
Il mCRPC 196 Ipilimumab (anti-CTLA-4) Hormonothérapie® + Corticostéroides® + Ipilimumab; 3. PSA et cellules 2016 02703623
Hormonothérapie® + Corticostéroides® + Chimiothérapie’  tumorales circulantes
Il mCRPC 38 Nivolumab (anti-PD-1) Nivolumab Taux de PSA 2018 03040791
. . . - . . Taux de cellules
1/11 mCRPC 36! Nivolumab (anti-PD-1) Nivolumab + médicament radioactif® ] 2020 04109729
tumorales circulantes
. . 1. Nivolumab + iPARP?; 2. Nivolumab + Docétaxel + Taux de PSA, examens
Il mCRPC 292 Nivolumab (anti-PD-1) . . . R . . 2018 03338790
Prednisone; 3. Nivolumab + anti-androgenes?®® d’imagerie
Il mCRPC immunogéniques 75!  Nivolumab (anti-PD-1); Ipilimumab (anti-CTLA-4) Nivolumab + Ipilimumab - Nivolumab Volume tumoral 2021 04717154
Il mCRPC 331 Atezolizumab (anti-PD-L1) Inhibiteur de kinases!! + Atezolizumab Examens d’imagerie 2022 05168618
Survie sans

. . . 1. Inhibiteur de kinases'?; 2. Inhibiteur de kinases!? + .
Il mMCRPC + mutations CDK12 75! Atezolizumab (anti-PD-L1) . progression, taux de 2021 04751929
Atezolizumab PSA
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. . . L . . L. . . Parametres Date Numéro
Phase Population N* Produits médicaux immunologiques (mécanisme) Traitements/Interventions L )
principaux début NCT
1. Médicament radioactif®; 2. Médicament radioactif® + survi .
urvie sans progression
/1 mCRPC 90! Avelumab (anti-PD-L1) Inhibiteur de kinases'?; 3. Médicament radioactif® + diol P . & 2019 04071236
radiologique
Inhibiteur de kinases®3 + Avelumab &la
. . Chimiothérapie’ + Cetrelimab = iPARP%; 2. Chimiothérapie’ . .
Il mCRPC 120! Cetrelimab (anti-PD-1) . . . Survie sans progression 2019 04592237
+ Cetrelimab > Cetrelimab + iPARP**
. . . . R . Taux de PSA, examens
1] PCa neuroendocrines 241 Cetrelimab (anti-PD-1) Anti-androgénes®® + Cetrelimab dimagerie 2022 04926181
i i
SRF617 (anti-CD39); Etrumadenant (antagoniste des . . Taux de PSA, examens
Il mCRPC 40 i . . . SRF617 + Etrumadenant + Zimberelimab . . 2022 05177770
récepteurs A2A/A2B); Zimberelimab (anti-PD-1) d’imagerie
i ) ) ) - ) 1. 215% cellules CD8*: Nivolumab; 2. 2 15% cellules CD8*: Examens d’imagerie, %
Il PCa métastatiques 220  Nivolumab (anti-PD-1); Ipilimumab (anti-CTLA-4) . o 2018 03651271
Nivolumab + Ipilimumab cellules CD8*
PCa métastatiques hormono- ) o o )
Il sensibles 96! Durvalumab (anti-PD-L1) 1. Radiation externe + Durvalumab; 2. Radiation externe Survie sans BCR 2019 03795207
i
PCa métastatiques hormono- . . 1. DDRD*/inflammation?, 2. DDRD"/inflammation®; 3.
I ) 60! Nivolumab (anti-PD-1) . . . Taux de PSA 2020 04126070
sensibles DDRD/inflammation™ : ADT + Nivolumab + Chimiothérapie!®
) . 1. ADT + Chimiothérapie'® > ADT + Prostvac; 2. ADT +
PCa métastatique hormono- . . . L i . o
Il bl Prostvac (vaccin anti-cancer ciblant le PSA) Chimiothérapie®® + Prostvac; 3. ADT + Prostvac > ADT +  Réponse immunitaire 2016 02649855
sensibles
Chimiothérapie?®
, . 1. ADT + Chimiothérapie!®; 2. ADT + Chimiothérapie®® +
PCa métastatiques hormono- . . o . . . L L .
1n/m bl 135 Nivolumab (anti-PD-1); Ipilimumab (anti-CTLA-4) Nivolumab; 3. ADT + Ipilimumab/Chimiothérapie® + Survie globale 2019 03879122
sensibles
Nivolumab
Cancers de la prostate non métastatiques
PCa nouvellement . o . . . Reclassification
11 . o 450 Sipuleucel-T (vaccin stimulant les APC) 1. Sipuleucel-T; 2. Surveillance active . . 2018 03686683
diagnostiqué histologique (GG)
PCa localisé + GG 24 + . . . Volume tumoral, taux
Il i . 30! Pembrolizumab (anti-PD-1) Pembrolizumab - RP . 2020 04009967
métabolisme glucose Ki67/apoptose, CyTOF*®
PCa P PSA + mutations . .
Il 30! Durvalumab (anti-PD-L1) Durvalumab + iPARPY Taux de PSA 2021 04336943
CDK12/dMMR/MSI-H/HDR
1/11 PCa GG5 441 Nivolumab (anti-PD-1) ADT - Nivolumab + Brachythérapie + Radiation externe Survie sans BCR 2018 03543189

76



. " . - . . . ) . Parameétres Date  Numéro
Phase Population N* Produits médicaux immunologiques (mécanisme) Traitements/Interventions L )
principaux début NCT
PCa hormono-sensibles + . . . 1. Nivolumab = Nivolumab + ADT; 2. Nivolumab + BMS-
1/11 60 Nivolumab (anti-PD-1); BMS-986253 (anti-IL-8) . BCR 2018 03689699
PSA 986253 - Nivolumab + BMS-986253 + ADT
L ProstAtak® = AdV-tk + Valacyclovir (vaccin anti- 1. ProstAtak + Radiation externe + ADT; 2. Placebo + Survie sans progression
11 PCa localisés 711 . . . L . . 2011 01436968
cancer); Valacyclovir (antiviral) Valacyclovir + Radiation externe £ ADT radiologique
Il PCa localisés 187 AdV-tk (vaccin anti-cancer); Valacyclovir (antiviral) 1. ProstAtak + Valacyclovir; 2. Placebo + Valacyclovir Survie sans progression 2016 02768363
L, Atezolizumab (anti-PD-L1); Tocilizumab (anti-IL-6); 1. Atezolizumab > RP; 2. Atezolizumab + Etrumadenant - Densité cellules CD3* a
Il PCa localisés 68! . ) ; . . 2019 03821246
Etrumadenant (antagoniste des récepteurs A2A/A2B) RP; 3. Atezolizumab + Tocilizumab - RP la RP (vs. biopsie)
o o Clonalité du récepteur
. . . 1. ADT + Radiation externe + M941; 2. ADT + Radiation L.
Il PCa localisés 651 M9241 (immunocytokine IL-12) ) antigénique des 2022 05361798
externe
lymphocytes T
Prostvac (vaccin anti-cancer ciblant le PSA); .
. . 1. Prostvac + MSB0011359C + CV301; 2. Surveillance -
MSB0011359C (anti-PD-L1 + TGF-B); CV301 (vaccin
Il PCa I PSA 40! . . . . Prostvac + CV301 - Prostvac + CV301 + MSB0011359C; 3. Taux de PSA 2018 03315871
anti-cancer ciblant des antigénes associés a la .
Surveillance - Prostvac + CV301 - Prostvac + CV301
tumeur)
Cancers de la prostate métastatiques et non métastatiques
PCa hormono-sensibles . . 1. ADT? + Ipilimumab - RP = ADT + Ipilimumab; 2.
Il i . 16 Ipilimumab (anti-CTLA-4) - Taux de PSA 2013 02020070
métastatiques Post-RP - ADT*® + Ipilimumab
L Prostvac (vaccin anti-cancer ciblant le PSA); 1. mCRPC : Prostvac + Nivolumab; PCa localisé : 2. Prostvac | . L
1/11 MCRPC et PCa localisés 29! . . . Réponse immunitaire 2017 02933255
Nivolumab (anti-PD-1) + Nivolumab > RP
BNT112 (vaccin ARN anti-cancer ciblant des L.
o . o o , mMCRPC et PCa localisés : 1. BNT112; 2. BNT112 + B _
1/11 MCRPC et PCa localisés 115 antigenes associés a la tumeur), Cemiplimab (anti- Examens d’imagerie 2019 04382898

PD-1) Cemiplimab. mCRPC : 3. BNT112 - £ Cemiplimab

* Nombre de patients estimé. ! Recruitement en cours; 2 177Lu-PSMA2; 3 Anti-androgénes; # Abiratérone acétate; ° Prednisone; ¢ Abiratérone acétate + Apalutamide; ’
Cabazitaxel + Carboplatin; 8 Radium-223; ° Rucaparib; 1° Enzalutamide; ** Cabozantinib s-malate; 2 Abemaciclib; 13 Peposertib; * Niraparib; 1> Apalutamide; ¢ Docétaxel;
7 Olaparib; '8 Dégarélix; *° Infiltration immunitaire et expression de points de contréle immunitaire mesurées par cytométrie de masse. ADT : thérapie de déprivation des
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1.4. Le carcinome intracanalaire de la prostate

Dans cette thése, nous nous sommes intéressés au carcinome intracanalaire de la prostate
(intraductal carcinoma of the prostate, IDC-P), une entité morphologique distincte du PCa
associée a un mauvais pronostic. Par définition, I'IDC-P est une prolifération cellulaire maligne
confinée a l'intérieur d’un canal. Cette |ésion, présente chez environ 20% des hommes atteints
de PCa est associée a une augmentation du risque de récidive, de développement de métastases,

de résistance a la castration et de déces liés au cancer.

1.4.1. Définition et incidence

1.4.1.1. Définition
En 1985, Kobi et al. [283] introduisent le concept de prolifération néoplasique intracanalaire
rétrograde du PCa. Dix ans plus tard, McNeal et Yemoto [284] emploient le terme « carcinome
intracanalaire » pour décrire les lésions constituées de masses de cellules cribriformes infiltrant
des glandes prostatiques et associées a la progression post-chirurgie (mesurée par I'élévation du
taux sérique de PSA). McNeal et Yemoto définissent I'IDC-P comme une lésion retrouvée presque
exclusivement a proximité de carcinomes invasifs, bien délimitée par une couche de cellules
basales et caractérisée par I’envahissement de la lumiére des glandes par des cellules épithéliales
malignes [284]. Depuis lors, plusieurs autres ensembles de critéres histologiques ont été proposés
pour identifier I'IDC-P [284-288]. Les critéres les plus utilisés sont les caractéristiques
morphologiques strictes définies par Guo et Epstein pour reconnaitre I'IDC-P sur des biopsies a
I"aiguille ne contenant pas de carcinomes invasifs [285]. Guo et Epstein définissent I'IDC-P comme
une prolifération maligne intracanalaire formant des patrons solides ou denses; mais aussi des
patrons cribriformes laches ou micropapillaires, lorsque ces patrons sont accompagnés de noyaux
surdimensionnés, de nombreuses mitoses, de pléomorphisme marqué et, souvent, de foyers de

nécrose centrale (Figure 1-12) [285].
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Figure 1-12. Exemples de lésions de carcinome intracanalaire de la prostate (IDC-P). (a) A gauche : IDC-P, au centre :
carcinome invasif, a droite: glandes bénignes. (b) Un IDC-P observé le long d’un canal a plus faible
grossissement. (c—f) Des IDC-P de morphologies variées chez différents patients incluant un foyer de nécrose
centrale (astérisque) (e). Les cellules basales sont marquées en brun (anti-p63 et anti- HMW(CK) et les cellules
cancéreuses en rouge (anti-AMACR). Contre-coloration : H&E. Echelle : 250 pm.

Parmi les autres critéres souvent utilisés, on note ceux de Cohen et al. qui proposent cing critéres
majeurs et quatre critéres mineurs pour diagnostiquer I'IDC-P [286]. Les criteres majeurs incluent

des glandes au moins deux fois plus larges que les glandes normales, la présence de cellules

80



basales (confirmées par IHC), de patrons solides ou denses, d’atypies cellulaires prononcées et de
noyaux six fois plus larges que les noyaux normaux; et les critéres mineurs comprennent des
embranchements irréguliers des glandes, un nombre de glandes affectées supérieur a six, des
mitoses fréquentes et la présence de deux populations cellulaires (en périphérie versus au centre

de la glande) [286].

En 2016, I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) reconnait I'IDC-P comme une entité distincte
du PCa [91]. L'OMS définit I'IlDC-P comme :
« Une prolifération épithéliale néoplasique intra-acineuse et/ou intracanalaire qui
présente certaines caractéristiques d'une néoplasie intraépithéliale prostatique de
haut grade (HGPIN) mais présente une atypie architecturale et/ou cytologique

beaucoup plus importante, généralement associée a un carcinome de la prostate de
stade avancé. » [91]

La majorité des pathologistes ont accepté que I'IDC-P représente une extension intracanalaire
d’un adénocarcinome infiltrant [289], d’ou son fréquent emplacement adjacent au carcinome
invasif [290-293]. Une étude génomique a d’ailleurs montré que I'IDC-P et le carcinome invasif
adjacent partagent un ancétre commun, dans une petite cohorte de 10 patients avec des IDC-P
[294]. L'IDC-P sans composante invasive adjacente a tout de méme été observé dans 0,06%
(27/45000) [285] a 0,26% (3/1176) [295] des biopsies de prostate. Il a été suggéré que dans de rares
cas ou I'IDC-P est présent sans carcinome invasif adjacent ou loin du carcinome invasif

[285,295,296], il pourrait étre une lésion précurseur analogue de I'HGPIN [289,297].

Bien qu’actuellement il est recommandé de ne pas intégrer I'IDC-P dans le grade [90,298], la

guestion de savoir si un grade devrait étre assigné a I'IDC-P est une source de débat [299-301].

1.4.1.2. Incidence
L'IDC-P est retrouvé dans environ 20% des cas de PCa [289]. Cependant son incidence augmente
lorsque la maladie progresse [302]. En effet, dans une revue systémique regroupant les données
de plus de 7 000 patients atteints de PCa qui ont subi des biopsies ou une RP, Porter et al. ont
rapporté une incidence de 2% chez les patients avec des cancers de faible risque, 23% pour les
cancers de risque modéré, 37% pour les cancers de risque élevé et 56% chez les hommes avec

des PCa métastatiques ou récurrents [302].
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1.4.2. Impact clinique du carcinome intracanalaire de la prostate et

réponse au traitement

1.4.2.1. Impact clinique
Plusieurs études ont évalué I'association de I'IDC-P avec des facteurs pronostiques connus. L'IDC-
P corréle avec les facteurs délétéres suivants : un volume tumoral plus élevé [303-305], un grade
plus élevé [283,284,287,303,304,306,307], un stade plus avancé [284,303,307,308] et des marges

chirurgicales positives [284,307].

De plus, de nombreuses études ont évalué I'association entre la présence d’IDC-P sur des
spécimens de biopsies [290,304,306,309-314] ou de RP [290,292,303,310,315-317] et la récidive ou la
survie. La présence d’IDC-P est un prédicteur indépendant de la BCR [290,303,304,309,315-317] et de
la récidive clinique [292]. L'IDC-P a aussi été associé a la résistance a la castration [306,310,311,314],
a une diminution de la survie spécifique au cancer [292,307,312,313] et de la survie globale
[306,309,312,313] dans des analyses multivariées (pour plus de détails sur les études, voir les

tableaux résumés de l'article de revue sur I'IDC-P en annexe, A1.7. Supplementary tables).

1.4.2.2. Réponse au traitement
Actuellement, il n’existe pas de prise en charge clinique adaptée a I'IDC-P. Plusieurs études qui
ont évalué la présence d’IDC-P chez des hommes ayant été traités préalablement par
hormonothérapie et/ou chimiothérapie, ont rapporté une prévalence de I'IDC-P supérieure a 60%
[313,314,318]. Ces résultats suggerent une résistance de I'IDC-P a I'hormonothérapie et a la
chimiothérapie. O’Brien et al. suggérent notamment une croissance post-chimiothérapie
néoadjuvante de I'IDC-P en détectant I'IDC-P sur les tissus de RP de 20% (10/50) de leur cohorte
a la suite de la chimiothérapie comparativement a 0% des tissus de biopsie des mémes patients
pré-traitement (biopsies pré-traitement disponibles pour seulement 22 patients) [308]. De plus,
dans leur cohorte d’hommes avec des CRPC traités par chimiothérapie (docétaxel), Chen et al.
observent une réponse au traitement (mesuré par le taux de PSA) chez 67% (6/9) des hommes
sans IDC-P comparativement a seulement 20% (3/15) des hommes avec des IDC-P [314]. Par
ailleurs, Zhao et al. ont obtenu une survie sans progression biochimique plus longue chez les

patients atteints de CRPC avec IDC-P traités par hormonothérapie (abiratérone) que chez les
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patients traités par chimiothérapie (docétaxel) (13,4 vs. 6,0 mois, p = 0,012, n = 62) [309]. De leur
coté, Yamamoto et al. ont observé une amélioration dans la survie spécifique au cancer de
presque six mois dans un sous-groupe d’hommes avec des CRPC et IDC-P traités par
hormonothérapie (abiratérone) puis chimiothérapie (docétaxel) (n = 36) comparativement aux
hommes ayant seulement recu I’"hormonothérapie (n = 26) [313]. D’autre part, notre groupe a
montré que, lorsqu’on compare les hommes traités par RP et radiothérapie adjuvante (n = 48) a
ceux traités uniquement par RP (n = 245), la radiothérapie adjuvante réduit le risque de BCR chez
les patients avec des IDC-P dans une cohorte de 293 hommes avec des PCa localisés ou localement

avancés, dont 73 avec des IDC-P [319].

Actuellement, peu est connu sur les bases moléculaires responsables du développement de I'IDC-

P (Annexe 1 — Article de revue sur I’'IDC-P) [289,320]. Une meilleure caractérisation des altérations

moléculaires associées a I'IDC-P permettra de mieux comprendre |’évolution du PCa et pourra
étre exploitée pour identifier de nouveaux biomarqueurs pronostiques et de nouvelles cibles

thérapeutiques.

1.4.3. Diagnostic différentiel

L'identification de I'IDC-P n’est pas toujours évidente, certaines lésions bénignes ou malignes

peuvent histologiquement ressembler a I'IDC-P.

Figure 1-13. Exemples d’hyperplasie cribriforme a cellules claires (a), d’adénocarcinome canalaire (b)

et de carcinome urothélial intracanalaire (c). Coloration H&E. Echelle : 100 pm.
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1.4.3.1. Hyperplasie cribriforme a cellules claires
L’hyperplasie cribriforme a cellules claires peut étre confondue avec I'IDC-P mais cette lésion
bénigne (conservation de I'assise basale) est typiquement caractérisée par de petites cellules
régulieres avec des cytoplasmes clairs et des noyaux de taille normale avec une chromatine
homogéne (Figure 1-13a) [3,321]. Les mitoses sont également trés rares et la comédonécrose

n’est pas observée dans ce type de Iésions [3,289,321].

1.4.3.2. Néoplasie intra-épithéliale prostatique de haut-grade (HGPIN)
La distinction entre 'HGPIN et I'IDC-P est primordiale puisque leur impact pronostique et leur

prise en charge sont opposés (voir sections 1.2.4.1. Lésions précancéreuses et 1.4.2. Impact

clinigue du carcinome intracanalaire de la prostate et réponse au traitement). Le premier requiert

un suivi et une surveillance étroite alors que le second nécessite une thérapie immédiate [322].
Tout comme I'IDC-P, I’'HGPIN présente des atypies cellulaires et peut se manifester sous forme
cribriforme. Toutefois, les contours des glandes d’"HGPIN sont généralement lisses et circulaires
et les glandes ne sont pas aussi dilatées que les glandes d’IDC-P (taille similaire aux glandes
bénignes alentours) [3,289]. De plus, les mitoses sont rares et il n’y a pas de comédonécrose dans
I’'HGPIN [3]. Malgré ces critéres morphologiques, dans certains cas, il est difficile de différencier
I'IDC-P de bas grade de ’'HGPIN. Dans ces cas, des margueurs moléculaires peuvent étre employés
pour différencier 'HGPIN de I'IDC-P. Les deux marqueurs les plus utilisées sont le gene
suppresseur de tumeur PTEN et 'oncogéne ERG. La perte de PTEN et la surexpression d’ERG ont
été observées dans 72% a 89% et 10% a 63% des lésions d’IDC-P et dans 0% a 10% et 0% a 16%

des lésions de HGPIN, respectivement [291,296,320,323-327].

Une description détaillée des marqueurs moléculaires associés a I'IDC-P se trouve dans la revue

de littérature en annexe (A1.4. Molecular markers of IDC-P).

1.4.3.3. Adénocarcinome invasif acinaire
L’adénocarcinome infiltrant d’architecture cribriforme (grade 4) ou solide (grade 5) et de type
comédonécrose (grade 5) peut ressembler a I'IDC-P; mais, contrairement a I'IDC-P, ces |ésions ne
sont pas délimitées par des cellules basales et peuvent étre trés larges [3,289]. Lorsque le

diagnostic est incertain et que les cellules basales sont difficiles a identifier, notamment lorsque

84



les cellules basales sont éparses (Figure 1-14), des marqueurs pour les cellules basales (p63 et/ou

HMW(CK) peuvent étre utilisés pour distinguer ces deux types de Iésions malignes [3].

Figure 1-14. Exemples de carcinome intracanalaire de la prostate avec une couche de cellules basales (en brun)
presque intacte (a) et avec des cellules basales discontinues ou éparses (b). Coloration: IHC pour
AMACR/p63/HMWCK, contre coloration : H&E. Echelle : 100 pm.

1.4.3.4. Adénocarcinome canalaire
L’adénocarcinome canalaire de la prostate est un type de cancer observé dans environ 6% des
cas de PCa [328]. Il peut se manifester par des patrons papillaires, cribriformes ou glandulaires, et
plus rarement solides; et présente fréquemment des mitoses et occasionnellement de la nécrose
[329-331]. Ces lésions possedent souvent une morphologie caractéristique avec des cellules
épithéliales allongées/cylindriques formant une couche de cellules d’aspect pseudostratifié
(Figure 1-13b) [329,332]. Par ailleurs, a la différence de I'IDC-P, le carcinome canalaire papillaire
possede un axe fibrovasculaire. Les Iésions canalaires sont typiquement invasives mais dans de
rares cas, elles se développent dans un canal et sont donc entourées par des cellules basales [332].
De plus, le carcinome canalaire peut co-exister avec I'IDC-P et, comme I'IDC-P, peut avoir une

architecture cribriforme, ajoutant encore plus de complexité a son diagnostic [329,333].

1.4.3.5. Carcinome urothélial intracanalaire
Le carcinome urothélial de la vessie peut s’étendre jusqu’a la prostate en se propageant dans
I'urétre prostatique puis les canaux prostatiques [332]. Dans cette situation particuliére, des nids
solides de carcinome urothélial remplissent les canaux prostatiques, imitant ainsi I'IDC-P de
patron solide (Figure 1-13c) [332]. Les criteres morphologiques suivant peuvent permettre de
distinguer le carcinome urothélial de I'IDC-P: la présence de cellules avec des cytoplasmes

squameux éosinophiles, des figures mitotiques plus nombreuses, souvent accompagnées
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d’inflammation [289]. De plus, toutes les cellules du carcinome urothéliale expriment p63 et les
HMW(CK alors que dans I'IDC-P, seules les cellules basales les expriment [334]. Ces marqueurs
peuvent étre utilisés pour distinguer les deux Iésions, ainsi que d’autres marqueurs, comme le

PSA, PSMA et Nkx3.1, qui sont spécifiques aux cellules d’origine prostatique [334,335].
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Hypotheéses et objectifs de recherche

Le carcinome intracanalaire de la prostate (intraductal carcinoma of the prostate, IDC-P) est
associé a la récidive biochimique (biochemical recurrence, BCR), a la résistance a la castration, a

la mortalité liée au cancer (1.4.2.1. Impact clinique) et a la résistance aux traitements standards

(1.4.2.2. Réponse au traitement). Pourtant, chez pres de 40% des hommes avec des IDC-P, une

BCR n’est toujours pas détectée apres cing ans de suivi [336]. Ce qui nous fait penser qu’il y a des

IDC-P plus agressifs que d’autres.
Nous émettons donc I’hypothése que :

1. L'IDC-P posséde des caractéristiques qui permettent de stratifier les patients en

catégories pertinentes pour la prise en charge.
Plus précisément, nous pensons que :

a. L'IDC-P posséde un environnement immunitaire différent de celui du cancer de la
prostate (prostate cancer, PCa) conventionnel et va fournir un apergu pour mieux

comprendre le role du systéme immunitaire dans la progression du PCa;

b. Des criteres morphologiques spécifiques sont associés a un mauvais pronostic et
peuvent étre utilisés pour séparer les patients qui progresseront rapidement
(hommes avec des IDC-P a haut risque) de ceux avec une maladie moins

agressive (hommes avec des IDC-P a faible risque).

Nos objectifs sont de :

1. Comparer l'infiltration leucocytaire dans I'IDC-P a celui dans le cancer invasif alentour et
a celui dans le tissu bénin;
a. Explorer I'association entre la densité de cellules immunitaires dans I'IDC-P et le

pronostic;

2. Identifier des criteres morphologiques dans I'IDC-P qui sont associés a la BCR.
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Chapitre 2 - Infiltration leucocytaire du carcinome

intracanalaire de la prostate : une étude exploratoire

Leukocytic infiltration of intraductal carcinoma of the prostate: an exploratory study

Article publié dans Cancers (Basel). 2023 Apr 9; 15(8), 2217; doi: 10.3390/cancers15082217.

2.1. Résumé en frangais

Le carcinome intracanalaire de la prostate (intraductal carcinoma of the prostate, IDC-P) est un
sous-type histologique agressif du cancer de la prostate (prostate cancer, PCa) détecté dans
environ 20% des spécimens de prostatectomie radicale (radical prostatectomie, RP). Comme
I'IDC-P a été associé aux déces liés au PCa et a une mauvaise réponse aux traitements standards,
le but de cette étude était d'explorer l'infiltrat immunitaire de I'IDC-P. Des lames colorées a
I'hématoxyline et a I'éosine de 96 patients atteints de PCa localement avancés ayant subi une RP
ont été examinées pour identifier I'IDC-P. Les cellules immunitaires exprimant CD3, CD8, CD45R0,
FoxP3, CD68, CD163, CD209 et CD83 ont été marquées par immunohistochimie. Pour chaque
lame, le nombre de cellules positives par mm? dans le tissu bénin, la marge tumorale, le cancer
et I'IDC-P a été calculé. L'IDC-P a été retrouvé chez 33 patients (34%). L'infiltrat immunitaire global
entre les patients IDC-P positifs et IDC-P négatifs était similaire. Cependant, les lymphocytes T
régulateurs FoxP3* (p < 0,001), les macrophages CD68* et CD163* (p < 0,001 pour les deux) et les
cellules dendritiques CD209* et CD83* (p = 0,002 et p = 0,013, respectivement) étaient moins
abondants dans I'IDC-P par rapport au PCa adjacent. De plus, les patients ont pu étre stratifiés en
patients avec des IDC-P immunologiquement « froids » ou immunologiquement « chauds », selon
la densité des cellules immunitaires dans I'IDC-P total ou dans les points chauds immunitaires (ou
« immune hotspots »). Par ailleurs, les points chauds immunitaires CD68/CD163/CD209 ont prédit
la progression a une maladie métastatique (p = 0,014) et les déces liés au PCa (p = 0,009), dans
des analyses de survie de Kaplan-Meier. D'autres études dans de plus grandes cohortes sont
nécessaires pour confirmer I'utilité clinique de I'évaluation de l'infiltrat immunitaire de I'IDC-P
pour mieux prédire le pronostic des patients et améliorer I'immunothérapie chez les patients avec

des PCa mortels.


https://doi.org/10.3390/cancers15082217

2.2. Introduction

Despite the tremendous advances made in cancer immunotherapy in the last decade [238,337,338],
the efficacy of immunological approaches remains modest for advanced prostate cancer (PCa)
[274,279,339]. Sipuleucel-T, an autologous cellular-immunotherapy vaccine based on antigen-
presenting cells (APC), was approved by the Food and Drug Administration (FDA) in 2010 for the
treatment of advanced PCa; Sipuleucel-T offers a slight 4-month overall survival benefit compared
to placebo in men with metastatic castration-resistant PCa (mCRPC) [258]. More recently, a
checkpoint inhibitor, pembrolizumab, was approved by the FDA for cancers with high
microsatellite instability or mismatch-repair deficiency, regardless of the tumor origin [340].
However, barely 3% of men with advanced PCa have such alterations [341]. Other immunotherapy

drugs have yet to be approved.

Although ongoing clinical trials are exploring immunotherapy-based combinatorial strategies for
advanced PCa, it is crucial to better understand the immune response associated with PCa to
better identify men who could benefit from these approaches. Most studies evaluating the
immune infiltrate of PCa focused on T lymphocytes and found that a higher expression of tumor-

infiltrating lymphocytes (TILs) is associated with worse PCa prognosis [342-347].

Intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) is an aggressive histologic entity of PCa associated
with poor prognosis [320]. It is characterized by the proliferation of malignant prostatic epithelial
cells in pre-existing prostatic ducts [91]. Current evidence suggests that most IDC-P arises from
the retrograde invasion of conventional prostatic adenocarcinoma into prostatic ducts
[285,297,348]. In a systemic review of 38 PCa cohorts, Porter et al. found that the prevalence of
IDC-P increased from 2.1% in low-risk PCa patients to 36.7% in high-risk PCa patients, even
reaching 56.0% in patients with metastatic disease [302]. Accordingly, men with IDC-P tend to have
more advanced PCa, as shown by their higher pathologic (p) T stages and higher Gleason scores
[284,303,304]. Furthermore, IDC-P still independently predicts biochemical recurrence (BCR) and
the development of metastasis and CRPC [285,302,306,312] and it has been linked to poor responses
to treatment and worse PCa-specific and overall survival [292,293,307,309,311,349-351]. There is

currently no consensus on the clinical management of IDC-P [352-354].
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Because of its association with lethal PCa and its resistance to current therapies, we believe that
the immune infiltrate of IDC-P is distinct from that in surrounding tissues, and that its evaluation
will allow a better understanding of the microenvironment of advanced PCa. Here, we show that
the immune infiltrate of IDC-P is different from that found in the adjacent invasive carcinoma. In
addition, we found that the immune infiltrate in IDC-P can be categorized as “cold”,
“intermediate” or “hot”, depending on the immune-cell densities averaged in the total IDC-P or
in IDC-P-immune hotspots. We found that the patients with “hot” CD68-, CD163- and CD209-

immune hotspots experienced shorter metastasis-free and PCa-specific survival.

2.3. Materials and methods

2.3.1. Patients and ethics
Radical prostatectomy (RP) specimens from 96 men with locally advanced hormone-naive PCa
who underwent surgery between 1996 and 1998 at the CHU de Québec-Université Laval were
included in this study. Locally advanced PCa was defined as either pT3- or pT4-stage PCa or pT2-
stage PCa with positive margins. Each participant signed an informed consent form to participate
at the local cancer biobank (URO-1 biobank), allowing the use of their tissues and clinical and
pathological data for cancer research. This study was conducted following approval by the CHU
de Québec-Université Laval Research Ethics Committee (research project 2012-1059) and the

CHUM Research Ethics Committee (research project MP-02-2018-7450).

2.3.2. Selection of the representative blocks and identification of

intraductal carcinoma of the prostate
Hematoxylin and eosin (H&E) slides were reviewed to select one representative formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissue block per patient. The corresponding H&E slide had to be
representative of the grade group (GG) assigned at diagnosis, containing between 30% and 70%
of cancer and as small a number of calcifications as possible; furthermore, the selected block had

to allow at least eight additional tissue sections.

The presence of IDC-P was assessed on the selected H&E slides by one trained observer (M.-K.D.)
and a pathologist with expertise in IDC-P (D.T.). Intraductal carcinoma of the prostate was
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identified when cancer cells invaded the lumen of obvious pre-existing ducts to form dense-to-
solid cribriform patterns or loose patterns, provided that either marked pleomorphism, frequent
mitotic activity, comedonecrosis or abnormally large nuclei were present, as defined by Guo and

Epstein [285].

2.3.3. Immunohistochemistry

Consecutive 5-um-thick sections of the selected FFPE block were cut, dried overnight at 37 °C and
deparaffinized. Heat-induced antigen retrieval was performed using a PT Link (Dako, Burlington,
ON, Canada) at 92 °C for 20 min in citrate buffer, pH 6.1 (EnVision™ FLEX, K8004, Dako), for CD3,
CD45R0, CD68 and CD209 stainings or Tris/EDTA, pH 9 (EnVision™ FLEX, K8005, Dako), for CDS,
FoxP3, CD163 and CD83 stainings. Slides were then incubated for 10 min in 3% hydrogen
peroxide. Using the IDetect Super Stain Horseradish Peroxidase (HRP) polymer kit (ID Labs,
London, ON, Canada), slides were first incubated for 10 min with Super Block blocking buffer and
then with primary antibodies at room temperature (Table 2-1). With washes between each step,
slides were then incubated for 30 min with HRP-polymer-conjugated antibodies and for 5 min
with 3,3’-diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride solution. Lastly, slides were counterstained
with hematoxylin, dehydrated and mounted with MM 24 low-viscosity mounting medium (Leica

Microsystems, Hurham, NC, USA).

Table 2-1. Primary antibodies used in this study.

Antibody Clone Company Dilution Incubation time
Anti-CD3 SP7 Abcam, Toronto, ON, Canada 1/500 Overnight
Anti-CD8 4B11 Novocastra, Newcastle upon Tyne, England 1/600 Overnight
Anti-CD45RO  UCHL-1 Abcam, Toronto, ON, Canada 1/6000 Overnight
Anti-FoxP3  236A/E7 Abcam, Toronto, ON, Canada 1/600 Overnight
Anti-CD68 KP1 Abcam, Toronto, ON, Canada 1/800 2 hours
Anti-CD163 2G12 Abcam, Toronto, ON, Canada 1/2000 1 hour
Anti-CD209 120612 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 1/80 Overnight
Anti-CD83 1H4B Novocastra, Newcastle upon Tyne, England 1/200 Overnight

2.3.4. Quantification of immunohistochemistry staining

The immunohistochemistry (IHC) slides were scanned using a Nanozoomer whole-slide scanner

(Hamamatsu, Bridgewater, NJ, USA).
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For each slide, 10 high-power fields at 200x magnification (0.460 mm?), or less when less tissue
was available, were randomly selected in isolated benign areas (containing ducts), tumor margins
(areas on the periphery of the tumor) and within the cancer. The number of positive cells in each
area was then calculated using one of the two following methods: manual use of the NDP.view2
software (Hamamatsu Photonics) by two trained observers (O.E.M. and H.L.); or manually by one
trained observer (O.E.M) and in a semi-automatic fashion through the Calopix software (TRIBVN
Healthcare, Chatillon, France). Ten percent of the slides were reviewed by an experienced

pathologist (B.T.).

Positive cells in IDC-P were quantified using the NDP.view2 software (Hamamatsu Photonics). On
slides containing IDC-P, each individual IDC-P lesion was encircled using the freehand-region tool
in NDP.view2, and positive cells were manually counted by a trained observer (M.-K.D.) to obtain
the number of positive cells/mm? for each IDC-P lesion and the mean number of positive
cells/mm? in the total IDC-P of the slide. Immune hotspots were defined as the highest number
of positive cells/mm?in IDC-P lesions with an area greater than the median area of all IDC-P

lesions on the slide. Slides were reviewed by an experienced pathologist (D.T.).

The observers were blinded to the clinical outcomes of the patients.

2.3.5. Clinical-data collection and endpoints

Age, pre-operative prostate-specific antigen (PSA) serum concentrations, pT stage, modified
Gleason grading system/GG grading [91,99] and margin status were collected from patient files.
Clinical follow-up data were collected from the day of RP. Biochemical recurrence was defined as
two consecutive PSA test results over 0.3 ng/mL after RP, one PSA test result over 0.3 ng/mL after
post-operative treatment or any increase in serum PSA that required post-operative treatment
by a urologist. Castration-resistant prostate cancer was defined as disease progression, including
rise in serum PSA and development of metastases, despite castrate levels of serum testosterone
[355]. Definitive androgen deprivation therapy (ADT) was defined as any hormonotherapy that
was given to a patient as primary treatment (not neoadjuvant or adjuvant) after suspected or

confirmed disease progression.
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2.3.6. Statistical analysis
Data analyses were conducted using IBM SPSS Statistics for Windows, version 28.0 (Armonk, NY,
USA: IBM Corp.), according to the REMARK guidelines [356]. Descriptive statistical analysis for
guantitative variables used mean, median, standard deviation, standard error, inter-quartile
range (IQR) and, for qualitative variables, percentage. Univariate analyses were performed using
the independent-samples t-test, Mann—Whitney U test, Welch’s t-test, Pearson’s chi-square test,
Fisher’s exact test and the paired-samples sign test. To evaluate the correlation between cell
densities, we performed Pearson correlations [357]. The Benjamini—Hochberg procedure was used
to control for multiple comparisons with a 10% false-discovery rate. Time to BCR, metastasis,
CRPC, definitive ADT, PCa-specific death and overall survival were measured from the date of RP
until the date of the event or last follow-up date; these events were evaluated using the Kaplan—
Meier method and log-rank test. Statistical significance was established for two-sided p-values <

0.05.

Bar charts were generated in Excel (Microsoft Corporation, version 18.2301.1131.0). Survival
curves were created in IBM SPSS Statistics. Other charts were built using R (R Core Team, 2022,
Vienna, Austria) and RStudio (RStudio Team, 2022, Boston, MA, USA). The ggplot2 [358] and
ggbreak [359] packages were used to generate jitter plots and parallel coordinates charts, while
the plot function was used to generate correlation matrix and the heatmap.2 function of the

gplots package [360] was used for heatmap and hierarchical clustering.

2.4. Results

2.4.1. Clinicopathological characteristics of patients
The clinicopathological characteristics of the 96 patients included in this study are presented in
Table 2-2. A total of 33 patients (34%) had IDC-P on their selected block. The patients in the IDC-
P-negative group and in the IDC-P-positive group had similar median follow-ups of 15.8 years and
14.3 years (p =0.105), respectively. As expected, the presence of IDC-P was associated with higher
pT stages (p < 0.001) and GGs (p = 0.001). Indeed, the pT3b and pT4 stages were found in 58%
(19/33) of the patients in the IDC-P-positive group compared to 21% (13/63) of the patients in the
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IDC-P-negative group. Furthermore, high grades (GGs 4 and 5) were diagnosed in 36% (12/33) of
the patients from the IDC-P-positive group compared to 10% (6/63) of the patients from the IDC-
P-negative group. Accordingly, the men with IDC-P had higher rates of lymph-node involvement
(42% vs. 21%, p = 0.032). Moreover, IDC-P was associated with the development of BCR (73% vs.
35%, p <0.001), CRPC (36% vs. 8%, p < 0.001) and metastases (39% vs. 6%, p < 0.001). In addition,
IDC-P was associated with higher rates of PCa-specific death (33% vs. 5%, p < 0.001) and overall
death (73% vs. 41%, p = 0.005). No statistically significant differences were found in the rates of

positive margins (p = 1.000) and lymphovascular invasion (p = 0.332) between the two groups.

Table 2-2. Clinicopathological characteristics of patients according to the presence or absence of
intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) on representative slides.

IDC-P status
. Total cohort - —
Characteristics Negative Positive
n =96 (%) n =63 (%) n =33 (%) p-Value
Mean age at diagnostic (SD) 63.5 (5) 62.8 (5) 64.9 (5) 0.064 @
Mean pre-operative PSA (SD) 13.4 (14) 13.6 (16) 12.9 (10) 0.889°
Stage pT, n (%) <0.001°"
pT2 32(33) 26 (41) 6 (18)
pT3a 32(33) 24 (38) 8 (24)
pT3b 30(31) 13 (21) 17 (52)
pT4 2(2) 0 2 (6)
Grade group, n (%) 0.001°
1 45 (47) 37 (59) 8 (24)
2 24 (25) 14 (22) 10 (30)
3 9(9) 6 (10) 3(9)
4 10 (10) 3 (5) 7 (21)
5 8(8) 3 (5) 5(15)
Lymph-node involvement, n (%) 27 (28) 13 (21) 14 (42) 0.032¢
Lymphovascular invasion, n (%) 25 (26) 14 (22 11 (33) 0.332¢
Positive margins, n (%) 75 (78) 49 (78) 26 (79) 1.000 ¢
Biochemical recurrence, n (%) 46 (48) 22 (35) 24 (73) <0.001¢
Castration-resistant PCa, n (%) 17 (18) 5(8) 12 (36) <0.001¢
Metastasis, n (%) 17 (18) 4 (6) 13 (39) <0.001¢
PCa-related death, n (%) 14 (15) 3(5) 11 (33) <0.001°¢
Overall death, n (%) 50 (52) 26 (41) 24 (73) 0.005 ¢
Median follow-up in years (IQR) 15.5 (10-19) 15.8 (10-19) 14.3 (8-18) 0.105°

IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; SD: standard deviation; PSA: prostate-specific antigen; PCa: prostate
cancer; IQR: inter-quartile range. Bold entities indicate statistically significant p-values. Independent samples t-test,
b Mann-Whitney U test; ¢ Welch'’s t-test; ¢ Pearson’s chi-square; © Fisher’s exact test.
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2.4.2. Quantification of CD3*, CD8*, CD45R0O", FoxP3*, CD68*, CD163",

CD209* and CD83* cells in benign tissues, margins, cancer and IDC-P
The immune cells were detected through the immunohistochemical staining of CD3 (T
lymphocytes), CD8 (cytotoxic T lymphocytes), CD45RO (memory T cells), FoxP3 (regulatory T
cells), CD68 (macrophages), CD163 (M2-type macrophages), CD209 (immature dendritic cells)
and CD83 (mature dendritic cells) (Figure 2—1). The FoxP3 expression was localized in the nuclei
of the T cells, whereas CD3, CD8, CD45R0, CD209, CD83, CD68 and CD163 expression was
localized in the cell membrane. These eight markers were quantified in isolated benign tissues,

cancer margins and within the whole cancer area (regions with invasive carcinoma selected

randomly and independently of the presence of IDC-P).

% A

' S asopm

Figure 2-1. Example of immunohistochemical staining for CD3, CD8, CD45R0, FoxP3, CD209, CD83, CD68 and CD163
in cancer, including intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P, asterisks), of the same tissue block. Scale
bar: 250 um.

The average cell densities (mean number of positive cells per mm?) ranged from 3 to 836 for CD3,
4 to 163 for CDS8, 1 to 238 for CD45RO0, 0 to 45 for FoxP3, 1 to 335 for CD68, 0 to 280 for CD163,
0 to 59 for CD209 and 0 to 40 for CD83 (Figure 2-2). The cell densities tended to be higher in the
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margins compared to the benign and cancer compartments, except for the CD68* macrophages,
which tended to be more abundant in the cancer compartment and the CD83* dendritic cells in
benign tissues (p > 0.05). Furthermore, no significant differences were seen in the mean ranks of
the immune cells between the IDC-P-negative and the IDC-P-positive samples in the same
compartment, excluding the FoxP3* cells, which were more abundant in the margins of the IDC-

P-positive samples (mean ranks: 55.0 vs. 41.0, U = 608, p = 0.016) (Figure 2-2).
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Figure 2-2. Leucocyte densities depending on IDC-P status. Dots represent individual patients. Horizontal bars
represent medians. For each compartment, mean ranks according to IDC-P status were compared using the
Mann—Whitney U test. * p = 0.016.

Next, to further evaluate the inflammation associated with IDC-P, we specifically assessed the
immune infiltrate within the IDC-P areas (Figure 2—1). The mean area of IDC-P per slide was 6.5
mm? and the median was 3.2 mm?, with a minimum area of 0.1 mm? and a maximum area of 25.6
mm?2. The immune infiltrate of IDC-P varied broadly between samples for CD3, CD8, CD45R0 and
CD68, with median (range) counts of 48 (6—244)/mm?, 39 (5-174)/mm?, 38 (8—150)/mm? and 44
(12-211)/mm?, respectively. Only a small portion of macrophages in the IDC-P seemed to express

CD163, with a median count of 4 (0-51)/mm?. By contrast, FoxP3*, CD209* and CD83" cells were
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scarce in the IDC-P, ranging from 0 to 15 cells/mm?, 0 to 4 cells/mm?and 0 to 4 cells/mm?,

respectively.

When we compared the cell densities in the IDC-P to the other compartments, we found
significant differences. Paired-samples sign tests were conducted to assess the variations in the
mean number of immune cells within the same slide and the results are presented in Figure 2-3.
Regardless of the compartment, benign, margins or cancer, CD163* macrophages (p < 0.001 for
all three compartments) and CD209* (p < 0.001 for benign and margins and p = 0.002 for cancer)
or CD83* (p < 0.001 for benign and margins and p = 0.013 for cancer) dendritic cells were typically
less abundant in the IDC-P (Figure 2-3). Furthermore, CD68* macrophages (p = 0.036 for margins
and p < 0.001 for cancer) and FoxP3* regulatory T lymphocytes (p < 0.001 for both) were typically
less abundant in the IDC-P compared to margins and cancer (Figure 2-3b and c). Notably, except
for the CD68* macrophages, which were generally more abundant in the cancer than in the tumor
margins, leucocytes were typically more abundant in the tumor margins than in the cancer (Figure

2-3b and ¢, and supplementary Figure 2—S1 and Figure 2-S2).

Interestingly, no significant differences were found between the variations in the mean number
of T lymphocytes (CD3*, CD8*, CD45R0O* and FoxP3*) and CD68* macrophages in the IDC-P
compared to the benign tissues (Figure 2—3a). Indeed, as shown in Figure 2-3, the decrease in
the densities of the T cells in the IDC-P was more balanced, with a considerable number of
patients having more positive cells in IDC-P tissues compared to benign tissues. Furthermore,
most of the patients had more CD3* (p = 0.006) and CD8* (p = 0.004) T cells and tended to have
more CD45R0* T cells (p = 0.052) in the margins compared to IDC-P (Figure 2—-3b); while the CD3*,
CD8* and CD45RO* cell densities were less often decreased in IDC-P tissues compared to cancer
or benign tissues (Figure 2—3a and c), resulting in a non-significant difference between the two
compartments. Notably, we observed CD45R0O* cell clusters surrounding the IDC-P tissues in 56%
(15/27) of the cases and the number of CD45RO* cells/mm?in the IDC-P increased with the
presence of surrounding CD45R0" cell clusters (mean CD45RO*/mm?2 +SD:63 +45vs.32+19,p =
0.025).
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Parallel coordinate plots showing the changes in cell density for each IDC-P-positive patient in the

general cancer or in the margins compared to the other compartments are available in the

supplementary materials (supplementary Figure 2—S1 and Figure 2-S2).
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Figure 2-3. Parallel coordinate plots showing the changes in cell density for each IDC-P-positive patient between the

IDC-P compartment and benign tissues (a), margins (b) and cancer (c). Paired-samples sign tests were

performed. Bold entities indicate statistically significant p-values. IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate.

2.4.3. Correlation between immune-cell densities in IDC-P

Unsurprisingly, we found a strong correlation between the CD3*-T-lymphocyte densities and

those of the CD8* cytotoxic T lymphocytes (r =0.90, p < 0.001), CD45RO* memory T lymphocytes

(r=0.87, p <0.001) and FoxP3* regulatory T lymphocytes (r = 0.72, p < 0.001) in the IDC-P tissues

(Figure 2—-4a). The CD8* and CD45R0O* T-cell densities were also strongly correlated in the IDC-P

tissues (r = 0.80, p < 0.001). The CD163*-M2-type-macrophage densities were not significantly
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correlated with the CD68* cells (r =0.27, p = 0.196; Figure 2—-4b), nor were the CD209* and CD83*
dendritic cells (r = 0.13, p = 0.514; Figure 2-4c). Interestingly, the T-lymphocyte densities in the
IDC-P tissues were moderately correlated with the CD163*-M2-macrophage densities (r =
0.59, p = 0.002; Figure 2-4b) and, albeit to a lesser extent, with those of the CD83* mature
dendritic cells (r = 0.48, p = 0.013) (Figure 2—-4c) and CD68* macrophages (r = 0.41, p = 0.047,;
Figure 2—-4b) but not with those of the CD209* immature dendritic cells (r =0.02, p = 0.938; Figure

2-4c¢).
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Figure 2—4. Linear regression and Pearson correlation for cell densities between the different cell types
in IDC-P. Correlation between T cells and T cell subtypes (a), macrophages and T cells (b) and
dendritic cells and T cells (c). Dots represent individual patients. Bold entities indicate
statistically significant correlation.
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2.4.4. Clustering of IDC-P-positive patients according to immune-cells

densities

The mean numbers of positive cells per mm? according to the patients’ outcomes after five and
10 years of follow-up are presented in Figure 2-5. No significant differences were seen in the
mean ranks of the leukocytes in the IDC-P tissues between patients with different outcomes,
except for CD68* cells, which were more abundant in the men who died of their PCa (mean ranks:
18.0vs. 10.2, U = 21, adjusted p = 0.047) and the men who died regardless of cause (mean ranks:
17.8 vs. 12.7, U = 40, adjusted p = 0.047) within 10 years (Figure 2-5b).

We further explored the immune infiltrate of IDC-P by examining the immune signatures of each
patient according to the average immune-cell densities in the total IDC-P. Three patients were
excluded due to the absence of more than three IHC slides. The mean numbers of positive
immune cells per mm?in the IDC-P tissues were standardized using z-score normalization to
generate a heatmap representing the unsupervised hierarchical clustering of both the rows and
the columns. Two main groups were identified according to the expression of the eight immune-
cell markers: men with a low expression of immune markers, hereafter referred to as “cold” IDC-
P; and men with a higher expression of immune markers, hereafter referred to as

“hot/intermediate” IDC-P (Figure 2—6).

The median follow-up of the 30 patients with IDC-P was 164 months (IQR: 89—-209). We generated
Kaplan—Meier curves to explore the association between the expression of the immune markers
and the clinical outcomes, according to the two groups: “cold” or “hot/intermediate” IDC-
P (Figure 2—6b). Although, in this small cohort, statistical significance was not reached, there was
a trend toward better prognoses for patients with immunologically “cold” IDC-P. Only 19% of the
men with “hot/intermediate” IDC-P were BCR-free after 10 years of follow-up compared to twice
as many men with “cold” IDC-P. The need for definitive ADT, which is an indication of recurrence,
was also lower in the “cold” IDC-P group (10-year definitive ADT-free survival rates: 70% for the
“cold” group vs. 43% for the “hot/intermediate” group). At ten years of follow-up, 32% of the
patients with “cold” IDC-P developed CRPC, 25% developed metastasis and 25% died of their PCa

compared to 35%, 41% and 31% of the patients with “hot/intermediate” IDC-P, respectively.
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Finally, under one third of the men with “cold” IDC-P died within 10 years of follow-up, compared

to nearly half of the patients with “hot/intermediate” IDC-P.
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Figure 2-5. Bar charts representing the mean number of positive T cells (a) and antigen-presenting cells (b) in the
total IDC-P according to patients’ outcomes five and ten years post-surgery. Error bars represent standard
errors. For each cell marker, mean ranks according to survival status were compared using the Mann—
Whitney U test and Benjamini-Hochberg corrections were applied to control for multiple comparisons.
* Statistically significant p-values. ADT: androgen-deprivation therapy; BCR: biochemical recurrence; CRPC:
castration-resistant prostate cancer; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; PCa: prostate cancer.
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Figure 2-6. Hierarchical clustering of the eight immune-cell markers according to average cell densities in the total
IDC-P (a) and Kaplan—Meier curves exploring survival rates of patients with immunologically “cold” IDC-P (blue)
and patients with immunologically “hot/intermediate” IDC-P (red) (b). (a) On the left side: cell-density scale from
dark blue (low) to dark red (high). Each row corresponds to a patient and missing slides/quantification data are
represented by black squares. The IDC-P-positive patients with more than three missing quantification data were
excluded, bringing the total number of patients to 30. (b) The p-values were calculated using the log-rank test.
Three-, five- and ten-year survival rates are indicated in the bottom left of each graph. ADT: androgen-
deprivation therapy; BCR: biochemical recurrence; CRPC: castration-resistant prostate cancer; IDC-P: intraductal
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carcinoma of the prostate; PCa: prostate cancer.
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We then examined the association between the cell densities in the IDC-P-immune hotspots and
prognosis. The dependence of the mean numbers of cells per mm? on the outcomes after five and
10 years of follow-up are illustrated in Figure 2-7. No significant differences were seen in the T-
cells densities between the groups (Figure 2—7a). However, higher densities were seen in the
hotspots in the patients who died of their cancer or of other causes within five years for
CD68* macrophages (mean ranks: 24.3 vs. 12.7, U = 5, adjusted p = 0.035 and mean ranks: 23.8
vs. 13.0, U = 11, adjusted p = 0.035, respectively) or within 10 years for CD163* macrophages
(mean ranks: 18.7 vs. 9.9, U = 16, adjusted p = 0.012 and mean ranks: 20.6 vs. 10.6, U = 27,
adjusted p = 0.006, respectively) (Figure 2-7b). Greater CD163*-cell densities were also
associated with the development of metastasis during the first 10 years of follow-up (mean ranks:
17.3vs.10.1, U = 26, adjusted p = 0.035) (Figure 2-7b). Furthermore, higher CD209*-cell densities
predicted the need for definitive ADT within five (mean ranks: 21.9 vs. 12.4, U = 29, adjusted p =
0.005) and 10 years (mean ranks: 18.4 vs. 11.0, U = 40, adjusted p = 0.031) (Figure 2-7b).

The immune signatures of the patients were generated using the cell densities of the three
markers significantly associated with prognosis in the IDC-P-immune hotspots CD68, CD163 and
CD209. One additional patient was excluded due to the absence of more than one IHC slide. Again,
the cell densities in the IDC-P tissues were standardized using z-score normalization to generate
a heatmap representing unsupervised hierarchical clustering. Two main groups were identified
according to the expression of the three immune-cell markers in the hotspots: men with a low or
intermediate expression of immune markers, constituting the “cold/intermediate” group; and
men with a higher expression of immune markers, constituting the “hot” group, largely due to

the presence of macrophages (Figure 2—8a).

We also generated Kaplan—Meier curves to explore the association between the expression of
CD68, CD163 and CD209 and the clinical outcomes, according to the two groups:
“cold/intermediate” or “hot” IDC-P hotspots (Figure 2—-8b). The median follow-up of the 29
patients was 172 months (IQR: 96—209). Higher expressions of immune APC still tended to be
associated with worse prognoses. Despite our small number of patients, we found that the
median time to metastasis (humber of events = 11) and PCa-related death (number of events =

10) was significantly shorter in the patients with “hot” APC hotspots (65 months, 95% confidence
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interval (Cl): 0-184 vs. median survival not yet reached in patients in the “cold/intermediate”

group, with p = 0.014 for metastasis; and 98 months, 95% Cl: 0—262 vs. median survival not yet

reached in patients in the “cold/intermediate” group, with p = 0.009 for PCa-specific death)

(Figure 2-8b).
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Figure 2-7. Bar charts representing the mean number of positive T cells (a) and antigen-presenting cells (b) in IDC-P-

immune hotspots according to patients’ outcomes five- and ten-years post-surgery. Error bars represent

standard errors. For each cell marker, mean ranks according to survival status were compared using the Mann—

Whitney U test and Benjamini—Hochberg corrections were applied to control for multiple comparisons.

* Statistically significant p-values. ADT: androgen-deprivation therapy; BCR: biochemical recurrence; CRPC:

castration-resistant prostate cancer; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; PCa: prostate cancer.
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Figure 2—-8. Hierarchical clustering of the three selected immune-cell markers according to cell densities in hotspots
(a) and Kaplan—Meier curves exploring survival rates of patients with immunologically “cold/intermediate” IDC-
P (blue) and patients with immunologically “hot” IDC-P (red), depending on the density in hotspots (b). (a) On
the left side: cell-density scale from dark blue (low) to dark red (high). Each row corresponds to a patient and
missing slides/quantification data are represented by black squares. One IDC-P-positive patient with two missing
quantification data was excluded, bringing the total number of patients to 29. (b) The p-values were calculated
using the log-rank test. Three-, five- and ten-year survival rates are indicated in the bottom left of each graph.
ADT: androgen-deprivation therapy; BCR: biochemical recurrence; CRPC: castration-resistant prostate cancer;
IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; PCa: prostate cancer.
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When clinico-pathological characteristics of patients with immunologically “cold”, “intermediate”
or “hot” IDC-P were compared, extraprostatic extension was the only characteristic that was

found to be more frequent in the “cold” total-IDC-P group than in the “hot/intermediate” total-

IDC-P group (88% vs. 54%, p = 0.049; Table 2-3).

Table 2-3. Association of clinical and pathological variables with immunologically “cold”, “intermediate” or “hot”

IDC-P.
Total IDC-P CD68/CD163/CD209 hotspots
_— Cold Hot and Cold and Hot
Characteristics . . - . . p-

intermediate Value intermediate Value

n=17 n=13 n=22 n=7
Mean age at diagnostic (SD) 64.6 (5) 65.5 (6) 0.650° 65.9 (5) 61.7 (7) 0.149°
Mean pre-operative PSA (SD) 11.4 (9) 13.5 (10) 0.476° 13.4 (10) 8.7 (4) 0.524°
Stage pT *, n (%) 1.000 @ 0.162°

pT2 2(12) 3(23) 4 (8) 1(14)

pT3a 6 (35) 2 (15) 8(36) 0(0)

pT3b-pT4 9 (53) 8(62) 10 (46) 6 (86)
Grade group *, n (%) 0.575° 0.182°

1-2 10 (59) 6 (46) 14 (64) 2 (29)

3 1(6) 1(8) 1(5) 1(14)

4-5 6 (35) 6 (46) 7 (32) 4 (57)
Lymph-node involvement, n (%) 6 (35) 7 (54) 0.460° 8 (36) 4(57) 0.403 ¢
Lymphovascular invasion, n (%) 5(29) 5(39) 0.694 ¢ 6 (27) 3(50) 0.352°¢
Positive margins, n (%) 13 (77) 12 (92) 0.355°¢ 17 (77) 7 (100) 0.296°¢
Extraprostatic extension, n (%) 15 (88) 7 (54) 0.049°¢ 17 (77) 4 (57) 0.357°¢
Seminal vesicle invasion, n (%) 10 (59) 8 (62) 1.000° 11 (50) 6 (86) 0.187°¢
Median follow-up in years (IQR) 16.5 (8-18) 12.4 (5-16) 0.263° 15.3 (8-19) 8.2 (2-17) 0.149°

IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; SD: standard deviation; PSA: prostate-specific antigen; PCa: prostate cancer; IQR:
inter-quartile range. * pT3b—pT4 stages and grade groups 1-2 and 4-5 were combined because of the small number of patients.

Bold entities indicate statistically significant p-values.  Mann—Whitney U test;  Pearson’s chi-square; ¢ Fisher’s exact test.

Notably, four men were in both the “hot/intermediate” IDC-P group, according to the cell
densities in the total IDC-P (n = 13) and in the “hot” IDC-P group, according to the hotspots (n =
7). In addition, three out of the seven men (43%) in the latter group had comedonecrosis in at
least one of their slides (CD68: one slide, comedonecrosis in 3/196 affected ducts; CD163: one

slide, comedonecrosis in 2/78 affected ducts, CD209: two slides, comedonecrosis in 1/190 and

1/111 affected ducts) and only CD68* cells were found in the necrotic region of one slide.
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2.5. Discussion

Intraductal carcinoma of the prostate is linked to metastasis and lethality in PCa [320]. In this
exploratory study, we are the first to assess the immune infiltrate of IDC-P, an aggressive
histologic subtype of PCa characterized by the growth of cancer cells within the prostatic ducts.
We found that the immune microenvironment of IDC-P is distinct from that of the adjacent
invasive carcinoma. Specifically, CD163* M2-type macrophages and CD68* macrophages, FoxP3*
T cells and CD209* and CD83* dendritic cells are often less abundant in IDC-P than in the adjacent
invasive PCa. Furthermore, the IDC-P patients were separated into groups, according to the
immune-cell densities in the total IDC-P or in the IDC-P-immune hotspots. Regardless of category,
patients with “colder” IDC-P tend to have better survival rates than patients with more leucocytes
in IDC-P. Moreover, we found an association between the development of metastasis and PCa-
specific death in men with higher expressions of CD68, CD163 and CD209 in IDC-P-immune

hotspots.

Until now, TILs in PCa were assessed in areas containing conventional invasive carcinoma, or
without addressing the presence of IDC-P. However, IDC-P alone has been associated with shorter
disease-specific survival in men with localized PCa and men with high-risk PCa [320], making it an
attractive lesion in which to study the immune response associated with lethal PCa. We found
that the immune infiltrates of IDC-P were mainly reduced compared to randomly selected regions
in the benign tissues, the tumor margins and, most importantly, in the adjacent invasive cancers.
An explanation for this could be related to the association of IDC-P with hypoxia [361]. Indeed,
hypoxic environments are believed to be highly immunosuppressive [362]. Furthermore, in our
study, the immunosuppressive environment in IDC-P was even more pronounced in association
with APC (dendritic cells and macrophages). These findings suggest that the immune environment
of IDC-P is different from those in the adjacent carcinoma and other surrounding tissues, and
might be better suitable for the study of the tumor microenvironment in the context of aggressive

PCa.

Most studies assessing tumor-infiltrating immune cells in PCa and clinical outcomes suggested

that the high expression of TILs is associated with poor prognosis. The first studies on this topic
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date back to the 1990s, when Vesalainen et al. [363] and then Irani et al. [364] visually semi-
quantified TILs in H&E-stained PCa tissues. The first group (n = 325) found that a low expression
of TILs was associated with the development of distant metastasis (univariate analysis: p = 0.016)
and with lethal disease in patients without metastasis at diagnosis (multivariate hazard ratio (HR):
0.67, Cl: 0.47-0.95, p = 0.012) and patients with organ-confined disease and without metastasis
at diagnosis (multivariate HR: 0.44, 95% Cl: 0.23-0.84, p = 0.041) [363]. The second group (n = 161)
found that a high expression of stromal TILs was associated with an increased risk of post-RP BCR

(multivariate relative risk (RR): 2.35, 95% Cl: 1.08-5.08, p = 0.03) [364].

From the 2000s onwards, the quantification of leucocytes on IHC-stained PCa tissues was
performed, with most studies focusing on T lymphocytes. Ness et al. [342] found that a high
expression of CD8* in the epithelial compartment and in the total tumor was an independent
predictor of shorter BCR-free survival in tissue microarrays (TMAs) from 535 RP specimens
(multivariate HR: 1.45, Cl 95%: 1.03-2.03, p =0.032 and multivariate HR: 1.57, ClI 95%: 1.13-
2.17, p=0.007, respectively). However, in their cohort of 11 RP and 68 transurethral-resection-
tissue specimens, McArdle et al. [343] noted that an increased density of CD4* cells, but not of
CD8* cells, was independently associated with poorer disease-specific survival (multivariate HR:
2.29,95% Cl: 1.25-4.22, p = 0.008). Using a digital approach, Richardsen et al. [344] observed that
men with metastatic PCa (n = 32) had a higher expression of CD3* T cells in the epithelial (p =
0.007) and stromal (p < 0.0001) compartments than men with non-metastatic disease (n = 27).
Kérja et al. [345] added B lymphocytes in their study and found that high expressions of CD4*, CD8*
and CD20* were independent predictors of shorter BCR-free survival in TMAs from 188 RP
specimens (multivariate HR: 0.18, 95% Cl: 0.07-0.44, p = 0.012). Furthermore, Flammiger et al.
[365] found that very low or very high expressions of CD3* cells were associated with shorter BCR-
free survival compared to the intermediate expression of CD3* cells in a large cohort of TMAs
collected from 2144 RP specimens (univariate analysis: p = 0.0188), while CD20*-cell density was
not associated with prognosis. The same researchers [366] then suggested that a high expression
of FoxP3* T cells was associated with reduced BCR-free survival in a univariate analysis (p =
0.0151), but this result was not upheld by their multivariate analysis (n = 1463). Similarly,

Davidsson et al. [347] observed in their TMA cohort that a high expression of regulatory T
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lymphocytes increased the odds of dying of PCa by 12% (multivariate odds ratio: 1.12; 95% Cl:
1.02-1.23), but that this was not the case with helper or cytotoxic T cells (n = 663). More recently,
Kaur et al. [346] used an automated quantification method to assess CD3*, CD8* and FoxP3*
lymphocytes in a TMA cohort comprising 312 PCa patients, including 212 (68%) African-American
patients. With BCR and the development of metastasis as endpoints, only high densities of FoxP3*
cells (top tertile) remained significantly associated with an increased risk of metastasis according

to the researchers’” multivariate analysis (HR: 12.89, 95% Cl: 1.59-104.40, p = 0.02).

Very few studies examined APC in PCa tissues. In the aforementioned study by Richardsen et al.
[344], higher percentages of CD68* cells were seen in the epithelial and stromal primary-tumor
compartments of non-metastatic cancers compared to metastatic cancers (48% vs. 28%, p =
0.029 in the epithelial compartment; 54% vs. 14%, p = 0.008 in the stromal compartment,
respectively) (n = 59). Moreover, Comito et al. [367] focused on CD68* and CD163* macrophages
in hotspots identified in RP specimens from 93 patients with clinically localized PCa. They found
that M1 macrophages were more abundant in organ-confined diseases upon final evaluation
compared to cancers that presented with extraprostatic extension (=18 cells/mm?vs. 5
cells/mm?). In contrast, M2 macrophages were associated with extraprostatic extension
(multivariate RR: 0.30, 95% Cl: 0.09-0.89, p = 0.03). Patients with a prevalence of M2
macrophages also tended to have shorter BCR-free survival than patients with a prevalence of
M1 macrophages, but statistical significance was not reached. In addition, Calagua et al. [368]
found a correlation between CD8* T cells and APC niches (R? =0.57, p = 0.0001) through multiplex

immunofluorescence, suggesting an important role of APC in T-cell response (n = 20).

In our study, we found a correlation between T cells and APC in IDC-P, particularly with M2
macrophages (r = 0.59, p = 0.002) and mature dendritic cells (r = 0.48, p = 0.013). In contrast, no
correlation was found between T cells and immature dendritic cells. Despite the
immunosuppressive microenvironment of IDC-P, we separated our IDC-P patients into groups
according to their immune-cell densities: patients with immunologically “cold” IDC-P and patients
with immunologically “hot” IDC-P. Probably due to the small number of patients with IDC-P and,
hence, the limited statistical power of our study, we did not find any significant differences in

survival between the men with globally “cold” IDC-P and the men with globally
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“hot/intermediate” IDC-P. However, when we examined the immune hotspots in IDC-P, we found
that the CD68* and CD163* macrophages and CD209* immature dendritic cells were associated
with poor prognosis. Immune hotspots have been studied in breast cancer, among others, in
which they were found to be associated with better prognosis in estrogen-receptor-negative
tumors [369], but were also associated with poorer prognosis in estrogen-receptor-positive
tumors [370]. In our cohort, CD68/CD163/CD209-immune hotspots predicted progression to
metastatic disease and cancer-specific survival. Altogether, and in accordance with most PCa
studies, our results tend to show that increased IDC-P infiltration is associated with poorer

prognosis.

The reasons why higher immune-cell densities are associated with worse prognoses in PCa are
still not understood. They could be related to the tumors themselves, as well as the tumor
microenvironment. Some studies sought explanations by examining alterations in gene
expression. Amongst these studies, Kaur et al. [346] showed that higher T-lymphocyte densities
were associated with ERG expression (median: 309 vs. 188 CD3* T cells/mm?; p = 0.0004) and
PTEN loss (median: 317 vs. 192 CD3* T cells/mm?; p = 0.001). Similarly, Calagua et al. [368] found
that the deletion of BRCA and/or RB1 was more frequent in their subset of 11 immunogenic
patients than in the localized PCa data obtained from the TCGA Firehose legacy
(BRCA2 deletion: p = 0.053, RB1 deletion: p = 0.017, co-deletion of BRCA2/RB1: p = 0.053, focal
co-deletion of BRCA2/RB1: p = 0.039; n = 489). Both ERG expression and PTEN loss [371,372], as
well as the co-loss of BRCA2/RB1, have been associated with aggressive forms of PCa [373].

Interestingly, a few limited studies linked BRCA™"t to IDC-P [320].

Our study has limitations that warrant discussion. The main limitation is the small number of
patients with IDC-P in our cohort (n = 33). However, IDC-P is often focal, with more than 75% of
specimens with IDC-P harboring IDC-P in less than 5% of the full tumor volume [336]. Furthermore,
the evaluation of the inflammatory infiltrate of adjacent invasive carcinoma, tumor margins and
benign glands requires spatial localization, which cannot be provided by biopsies and TMAs. These
limitations in sample availability could explain why the immune infiltrate of IDC-P have not yet
been described. Our findings must still be replicated in larger independent cohorts, but our work

was essential to begin to unravel the signification of the immune infiltrate in IDC-P. Larger cohorts
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will also allow to separately evaluate men with immunologically “intermediate” IDC-P and the
performance of multivariate analyses. Moreover, we only examined one representative block per
patient, meaning that the patients in the IDC-P-negative group could have had IDC-P in other
tissue blocks. However, despite this, IDC-P was still associated with poor prognoses and adverse
pathological features in our cohort [320]. Furthermore, we performed single-color IHC to
characterize the immune cells in PCa instead of multipleximmunofluorescence, which would have
permitted us to assess the colocalization of the markers and quantify all the markers on the same
slides, in addition to allow for the confirmation of the presence of basal cells around IDC-P. In
addition, we examined T lymphocytes and macrophages, but other key immune cells [374], such
as B lymphocytes, natural killer cells, classical neutrophiles and monocytes and myeloid-derived
suppressor cells [375] should be included in further research. Futures studies will incorporate
these leucocytes in addition to other key actors in the immune response. However, our study

highlights the importance of evaluating IDC-P in the study of the immune environment of PCa.

2.6. Conclusion

In conclusion, we found that the immune infiltrate of IDC-P is different from that in the adjacent
invasive carcinoma, while the overall immune infiltration is not affected by the IDC-P status.
Antigen-presenting cells are particularly less abundant in IDC-P compared to cancer in general.
Moreover, IDC-P can be classified as immunologically “cold” or “hot”, depending on the immune-
cell densities. In this study, these groups were associated with different clinical outcomes, and
CD68/CD163/CD209-immune hotspots predicted progression to metastatic disease and cancer-
specific survival. Our study highlights the need to better characterize the immune
microenvironment of IDC-P and evaluate its involvement in the poor prognoses of men with IDC-

P.
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Figure 2-S1. Parallel coordinate plots showing the changes in immune-cell density between the cancer compartments and

benign tissues (a), margins (b) and IDC-P (c) in patients with IDC-P. Paired-samples sign tests were performed.

Bold entities indicate statistically significant p-values. IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate.
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Chapitre 3 — Identification de critéres morphologiques associés
a la récidive biochimique dans le carcinome intracanalaire de

la prostate

Identification of morphologic criteria associated with biochemical recurrence in intraductal

carcinoma of the prostate

Article publié dans Cancers (Basel). 2021 Dec 13; 13(24), 6243. doi: 10.3390/cancers13246243.

3.1. Résumé en frangais

Le carcinome intracanalaire de la prostate (intraductal carcinoma of the prostate, IDC-P) est un
sous-type agressif de cancer de la prostate associé a une augmentation du risque de récidive
biochimique (biochemical recurrence, BCR). Cependant, environ 40% des hommes atteints d'IDC-
P restent exempts de BCR cing ans apres leur prostatectomie radicale. Dans cette étude
multicentrique rétrospective, nous avons cherché a identifier des criteres histologiques dans
I'IDC-P qui sont associés a la BCR. Les spécimens de prostatectomie radicale provenant de 108
patients ayant eu recours a la chirurgie comme traitement de premiere intention ont été
examinés. Dans notre cohorte test (n = 39), la présence de canaux plus larges (> 573 um de
diametre transverse), la présence de cellules avec des noyaux a contours irréguliers (cells with
irregular nuclear contours, CINC) (= 5 CINC dans deux champs distincts a fort grossissement), un
score mitotique élevé (> 1,81 mitoses/mm?), la présence de petits vaisseaux sanguins et la
présence de comédonécrose étaient associés a une BCR précoce (< 18 mois) (p < 0,05). Dans notre
cohorte de validation (n = 69), la présence de CINC ou/et de vaisseaux sanguins était
indépendamment associée a une augmentation du risque de BCR (hazard ratio [HR] 2,32,
intervalle de confiance a 95 % [CI] 1,09—-4,96, p = 0,029). Lorsque les criteres sont combinés, la
présence de CINC, de vaisseaux sanguins, d’un score mitotique élevé ou de comédonécrose a
montré une association plus forte avec la BCR (HR 2,74, Cl a 95% 1,21-6,19, p = 0,015). Nos

résultats suggerent que I'IDC-P peut étre classé comme a faible ou a haut risque de BCR. Les


https://doi.org/10.3390/cancers13246243

critéres morphologiques définis peuvent étre facilement évalués et devront étre intégrés en

clinique aprés validation dans des cohortes plus grandes.

3.2. Introduction

Intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) is now accepted as a biologically distinct entity of
prostate cancer (PCa) [91]. Since it was first described as a “ductal spread in prostatic carcinoma”
by Kobi et al. in 1985 [283], multiple studies clarified the concept of IDC-P as a lumen-spanning
spread and growth of neoplastic epithelial cells in ducts retaining basal cells [284,286,376,377] and
almost always found adjacent to invasive, mostly aggressive, PCa [285,287,295,297,348,378,379].
Indeed, IDC-P without an adjacent invasive component was observed in only 0.06% [285] to 2.6%
[295] of prostate biopsies. The incidence of IDC-P varied from 2.1% in patients with low-risk PCa

to 56.0% in patients with metastatic or recurrent disease [302].

The presence of basal cells is the main feature that distinguishes IDC-P from high-grade invasive
carcinoma, whether cribriform, solid, or with comedonecrosis. IDC-P also shares some features
with high-grade prostatic intraepithelial neoplasia, but the architectural and cytologic atypia
found in IDC-P can discriminate between the two types of lesions. However, the presence of
borderline morphology can sometimes render the diagnosis more subjective [287,380,381], and
several sets of morphologic criteria have been proposed to detect IDC-P [284-286], complicating its
identification [382,383]. The most frequently used criteria, established by Guo and Epstein, are
highly specific and designed to identify prostates with IDC-P, but without associated invasive

carcinoma [285].

Regardless of the diagnostic criteria, IDC-P has been associated with adverse pathological features
including larger tumor volume [303,304], increased stage [284,303], positive surgical margins [284],
and higher grade [283,284,303,304]. Moreover, IDC-P was shown as an independent predictor of
progression-free survival and biochemical recurrence (BCR) after radical prostatectomy (RP) or
hormone therapy [285,306,312]. However, approximately 40% of patients harboring IDC-P are still

BCR-free after five years of follow-up [336].
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Given the large morphological spectrum of IDC-P, we hypothesized that specific features of IDC-
P are associated with poor prognosis and can be used to identify patients who will progress more
quickly. Thus, the aim of this study was to find adverse morphologic criteria in IDC-P lesions
associated with BCR. We identified five morphological criteria associated with early BCR (<18
months) in our test cohort including two that were independently associated with an increased

risk of BCR in our validation cohort.

3.3. Materials and methods

3.3.1. Patients and ethics
We reviewed RP specimens of the PCa biobank of the Centre hospitalier de I'Université de
Montréal (CHUM) (Center 1) collected between 2013 and 2018 and of the URO-1 biobank of the
Centre de recherche du CHU de Québec-Université Laval (CHUQc-UL) (Center 2) collected
between 1990 and 2003. A retrospective search identified men with first-line RP and IDC-P
reported in patient files. Older specimens for which IDC-P was not routinely reported were also
added in the study after the review of their RP specimens revealed the presence of IDC-P. All men
signed an informed consent form to participate in the biobanks. Investigations were performed

after approval by the CHUM Research Ethics Committee (research project MP-02-2018-7450).

3.3.2. Histologic evaluation

Hematoxylin and eosin (H&E) or hematoxylin phloxine saffron (HPS) slides (as routinely used for
diagnosis in the earlier cases) of RP specimens were first examined by an observer with
experience in the identification of IDC-P (M.-K.D., Observer 1), then reviewed by a pathologist
expert in IDC-P (D.T.), both blinded to patient progression and clinical information. IDC-P was
diagnosed according to criteria proposed by Guo and Epstein [285], which includes an intraductal
proliferation of cancer cells forming solid or dense cribriform patterns, or loose cribriform or
micropapillary patterns with the following features: oversized nuclei (nuclear size 6x normal),
marked pleomorphism, frequent mitotic figures, and frequent comedonecrosis. When diagnosis
was uncertain, immunohistochemistry staining for p63 was performed to confirm the presence

of basal cells in IDC-P. For each specimen, the slide with the highest amount of IDC-P was selected
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as the most representative slide, then scanned using a Nanozoomer whole slide scanner
(Hamamatsu, Bridgewater, NJ, USA) and analyzed to identify morphologic criteria of the IDC-P
lesions. We evaluated the total amount of IDC-P in the RP, architectural (duct size, solid pattern,
comedonecrosis), and cytonuclear (nuclei size and shape, pyknotic nuclei, mitosis) criteria, and
some others such as the presence of blood vessels. Solid patterns, comedonecrosis, and
irregularly shaped nuclei were assessed by recording their presence or absence on each slide.
Duct size was calculated by measuring the largest affected duct on each slide, avoiding areas of
tangential sectioning. Other criteria such as nuclei size, pyknotic nuclei, and mitosis were semi-
quantified in randomly selected 10 high-power fields (400x magnification or 0.2 mm? x 10, or less
for smaller lesions) within IDC-P lesions, except for pyknotic nuclei where fields were selected in
the immediate adjacent invasive carcinoma. Potential adverse criteria were counted in selected
fields, and then quartiles were calculated for each slide. The third quartile of distribution was

used as a cut-off point between the “low” and “high” categories.

3.3.3. Cohorts

RPs were divided into two cohorts: test cohort and validation cohort. The test cohort included
eligible men from Center 1, randomly selected to identify morphological criteria associated with
poor prognosis. Patients from the test cohort who experienced BCR less than 18 months post-
surgery were placed in the early BCR group [384,385], while patients who were BCR-free 18 months

post-surgery were placed in the late BCR group.

Features associated with early BCR in the test cohort were then evaluated in the validation cohort,
an independent cohort including randomly selected eligible men from Center 1 and all eligible
men from Center 2 with available slides containing IDC-P. H&E or HPS slides were reviewed, and
the slide with the highest amount of IDC-P was selected as the most representative slide, scanned,

and analyzed, without knowledge of clinical information.

3.3.4. Clinical data collection and endpoints
Age and clinicopathological characteristics including pathological (p) stage, modified Gleason
grading system/Grade Group (GG) grading [91,99], prostate-specific antigen (PSA) serum values,

and margin status were collected from patient files. When necessary, a pathologist (D.T. or R.A.)
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reassessed pathological staging and tumor grading according to the eighth edition of the

American Joint Committee on Cancer’s Prostate Staging System and GG grading [91,99].

Clinical follow-up data were reviewed for the occurrence of BCR after surgery. The main endpoint
was the association between adverse criteria in IDC-P and BCR. BCR was defined as rising PSA >

0.2 ng/mL after RP or an increase in serum PSA that required post-operative treatment.

3.3.5. Interobserver agreement

Slides from both cohorts were assessed without knowledge of previous results and of clinical
outcome by a pathology resident with experience in uropathology (A.K., Observer 2) using the
same criteria as Observer 1 (M.-K.D.). For each slide, CINC, blood vessels, and comedonecrosis
were evaluated on all IDC-P lesions while mitosis was evaluated in 10 high-power fields (0.2 mm? x

10, or less for smaller lesions) that were randomly selected in IDC-P.

3.3.6. Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using IBM SPSS Statistics 25 (SPSS Inc.) following the REMARK
guidelines [356]. The time to BCR was calculated from the date of RP until the date of BCR or last
known PSA date/follow-up date. Univariate methods included Fisher’s exact test, Welch’s test,
Pearson’s chi-square test, and the Mann—Whitney U test. BCR-free survival was evaluated using
the Kaplan—Meier method, log-rank test, and Cox regression analysis. Univariate and multivariate
Cox regression models were used to estimate the hazard ratios (HRs) for adverse criteria. In
univariate analysis, we examined four known predictors of BCR: pre-operative PSA level, pT stage,
RP GG (grouped as 1-2, 3, and 4-5 to reduce null-groups), and margin status. For multivariate
analyses, the GG was included in the model. Interobserver agreement was calculated using
Cohen’s kappa (k) coefficient. Kappa values between 0.00 and 0.20 were interpreted as slight
agreement, between 0.21 and 0.40 for fair agreement, between 0.41 and 0.60 for moderate
agreement, between 0.61 and 0.80 for substantial agreement, and over 0.80 for excellent

agreement [386]. A two-sided p-value < 0.05 was considered statistically significant.
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3.4. Results

3.4.1. Clinicopathological characteristics of patients

The general workflow of the study is illustrated in Figure 3—1. The test cohort included 45 eligible

men from Center 1, randomly selected for a thorough examination of the morphological criteria

for IDC-P lesions. The five significant criteria defined by the test cohort were evaluated in the

validation cohort, which consisted of 36 patients from Center 1 and 34 patients from Center 2.

Seven patients from Center 1 with a postoperative follow-up of less than 18 months were

excluded, bringing the final number of patients to 39 in the test cohort and 69 in the validation

cohort.
Center 1: CHUM Center 2: CHUQc-UL
2013-2018 1990-2003
First-line RP with IDC-P First-line RP with IDC-P
Step 1: \ Step 2: /
v "4
Center 1; Center 1: Center 2;
n=45 n=36 =234

A4

Identification of five potential adverse
criteria: larger duct size, CINC, high
mitotic score, vessels and comedonecrosis

Y

Collection of clinical follow-

up data

h 4

Excluded from the study

R Follow-up <18 months

n==6

Larger duct size: n =9 (13%)

B CINC: i =13 (19%)

P High mitotic score: =7 (10%)

A 4

Vessels: 1 =20 (29%)

Y

Comedonecrosis: n =12 (17%)

v

Included in the study

Test Cohort:
n=39

Collection of clinical follow-
up data

I
v

A 4

Included in the study
Validation Cohort:
=69

n=1

Excluded from the study
Follow-up <18 months

Figure 3—1. Study workflow. Adverse criteria were identified in patients from Center 1 (test cohort)

then evaluated in an independent cohort of patients from Centers 1 and 2 (validation cohort).
Centre hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM) (Center 1); Centre de recherche du CHU

de Québec-Université Laval (CHUQc-UL) (Center 2); RP:

radical

prostatectomy;

IDC-P:

intraductal carcinoma of prostate; CINC: cells with irregular nuclear contours.
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Clinicopathological characteristics of all 108 patients are summarized in Table 3-1.

Table 3-1. Clinicopathological characteristics of patients.

Test Cohort Validation Cohort p-Value
Characteristics Center 1 Center 1 Center 2 Total Between Between
n=39 n=35 n=34 n=69 Centers  Cohorts

Mean age at diagnostic (SD) 61.1(5.3) 63.3 (5.6) 63.3(7.2) 63.3 (6.4) 0.397° 0.054°
Mean pre-operative PSA (SD) 9.7 (6.9) 6.8 (4.2) 10.8 (9.5) 8.8 (7.5) 0.167° 0.556°
pT stage, n (%) 0.003® 0.099°

pT2 4 (10%) 6 (17%) 14 (41%) 20 (29%)

pT3a 22 (56%) 16 (46%) 14 (41%) 30 (43%)

pT3b 13 (33%) 13 (37%) 6 (18%) 19 (28%)
Grade group, n (%) 0.038°  0.388°

1 0 0 5 (15%) 5 (7%)

2 14 (36%) 14 (40%) 11 (32%) 25 (36%)

3 13 (33%) 9 (26%) 13 (38%) 22 (32%)

4 7 (18%) 2 (6%) 3 (9%) 5 (7%)

5 5(13%) 10 (29%) 2 (6%) 12 (17%)
Lymphovascular invasion, n (%) 21 (54%) 15 (43%) 6 (18%) 21 (30%) 0.001° 0.022¢
Positive margins, n (%) 12 (31%) 9 (26%) 8 (24%) 17 (25%) 0.708 ¢ 0.708 ¢
Extraprostatic extension, n (%) 35 (90%) 29 (83%) 20 (59%) 49 (71%) <0.001¢ 0.012°¢
Seminal vesicle invasion, n (%) 13 (33%) 13 (37.1%) 6 (18%) 19 (8%) 0.088 © 0.650°¢
Biochemical recurrence, n (%) 15 (38%) 11 (31%) 20 (59%) 31 (45%) 0.035°¢ 0.653 ¢
Early biochemical recurrence, n (%) 7 (18%) 9 (26%) 8 (24%) 17 (25%) 1.000°¢ 0.574°¢

Median follow-up in months (IQR) 54 (45-59) 35 (26-50) 157 (111-186) 67 (32-157) <0.001° 0.086°

SD: standard deviation; PSA: prostate-specific antigen; IQR: inter-quartile range. Bold entities indicate statistically significant p
values. a Welch’s t -test; b Mann—Whitney U test; c Pearson’s chi-square.

Patients from Center 2 underwent RP between 1990 and 2003, which accounted for a longer
median follow-up compared to patients from Center 1 who underwent RP between 2013 and
2018 (157 months vs. 47 months, p < 0.001). Accordingly, the BCR rate was higher in Center 2,
with BCR developing in 59% of patients from Center 2 compared to 25% of patients from Center
1 (p = 0.035). However, the prevalence of early BCR was similar in both centers with a mean of
22% of patients developing early BCR (p = 1.000). Patients from Center 1 tended to have higher
stage cancers with higher grades, as confirmed by higher rates of extraprostatic extension (86%
vs. 59%, p < 0.001), lymphovascular invasion (49% vs. 18%, p = 0.001), and a higher tendency for

seminal vesicle invasion (35% vs. 18%, p = 0.088). When comparing between the test and
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validation cohorts, stage (p = 0.099), GG (p = 0.388), BCR (p = 0.653), and median follow-up (p =

0.086) did not show statistically significant differences.

3.4.2. IDC-P feature descriptions
Amount of IDC-P was evaluated by reporting the total area of IDC-P and the percentage of IDC-P
among all cancer (area of IDC-P/area of cancer x 100) in each slide. A threshold of 13.31 mm: and
25% of IDC-P were established according to the third quartile of distribution, resulting in 10

patients (26%) in the “high” categories for area and percentage of IDC-P.

Dilatation of ducts caused by intraductal proliferation of cancer cells was assessed by measuring
the transverse diameter of the largest duct in each specimen (Figure 3-2a). Specimens containing
at least one IDC-P lesion with a diameter over 573 um (third quartile of the distribution) were

classified as the “larger duct size” group (n=11; 28%).

Nuclear contours were deemed irregular when nuclei had tortuous contours or exhibited angles
similar to the irregular nuclei observed in papillary thyroid carcinoma [387], in contrast to the
typical round nuclear shape (Figure 3-2b). Since CINC were scarce, at least two distinct high-
power fields (0.2 mm?) containing at least five CINC were required to categorize patients in the

irregular nuclear contour group (n = 8; 21%).

Mitotic activity was evaluated in a semi-quantitative fashion. Mitotic figures (Figure 3-2c) were
counted in 10 high-power fields (0.2 mm?) randomly selected within IDC-P lesions. For patients
with smaller IDC-P lesions, the maximum number of fields were taken into account when less
than 10 fields were available (mean number of fields: 8.2, standard deviation (SD) 2.5; median
number of fields: 10, interquartile range (IQR) 6.5-10). A mean number of mitotic figures per
mm? was then calculated for each section, and a threshold of 1.81 mitotic figures per mm? was
established according to the third quartile of distribution. Patients with more than 1.81 mitotic

figures per mm? were placed in the high mitotic score group (n = 10; 26%).

Interestingly, out of the 39 specimens, seven (18%) had blood vessels within IDC-P lesions and
were mostly identified by the presence of groups of red blood cells surrounded by endothelial

cells in a restricted area of the IDC-P. Blood vessels within IDC-P lesions were not surrounded by
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stroma; no structures were seen between endothelial cells and the neighboring cancer cells in
IDC-P. Blood vessels were recorded as absent or present. Patients were included in the “presence
of vessel” category as soon as one blood vessel was identified in any lesion of interest (Figure 3—

2d).

Similarly, 11 specimens (28%) harbored IDC-P with comedonecrosis, which was defined as central
necrotic cells within dense cribriform or solid proliferation in a duct with preservation of basal
cells. Necrotic cells had to be clearly visible in the center of the duct for the lesion to be counted
as comedonecrosis, which was also recorded as absent or present. Patients were included in the
“presence of comedonecrosis” category whenever necrosis was identified within any IDC-P lesion
(Figure 3—2e). Furthermore, 11 specimens (28%) showed IDC-P with a solid pattern, indicating
that more than 95% of the lumen of a duct was occupied by cancer cells (supplementary figure:

Figure 3-S1).

For nuclei size, we determined that six times the size of normal nuclei was approximately equal
to a nucleus of 180 um? based on the size of nuclei in benign epithelial luminal cells
(supplementary figure: Figure 3=S1). Using the same high-power fields as for the mitotic figures,
nuclei were counted and generated a threshold of 0.45 nucleus > 180 um? per mm? according to
the third quartile of distribution. Patients with more than 0.45 nucleus > 180 um? per mm? were

placed in the “high number of nuclei six times the size of normal nuclei” group (n = 10; 26%).

Unlike the other criteria, pyknotic nuclei were assessed in the adjacent invasive cancer
(supplementary figure: Figure 3-S1). Ten high-power fields or less with smaller cancers (mean
number of fields: 9.3 (SD 1.5); median number of fields: 10 (IQR 9.5-10)) were randomly selected
in the adjacent invasive cancer (within less than 1 mm of IDC-P), and each field was assigned a
score depending on the percentage of pyknotic nuclei among all cancer cell nuclei: “negative” for
less than 5% and “positive” for 5% and more pyknotic nuclei. A mean number of positive fields
was then calculated for each specimen, and a threshold of 2.27 positive fields per mm? was
established according to the third quartile of distribution, resulting in 10 patients in the “high”

category (26%).
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Figure 3-2. Proposed criteria to distinguish aggressive IDC-P. (a) Duct size calculated by measuring the transverse
diameter (dotted line) of the largest duct, hematoxylin and eosin (H&E) staining. (b) Cells with irregular
nuclear contours (CINC), hematoxylin phloxine saffron (HPS) staining. (c) Mitotic score obtained by counting
the number of mitotic figures (arrows) in 10 high-power fields, HPS. (d) Blood vessels, HPS. (e) IDC-P
comedonecrosis, H&E. Scale bars: 50 um. (f) Distribution of the proposed criteria in the test cohort. Each
column represents a patient and each line a criterion. Patients 1 to 32 were in the later BCR group while
patients 33 to 39 were in the early BCR group. The presence of adverse criteria is represented by black
squares.
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3.4.3. Association between larger duct size, CINC, high mitotic score,

blood vessels, comedonecrosis, and early BCR in the test cohort

Figure 3-2f illustrates the distribution of five potential criteria among the 39 patients from the
test cohort. Adverse criteria were more prevalent in patients who had early BCR (median number
of criteria of 0 in the late BCR group vs. four in the early BCR group). Two-sided Fisher’s exact test
confirmed that early BCR occurred more frequently in patients with larger duct size (71% in the
early BCR group vs. 19% in the late BCR group, p = 0.012), CINC (57% in the early BCR group vs.
13% in the late BCR group, p = 0.022), high mitotic score (71% in the early BCR group vs. 16% in
the late BCR group, p = 0.007), vessels (57% in the early BCR group vs. 9% in the late BCR
group, p = 0.012), and comedonecrosis (71% in the early BCR group vs. 19% in the late BCR
group, p = 0.012). Volume of IDC-P (area), percentage of IDC-P, presence of solid patterns, large

nuclei, and pyknotic nuclei did not show a significant association with BCR.

3.4.4. Validation of time to BCR according to identified adverse

criteria

The median follow-up of patients from the validation cohort was 67 months (IQR: 32—157). During
follow-up, 31 men experienced BCR. Kaplan—Meier curves of the five proposed criteria are
presented in Figure 3—3. The median time to BCR was significantly shorter in patients with CINC
(61 months, 95% confidence interval [CI] 3.6—120 vs. median survival not yet reached in patients
without CINC; p = 0.009) and in patients with vessels in IDC-P (39 months, 95% CI 0-107.7 vs. 96
months, 95% CI not calculable in patients without vessels in IDC-P; p = 0.022). High mitotic score
and comedonecrosis were not statistically associated with BCR (p= 0.556 and p = 0.163,
respectively) and no significant difference was seen when stratifying patients according to duct

size (p =0.914).

A univariate Cox proportional hazard analysis confirmed these results (Table 3-2). Only the
presence of CINC and vessels were significantly associated with shorter BCR-free survival (HR
2.60, 95% Cl 1.24-5.47, p = 0.012; and HR 2.24, 95% ClI 1.10-4.56, p = 0.026, respectively). In
addition, higher GG and more advanced pT stage showed statistically significant association with

poor BCR-free survival (HR 2.68, 95% Cl 1.03—7.03, p = 0.045 between stages pT2 and pT3b; HR
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2.72,95% Cl 1.07-6.92, p = 0.036 between GG 1-2 and 3; HR 5.049, 95% Cl 1.96-13.02, p = 0.001

between GG 3 and 4-5).
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Figure 3-3. Kaplan—Meier curves of biochemical recurrence (BCR)-free survival according to the presence or
absence of the five proposed criteria for IDC-P in the validation cohort: (a) Duct size, (b) CINC, (c) Mitotic
score, (d) Blood vessels, and (e) Comedonecrosis. p-values were calculated using the log-rank test. CINC: cells

with irregular nuclear contours.
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Table 3-2. Univariate Cox regression analysis for the prediction of BCR in the validation cohort.

Variables Validation Cohort (n = 69)
HR 95% ClI p-Value

Mean pre-operative PSA 1.03 1.00-1.06 0.052
pT stage

pT2 ref

pT3a 1.71 0.68-4.32 0.257

pT3b 2.68 1.03-7.03 0.045
Grade group *

1-2 ref

3 2.72 1.07-6.92 0.036

4-5 5.05 1.96-13.02 0.001
Positive margins 1.72 0.79-3.75 0.176
Larger duct size 1.06 0.37-3.04 0.914
Presence of CINC 2.60 1.24-5.47 0.012
High mitotic score 1.44 0.42-4.91 0.560
Presence of vessels 2.24 1.10-4.55 0.026
Presence of comedonecrosis 1.81 0.77-4.24 0.117

PSA: prostate-specific antigen; CINC: cells with irregular nuclear contours; HR: hazard ratio; Cl: confidence interval.
* Grade groups 1-2 and 4-5 were combined because of the small number of patients in grade groups 1 (n =5) and 4
(n =5). Bold entities indicate statistically significant p-values.

We then assessed the potential of combining the two criteria associated with an increased risk of
BCR: presence of CINC and vessels. Interestingly, both Kaplan—Meier curves (Figure 3—-4a) and
univariate analysis (Table 3—3) revealed that the presence of a single adverse criterion rather than
the number of criteria had the biggest impact on BCR-free survival. Therefore, we compared
survival curves when stratifying for absence or presence of at least one criterion (Figure 3—-4b). A
median survival of 62 months was obtained compared to median survival not yet reached in
patients without any criteria (p = 0.002). A multivariate Cox proportional hazard analysis was
performed to evaluate prognostic value of the presence of any CINC or vessels while controlling
for GG (Table 3-3). The presence of criteria remained significantly associated with an increased
risk of BCR (HR 2.32, 95% Cl 1.09-4.96, p = 0.029). Since high mitotic score and comedonecrosis
showed a trend toward shorter BCR-free survival, we also tested the combination of three to four
criteria: CINC, vessels, and high mitotic score; CINC, vessels and comedonecrosis; or CINC, vessels,

high mitotic score, and comedonecrosis (supplementary materials: Figure 3—=S2 and Table 3-S1.
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). The presence of any criteria retained its prognostic value in all combinations (HR 2.64, 95% ClI
1.18-5.89, p = 0.018; HR 2.70, 95% Cl 1.23-5.91, p = 0.013; and HR 2.74, 95% Cl 1.21-6.19, p =
0.015, respectively). Interestingly, when examining the distribution of criteria in the validation
cohort, regardless of the combination, most men with adverse criteria only had one adverse
criterion (range 76—-86%), and the presence of vessels was the predominant criterion

(supplementary figure: Figure 3-S3).
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Figure 3-4. Kaplan—Meier curves of BCR-free survival according to the presence of CINC and the presence of vessels in
IDC-P in the validation cohort. (a) Number of criteria. (b) Presence or absence of criteria. p-values were calculated

using the log-rank test. CINC: cells with irregular nuclear contours.

Table 3-3. Cox regression analysis for the prediction of BCR in the validation cohort according to the presence of
CINC and vessels in IDC-P.

Validation Cohort (n = 69)

Included Criteria Variables Univariate Analysis Multivariate Analysis
HR 95% ClI p-Value HR 95% ClI p-Value
Grade group *
1-2 ref ref
3 2.72 1.07-6.92 0.036 2.22 0.86-5.74 0.101
4-5 5.05 1.96-13.02 0.001 3.96 1.50-10.47 0.006
CINC and vessels ~ Number of adverse criteria
0 ref
1 2.89 1.34-6.24 0.007
2 3.66 1.16-11.55 0.027
Ovs.>21 3.02 1.45-6.31 0.003 2.32 1.09-4.96 0.029

HR: hazard ratio; Cl: confidence interval; CINC: cells with irregular nuclear contours. * Grade groups 1-2 and 4-5 were combined
because of the small number of patients in grade groups 1 (n = 5) and 4 (n = 5). Bold entities indicate statistically significant p-
values.
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Table 3—4.

The interobserver agreement was moderate for mitotic score, comedonecrosis, and vessel
interpretation (k 0.60, 95% Cl 0.40-0.80; k 0.51, 95% ClI 0.33-0.68; and k 0.47, 95% Cl 0.28-0.66,
respectively, p < 0.001) and fair for CINC interpretation (k 0.33, 95% ClI 0.14-0.51, p < 0.001)
(Table 3-4).

Interobserver agreement between two observers for criteria assessment.

Criteria Agreement, n (%) Kappa (k) ? 95% ClI
CINC 79/108 (73) 0.33 0.14-0.51
Mitotic score 96/108 (89) 0.60 0.40-0.80
Vessels 86/108 (80) 0.47 0.28-0.66
Comedonecrosis 87/108 (81) 0.51 0.33-0.68
Overall 348/432 (81) 0.47 0.37-0.56

Cl: confidence interval; CINC: cells with irregular nuclear contours. ? Cohen’s kappa.

In addition, we evaluated the association of each proposed adverse criteria of IDC-P with GG, pT
stage, and surgical margin status in the test and the validation cohorts (supplementary table:
Table 3-S2). In the test cohort, the presence of CINC (p = 0.035), vessels (p = 0.027), and high
mitotic scores (p = 0.044) were associated with higher grades and only the presence of high
mitotic scores was associated with higher stage cancers (p = 0.029). However, no significant

association were observed in the validation cohort.

3.5. Discussion

IDC-P has been consistently linked to high-grade PCa disease and poor prognosis [388], however,
a significant portion of patients with IDC-P show a slow disease progression [336]. Recent studies
have focused on distinguishing IDC-P from other lesions [323,381,389]. In this multicenter study, we
were the first to evaluate the prognostic value of several histologic criteria in IDC-P. We focused
on the morphological diversity between IDC-P lesions and found five morphologic criteria
associated with early BCR in our test cohort: the presence of larger duct size, high mitotic score,
comedonecrosis, vessels, or CINC. The presence of CINC and vessels, alone and together,

remained significantly associated with BCR in the validation cohort.

Few studies have investigated the link between the morphology of IDC-P and clinical outcome. In
a study by Wilcox et al., only 20% of men with solid and comedonecrosis IDC-P (n = 28) were
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progression-free after five years of follow-up compared to 65% of men with cribriform IDC-P (n =
80) [303]. Cohen et al. found that 67% of men (12/18) with solid and cribriform IDC-P relapsed
after three years of follow-up compared to roughly more than 15% of men (1/6) with trabecular
IDC-P [286]. Here, we examined several histologic criteria including some that had not previously
been evaluated to predict the clinical outcomes of patients with IDC-P such as CINC and the

presence of blood vessels.

Among our evaluated criteria, comedonecrosis, mitosis, and duct size have been previously linked
to IDC-P. Recently, three research groups confirmed an intraductal component of
comedonecrosis by finding retaining basal cells for all or part of comedonecrosis foci in 78% to
95% of PCa cases with comedonecrosis [389-391]. Moreover, among the 27 prostate biopsies with
only IDC-P, Guo and Epstein reported mitoses in 20 cases (74%) [285]. In addition to
comedonecrosis (22/27) and marked pleomorphism (18/27), mitoses were the most frequently
observed cytological feature in IDC-P. For duct size, Cohen et al. proposed that ducts must be
enlarged to at least twice the size of adjacent benign glands to be IDC-P [286]. To our knowledge,
no study has assessed vessels and CINC in IDC-P lesions. Although the presence of vessels has not
been previously reported inside ducts colonized by cancer cells, this feature was observed quite
frequently in our cohort (n = 7 in the test cohort and n = 20 in the validation cohort; total of 25%).
Interestingly, IDC-P has been associated with hypoxia of the prostate [361]. Regarding CINC, they
are more frequent in high-grade PCa tumors [392,393] and may reflect the lack of nuclear
differentiation in more aggressive cancers. In our study, unlike what has been reported [303,376],
IDC-P with a solid pattern was not associated with an increased risk of BCR. Since a mixture of
architectural intraductal patterns can coexist within the same tumor [303,376], the presence of a
solid pattern could have been missed by reviewing a single slide per patient. Of note, we defined
solid epithelial masses forming a solid intraductal pattern as cancer cells occupying more than
95% of the lumen of a duct, but used definitions were not provided in previous studies
[284,303,376]. Additionally, the low number of patients with adverse criteria may have precluded

us from attaining statistical significance for high mitotic score and comedonecrosis.

Separation of patients according to their IDC-P risk status would ensure more adequate treatment

for patients with IDC-P. Indeed, we recently showed that adjuvant radiotherapy could be
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beneficial for men with IDC-P [319]. However, radiation can cause serious side effects including
urinary, bowel, and rectal complications as well as erectile dysfunction [394]. Our proposed
stratification could help avoid overtreatment and spare men with low-risk IDC-P toxicity from an
unnecessary treatment. The same applies to cases where IDC-P diagnosis is uncertain and in
which PTEN loss and ERG expression are not observed [323,378]. Our criteria could serve as a
prognostic tool to isolate patients at higher risk of recurrence. Moreover, our criteria could be
easily implemented in the clinical setting. Reviewing every slide in detail with IDC-P would not be
clinically feasible. Using our approach, pathologists would only need to evaluate one slide with
the highest amount of IDC-P. Furthermore, for three of the four criteria (CINC, vessels, and
comedonecrosis), reporting their presence or absence is sufficient. As for assessing the mitotic
score, it is already routinely used in the grading of breast cancer [395] and sarcomas [396] in clinical

laboratories and could also be applied toward IDC-P assessment.

One of the strengths of this study is that we were able to validate our adverse criteria in an
independent cohort. Additionally, we obtained fair to moderate interobserver agreement (overall
Kk 0.47, range 0.33-0.60) for the four proposed criteria. The strongest agreement (almost
substantial) was seen for the assessment of mitotic score, indicating good reproducibility.
Unsurprisingly, CINC and vessels showed the weakest agreement. The evaluation of these two
criteria still requires a thorough examination of all the IDC-P lesions since, when scarce, their
presence can be easily missed. Agreement for comedonecrosis, which can be diagnosed at lower
magnification, was slightly better. Notably, these k values are similar to the overall interobserver
agreement obtained between 41 pathologists for the assigned Gleason score groups on 38
prostate biopsies (k 0.44, range 0.00-0.88) [397]. We therefore believe that the proposed criteria
are likely to be clinically applicable after thorough external validation. If we are unable to obtain
acceptable levels of interobserver agreement with some of the criteria during external validation,

we could use machine learning to better classify each feature.

The present study has some limitations. While our current data suggest that high mitotic score
and comedonecrosis may not significantly add to our BCR prediction models, we believe that their
individual impact will be better demonstrated in larger cohorts, especially since most adverse

criteria were not overlapping in patients. Indeed, although not significant, the HR associated with
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the presence of one to four criteria increased with the number of adverse criteria included in the
model. The same goes for our finding that the presence of any adverse criteria rather than the
number of adverse criteria had the strongest effect on BCR. Regardless of the combination, more
than 75% of patients with adverse criteria in our validation cohort had only one adverse criterion.
We believe that the effect of the number of criteria on BCR will be more apparent in larger
cohorts. Moreover, because of the small number of prostate cancer-specific death in our
validation cohort (n=9), we were not able to assess disease-specific survival. Further studies
using larger cohorts will allow us to build multivariate models including all standard prognostic
factors of PCa and to evaluate the association of the proposed criteria with disease-specific
survival. Additionally, as the study of RP specimens ensures a better characterization of IDC-P, our
results will also need to be validated in biopsies. Furthermore, we only evaluated criteria on H&E
or HPS stained slides, but we could use specific markers such as CD34 [398,399], Ki67, and pHH3

[400] to more accurately quantify blood vessels, proliferation, or mitoses.

3.6. Conclusions

In conclusion, our data suggest that morphologic criteria can be used to distinguish patients with
lower-risk IDC-P from those with higher-risk IDC-P. Except for CINC, all criteria are typically related
to tumor growth or size. We propose combining two to four criteria, whose presence are
independent predictors of BCR, to stratify men with IDC-P according to their risk status. If
confirmed in larger cohorts, current pathologic reporting should be reviewed to include the

concept of low and high-risk IDC-P.
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3.8. Supplementary materials

3.8.1. Supplementary figures

Figure 3-S1. Other morphologic criteria evaluated. (a) Solid pattern. (b) Pyknotic nuclei (arrows) in the
adjacent invasive cancer. (c) Nuclei size, nuclei in benign glands (left), and >180 um? nuclei in IDC-P
(right, arrows) on the same slide. HPS staining. Scale bars: 50 um.
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Figure 3-S2. Kaplan—Meier curves of BCR-free survival according to the number (a, ¢ and e) or the presence or
absence (b, d and f) of three to four proposed criteria for IDC-P in the validation cohort. p-values were
calculated using the log-rank test. CINC: Cells with irregular nuclear contours.
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3.8.2. Supplementary tables

Table 3-S1. Cox regression analysis for the prediction of BCR in the validation cohort according to the presence of

three to four proposed criteria for IDC-P.

Validation cohort (n = 69)

Included criteria Variables Univariate analysis Multivariate analysis
HR 95% ClI p-value HR 95% ClI p-value
Grade group *
1-2 ref ref
3 2.72 1.07-6.92 0.036 2.13 0.82-5.51 0.121
4-5 5.05 1.96-13.02 0.001 3.77 1.42-10.00 0.008
CINC, vessels and .
mitotic score Number of adverse criteria
0 ref
1 3.44 1.53-7.73 0.003
2 3.50 1.17-10.49 0.025
Ovs. 21 3.45 1.59-7.51 0.002 2.64 1.18-5.89 0.018
Grade group *
1-2 ref ref
3 2.72 1.07-6.92 0.036 2.35 0.92-6.02 0.074
4-5 5.05 1.96-13.02 0.001 4.27 1.64-11.11 0.003
CINC, vessels and  Number of adverse criteria
comedonecrosis 0 ref
1 3.04 1.34-6.88 0.008
2 3.21 0.86-12.01 0.084
3 4.43 1.19-16.42 0.026
Ovs.>21 3.20 1.47-6.95 0.003 2.70 1.23-5.91 0.013
Grade group *
1-2 ref ref
3 2.72 1.07-6.92 0.036 2.36 0.92-6.02 0.074
4-5 5.05 1.96-13.02 0.001 4.18 1.60-10.89 0.003
CING, vessels, .
e Number of adverse criteria
mitotic score ahd 0 ref
comedonecrosis 1 299 128698  0.012
2 5.97 1.56-22.86 0.009
3 3.64 1.09-12.16 0.036
Ovs.>21 3.30 1.47-7.38 0.004 2.74 1.21-6.19 0.015

HR: hazard ratio; Cl: confidence interval; CINC: cells with irregular nuclear contours. * Grade groups 1-2 and 4-5 were combined
because of the small number of patients in grade groups 1 (n = 5) and 4 (n = 5). Bold entities indicate statistically significant p-

values.
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Table 3-S2. Association of each proposed criteria with grade group, pT stage and surgical margin status in the test
and validation cohorts.

Factor Adverse criteria Test cohort (n = 39) Validation cohort (n = 69)
n (%) Meanrank  p-value n (%) Mean rank p-value
CINC 0.035° 0.831°
Absence 31(79) 18.16 56 (81) 35.23
Presence 8(21) 27.13 13 (19) 34.00
Vessels 0.027° 0.097°
Absence 32(82) 18.22 49 (71) 32.61
Presence 7 (18) 28.14 20 (29) 40.85
Grade Group Mitotic score 0.044° 0.097°
Low 29 (74) 17.97 62 (90) 33.74
High 10 (26) 25.90 7 (10) 46.14
Comedonecrosis 0.116° 0.912°
Absence 28 (72) 18.30 57 (83) 34.89
Presence 11 (28) 24.32 12 (17) 35.54
CINC 0.517° 0.628°
Absence 31(79) 19.47 56 (81) 34.47
Presence 8(21) 22.06 13 (19) 37.27
Vessels 0.385° 0.132°
Absence 32(82) 19.34 49 (71) 32.83
oT stage Presence 7 (18) 23.00 20 (29) 40.33
Mitotic score 0.029° 0.273°
Low 29 (74) 17.93 62 (90) 34.17
High 10 (26) 26.00 7 (10) 42.36
Comedonecrosis 0.050° 0.183°
Absence 28 (72) 18.02 57 (83) 33.62
Presence 11 (28) 25.05 12 (17) 41.54
CINC 0.394° 0.725°
Absence 31(79) N/A 54 (81) N/A
Presence 8(21) 13 (19)
Vessels 0.403° 0.570°¢
. Absence 32(82) N/A 47 (70) N/A
Margin
status Presence 7 (18) 20 (30)
Mitotic score 0.693° 1.000®
Low 29 (74) N/A 60 (90) N/A
High 10 (26) 7 (10)
Comedonecrosis 0.262° 0.483°
Absence 28 (72) N/A 55 (82) N/A
Presence 11 (28) 12 (18)

CINC: cells with irregular nuclear contours; N/A: not applicable. Bold entities indicate statistically significant p-values. ® Mann—
Whitney U test; P Fisher’s exact test; ¢ Pearson’s chi-square.

138



Chapitre 4 — Discussion

Les patients avec des carcinomes intracanalaires de la prostate (intraductal carcinoma of the
prostate, IDC-P) sont plus a risque de mourir de leur cancer et répondent moins bien aux
traitements standards [320]. Malgré I’association de I'IDC-P avec une augmentation du risque de
rechute et du taux de mortalité lié au PCa [320], prés de 40% des hommes avec des IDC-P n’ont
toujours pas eu de récidive biochimique (biochemical recurrence, BCR) cing ans apres leur
prostatectomie radicale (radical prostatectomy, RP) [336]. Il y aurait donc une portion non
négligeable de patients avec des IDC-P qui ont une progression lente de la maladie. Notre
hypothése était que I'IDC-P possede des caractéristiques qui permettent de stratifier les patients

en catégories pertinentes pour la prise en charge.

Aucune étude n’avait encore caractériser l'infiltration immunitaire de I'IDC-P pour voir si la
réponse immunitaire associée a I'IDC-P est liée au pronostic. Dans le Chapitre 2, nous avons
comparé l'infiltration leucocytaire de I'IDC-P a celle du cancer adjacent et des tissus bénins. Nous
avons ensuite comparé l'infiltration immunitaire au sein des patients avec IDC-P afin d’évaluer
son impact dans le pronostic des patients. Dans le Chapitre 3, nous avons étudié la morphologie
de I'IDC-P. Nous avons cherché a trouver des criteres morphologiques associés a la BCR dans les
IDC-P pour pouvoir séparer les patients a haut risque de récidive de ceux a faible risque de

récidive.

4.1. Populations

La premiere étude sur l'infiltration leucocytaire de I'IDC-P a été réalisée sur une cohorte de 96
patients atteints de PCa localement avancé, c’est-a-dire des PCa de stades pathologiques 3 et 4,
ou de stade pathologique 2 avec des marges de résections positives (cohorte d’exploration des
leucocytes). Tous les patients inclus ont eu recours a une RP entre 1996 et 1998, ce qui a permis
d’avoir un long suivi post-chirurgie. Les patients ayant recu un traitement d’hormonothérapie
avant la chirurgie ont été exclus de I’étude car ce type de traitement entraine des changements

morphologiques dans la prostate qui affectent I’évaluation de la morphologie des tissus [401].



Dans la revue systématique de Porter et al. [302], la prévalence moyenne de I'IDC-P dans les
cancers dit de risque modéré et de haut risque était de 23,1% et de 36,7%, respectivement. Cette
revue comprend les résultats d’études effectuées a la fois sur des spécimens de RP et de biopsies.
Notre cohorte contient des spécimens de RP mais seulement une lame représentative du score
de Gleason a la RP a été évaluée pour chaque patient. Nous anticipions donc avoir autour de 30%
de patients avec des IDC-P, soit une trentaine de patients. Finalement, 34% (33/96) des patients
de la cohorte d’exploration des leucocytes avaient des IDC-P. Malgré le petit nombre de patients
avec IDC-P, nous avons effectué des analyses de survie pour obtenir des résultats préliminaires

(analyses univariés de survie sur cinq et 10 ans et analyse de survie Kaplan—Meier).

Dans la deuxiéme étude sur la morphologie de I'IDC-P, nous avons effectué une recherche avec
les mots « intracanalaire », « intra-canalaire » et « colonisation » dans les rapports de pathologie
de patients ayant eu recours a une RP de premiére ligne pour traiter leur PCa. Des patients avec
des IDC-P, préalablement identifiés dans le cadre d’autres études, ont également été inclus dans
I’étude. Cette cohorte, qui est indépendante de celle de la premiere étude, était donc constituée
de patients avec des PCa de stades variés. Comme pour la premiére étude, les patients ayant recu
des traitements préopératoires ont été exclus pour permettre I'évaluation de la morphologie du
PCa [401]. Les patients provenaient de deux centres : le Centre hospitalier de I'Université de
Montréal (CHUM) a Montréal et le Centre de recherche du CHU de Québec-Université Laval
(CHUQc-UL) a Québec. Ceci nous a permis d’effectuer une premiére analyse sur une cohorte test
constituée de patients provenant d’un des centres puis de valider nos résultats dans une cohorte
de validation indépendante, constituée de patients provenant des deux centres. Finalement, 39
patients ont été inclus dans la cohorte test et 69 dans la cohorte de validation pour un total de
108 patients. L'IDC-P étant notre lésion d’intérét, pour chaque patient, la lame examinée était la
lame avec le plus d’IDC-P. En sélectionnant uniquement une lame par patient nous voulions
identifier des critéeres qui ne nécessitent pas de réviser toutes les lames et dont I'évaluation peut

étre intégrée en clinique plus facilement.
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4.2. Marquage par immunohistochimie

Dans le Chapitre 2, les cellules immunitaires ont été détectées par immunohistochimie (IHC).
L'IHC est une technique d’'immunomarquage couramment utilisée en histopathologie [402-404].
Cette technique implique l'utilisation d’anticorps qui se lient a une protéine ou un antigene
spécifique. Le complexe antigene-anticorps peut ensuite étre révélé par une réaction biochimique
colorée, visible en microscopie optique, qui implique une enzyme et son substrat [402]. Le
marquage par IHC est dit direct lorsque I'anticorps dirigé contre le ou les antigenes cibles est
conjugué a une enzyme; et indirect lorsqu’il est nécessaire d’ajouter un anticorps secondaire
conjugué a une enzyme qui va se lier a I'anticorps primaire (celui qui reconnait le ou les antigénes
cibles). La méthode directe a I'avantage d’étre plus spécifique, alors que la méthode indirecte est
souvent plus sensible car plusieurs anticorps secondaires peuvent se lier au méme anticorps

primaire [402]. C'est cette derniere méthode qui a été utilisée dans notre étude.

Nous avons utilisé des anticorps dirigés contre des molécules membranaires pouvant étre
détectées a la surface des leucocytes appelées « cluster of différenciation » (CD). Plus
précisément, CD3 pour identifier tous les lymphocytes T [405,406], CD8 pour les lymphocytes T
cytotoxiques [407], CD45RO pour les lymphocytes T mémoires [408], CD68 pour les macrophages
[409,410], CD163 pour les macrophages M2 [411,412], CD209 pour les cellules dendritiques
immatures [413,414] et CD83, un marqueur d’activation fortement exprimé par les cellules
dendritiques matures [414-416]. Nous avons aussi utilisé des anticorps ciblant une protéine
nucléaire appelé FoxP3 pour « forehead box P3 ». Forehead box P3 est un facteur de transcription

naturellement exprimé par les lymphocytes T régulateurs (Tres) [417].

Pour chaque patient, le nombre de cellules positives par mm? au niveau de glandes bénignes,
dans la marge tumorale et dans le centre du cancer a été calculé dans 10 champs a fort
grossissement (0,460 mm?) sélectionnés au hasard, tandis que les cellules positives dans I'IDC-P
ont été quantifiées dans I'ensemble de I'IDC-P sur la lame. Pour chaque patient avec des IDC-P, la
densité de cellules positives a été calculée dans I'IDC-P total et dans les points chauds

immunitaires ou « immune hotspots ». Le point chaud immunitaire pour un marqueur donné a
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été défini comme la moyenne de cellules positives/mm? la plus élevée dans les lésions d’IDC-P

avec une aire supérieure a I'aire médiane de toutes les |ésions d’IDC-P sur la lame.

4.3. Evéenements d’intérét

Dans le Chapitre 2, la durée de suivi des patients avec des IDC-P (n = 33) était assez longue (suivi
médian de 14 ans, écart interquartile : 8-18) pour permettre I'évaluation des évenements
associés a la progression du PCa : la BCR, le développement de métastases, le développement de

résistance a la castration et les décés spécifiques au cancer (voir section 1.2.5.1. Evénements

d’intérét avant le déceés : récidive biochimique, récidive clinigue et résistance a la castration); ainsi

que la survie globale. Nous avons aussi évalué la survie sans avoir recours a une thérapie de
déprivation des androgenes (androgen deprivation therapy, ADT), qui est une indication de
rechute biochimique. L'ADT définitive est offerte au patient aprés suspicion ou confirmation de
la progression de la maladie [152]. L'IDC-P est associé a un mauvais pronostic (1.4.2. Impact

clinique du carcinome intracanalaire de la prostate et réponse au traitement), nous nous

attendions donc a avoir des taux élevés de récidives et de déces. Chez nos 33 patients avec des
IDC-P, 24 (73%) ont eu une BCR, 16 (48%) ont recu une ADT définitive, 13 (39%) ont développé
des métastases, 12 (36%) ont développé une résistance a la castration et 24 (73%) sont décédés,
dont 11 (33%) a cause de leur PCa. Cependant, le nombre de patients/évenements était trop petit

pour effectuer des analyses multivariées.

Dans le Chapitre 3, nous avons choisi comme événement d’intérét la BCR. Les patients du CHUM
constituaient presque 70% (74/108) des patients de I’étude, or le suivi de ces patients était plus
court (RP entre 2013 et 2018 au CHUM vs. RP entre 1990 et 2003 au CHUQc-UL). Etant donné que
la BCR est détectée plus tot que la récidive clinique [76], nous nous attendions a avoir plus
d’évenements en regardant la BCR. Comme il a été mentionné dans l'introduction (1.2.5.1.

Evenements d’intérét avant le déces : récidive biochimigue, récidive clinique et résistance a la

castration), le taux de récidive 10 ans post-RP est de 10 a 40% [104,105]. Malgré le court suivi des
patients du CHUM nous anticipions avoir des taux de récidive élevés vu la forte association entre

I'IDC-P et la rechute biochimique (1.4.2. Impact clinigue du carcinome intracanalaire de la
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prostate et réponse au traitement) [290,303,304,309,315-317]. Dans notre cohorte test (suivi médian

de 54 mois, écart interquartile : 45-59), nous avons obtenu un taux de récidive de 38% (15/39) et
dans notre cohorte de validation (suivi médian de 67 mois, écart interquartile : 32-157) de 45%
(31/69). Logiquement, le taux de BCR est plus bas dans la cohorte ne contenant que des patients
du CHUM avec des durées de suivi plus courtes. Malgré la différence dans les durées de suivi
entre les deux cohortes, nos taux se rapprochent des taux de récidive les plus élevés observés 10

ans post-chirurgie [104,105].

Pour identifier nos critéeres délétéres dans la cohorte test, nous nous sommes intéressés a la BCR
précoce, c’est-a-dire avant 18 mois. Les patients atteints de PCa qui récidivent avant 18 mois ont
plus de chances de mourir de leur cancer dans les 10 ans [384,385]. Dix-huit pourcent (7/39) des
hommes de notre cohorte test ont eu une BCR précoce. Pour comparaison, 25% (17/69) des
hommes de la cohorte de validation et 15% (5/33) des hommes avec IDC-P de la cohorte

d’exploration des leucocytes ont eu une BCR précoce.

Le nombre de patients (n = 69) et d’évenements (n = 31) dans la cohorte de validation était
suffisant pour faire des analyses de survie, incluant des régressions de Cox avec un nombre limité

de variables (deux variables, alpha = 5%).

4.4. Description de linfiltration leucocytaire du carcinome

intracanalaire de la prostate

4.4.1. Infiltration leucocytaire du carcinome intracanalaire de la

prostate comparativement au cancer invasif conventionnel
Des IDC-P ont été retrouvés sur les lames représentatives de 34% (33/96) de notre cohorte
d’exploration des leucocytes. Aucune étude n’avait encore analysé les cellules immunitaires
présentes dans I'IDC-P. Dans notre étude, nous avons déterminé que quantifier les cellules
immunitaires se trouvant dans des zones choisies de maniere aléatoire dans le PCa ne suffit pas

pour détecter une différence entre les patients avec ou sans IDC-P. En revanche, lorsque nous
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quantifions les cellules immunitaires uniquement dans I'IDC-P et que nous les comparons a ceux
qu’on retrouve dans le tissu adjacent (cancer, marge tumorale ou tissu bénin), nous observons
des différences significatives. Globalement, I'infiltration immunitaire de I'IDC-P est réduite par
rapport au cancer invasif adjacent. Plus spécifiquement, pour les lymphocytes Treg FOxP3*, les
macrophages CD68* et CD163" et les cellules dendritiques CD209* et CD83*, la densité cellulaire
(nombre de cellules par mm?) était moins élevée dans I'IDC-P que dans la tumeur centrale pour
92% (23/25), 86% (24/28), 93% (26/28), 69% (20/29, sans compter les cing lames sans cellules
CD209* dans le cancer et I'IDC-P) et 75% (21/28) des cas, respectivement.

Il est aussi intéressant de noter que la densité de lymphocytes T CD3* et CD8*, lymphocytes T
mémoires CD45R0*, macrophages CD163* et cellules dendritiques CD209* et CD83" était plus
élevée au niveau des marges tumorales que dans la tumeur centrale pour 73% (22/30), 79%
(23/29), 71% (22/31), 81% (26/32), 90% (27/30) et 74% (23/31) des cas, respectivement. A
I'inverse la densité de macrophages CD68" étaient plus élevée dans la tumeur centrale que dans

les marges tumorales pour 81% (25/31) des cas.

Dans deux études réalisées avec la méme cohorte de 96 patients et avec les mémes tissus
marqués par IHC, Molina et al. [418] ont trouvé qu’une forte densité de cellules dendritiques
CD209* dans la marge tumorale est associée a une augmentation du risque de BCR (rapport de
risque ou hazard ratio [HR] multivarié : 2,34, intervalle de confiance ou confidence interval [Cl] a
95% : 1,23-4,44, p = 0,0099), et qu’une forte densité de macrophages M2 CD163* dans le tissu
bénin est associée a une augmentation du risque de déces liés au PCa (HR multivarié : 4,03, Cl a
95% : 1,13-14,29, p = 0,0314); alors qu’une forte densité de cellules dendritiques mature CD83*
dans le tissu bénin diminue le risque de décés dus au PCa (HR multivarié : 0,08, Cl a 95% : 0,01-
0,51, p = 0,0074) [419]. Cependant, I'infiltration de ces mémes cellules dans la zone centrale de la
tumeur n’est pas associée au pronostic. A I'inverse, pour les lymphocytes, c’est leur densité au
centre de la tumeur qui serait liée au pronostic. En effet, Molina et al. [418] ont trouvé que, dans
la tumeur centrale, un ratio CD45R0*/CD3* faible et un ratio FoxP3*/CD45R0O" élevé sont associés
a une augmentation du risque de développer une BCR (HR multivarié : 2,18, Cl a 95% : 1,15-4,1,
p =0,0174; et HR multivarié : 2,54, Cl a 95% : 1,25-5,18, p = 0,0103, respectivement) alors qu’un
ratio CD45R0O*/CD3* élevé diminue le risque de mourir du PCa (HR multivarié : 0,06, Cl a 95% :
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<0,01-0,87, p = 0,0395). Au contraire, un ratio FoxP3*/CD3"* élevé augmente le risque de déces lié
au cancer (HR multivarié : 4,37, Cl a 95% : 1,07-17,86, p = 0,0400). Avec nos résultats dans I'IDC-

P, ces données soulignent I'importance des régions sectionnées pour la quantification.

4.4.2. Associations entre l'infiltration leucocytaire du cancer de la

prostate et le pronostic dans la littérature
Dans la plupart des tumeurs solides, la présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor
infiltrating lymphocytes, TILs) a été associée a un bon pronostic [420-422]. Par exemple, pour le
mélanome, un systeme de classification des tumeurs selon la distribution des TILs, décrit par Clark
et al. a la fin des années 1980 [423], qui classifie I'infiltrat immunitaire intra-tumoral en trois
catégories : « brisk » (TILS présents dans toute la croissance verticale), « non-brisk » (TILs présents
dans un ou plusieurs foyers de croissance verticale) et « absent » (absence d’infiltrat), s’est avéré
étre un facteur pronostique indépendant; avec de meilleurs taux de survie chez les patients avec
une infiltration « brisk » et « non-brisk » [423-427]. Plus récemment, Azimi et al. ont proposé une
modification du systeme de Clark qui décrit un score compris entre 0 et 3 qui prend en compte la
densité et la distribution des TILs [428]. De méme, pour le carcinome colorectal, un score similaire,
le score de Klintrup-Makinen, développé en 2005, a montré qu’une inflammation dite de haut
grade (infiltration en forme de bande ou réaction inflammatoire trés importante avec destruction
d’llots de cellules cancéreuses) a la marge tumorale est indépendamment associée a une
meilleure survie [429-434]. Par ailleurs, pour le carcinome mammaire, les pathologistes ont vite lié
une forte densité de TlLs a un bon pronostic [435], notamment dans les cancers du sein triple
négatifs et HER2 positifs [436]. Dans ces études, plusieurs méthodes de quantification des TILs ont
été employées mais la plus utilisée est celle introduite par Denkert et al. [437] en 2010 qui implique
I’estimation du pourcentage de TILs intra-tumoraux et stromaux. En 2013, des lignes directrices,
fournissant des instructions détaillées pour aider les pathologistes a évaluer les TlLs dans le cancer
du sein et se basant sur la méthode de Denkert et al., ont été élaborées par I'International TILs
Working Group [438]. Selon les recommandations, les TILs doivent étre semi-quantifié dans le

stroma adjacent a la tumeur comme une variable continu sur une seule lame par patiente [438].
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Dans le cas du PCa, la relation entre les TILs et la survie n’est pas encore claire, bien que,
étonnamment, la plupart des études montrent une corrélation entre les TILs et un mauvais
pronostic. Les deux premieres publications liant le pronostic des hommes atteints de PCa a
I'infiltration immunitaire du cancer datent des années 1990. Ces études ont été réalisées a partir
de colorations de routine a I’'hématoxyline et I'’éosine (H&E) ne permettant donc pas de distinguer
les types de lymphocytes [363,364]. Dans une cohorte constituée de tissus chirurgicaux provenant
de 325 hommes avec des PCa de stades variés, le premier groupe a trouvé qu’une faible
expression de TlLs est associée aux déces liés au cancer chez les patients sans métastases au
diagnostic (HR multivarié : 0,67, Cl a 95% : 0,47-0,95, p = 0,012) ainsi que chez les patients avec
des cancers localisés au diagnostic (HR multivarié : 0,44, Cl a 95% : 0,23-0,84, p = 0,041) [363]. Par
opposition, le deuxieme groupe a trouvé qu’une forte expression de TILs, dans le tissu stromal de
spécimens de RP, est associée a une augmentation du risque de BCR (risque relatif [RR] multivarié

: 2,35, Cl a 95% : 1,08-5,08, p = 0,03) dans une cohorte de 161 patients [364].

A partir des années 2000, I'lHC a commencé a étre utilisée pour mieux caractériser les cellules
immunitaires. La majorité des études ont continué a se focaliser sur les lymphocytes,

principalement les lymphocytes T (Tableau 4-1).

Tableau 4-1. Résumé des études ayant évalué 'association entre l'infiltration immunitaire du cancer de la prostate et le
pronostic, sur des tissus marqués par immunohistochimie.

Premier Type de Méthode de  Evénement . e
, .. N Cellules - e s rn Associations significatives
auteur, année spécimens quantification  d’intérét

Richardsen, RP, TURP 59 CD3* et Analyse Métastases  ° CD3*: 1 dans les PCa métastatiques (uni)
2008 [344] et LDN CD68* digitale e CD68*: 1 dans les PCa métastatiques (uni)
Kaur, 2018 CD3*, CD8* Analyse BCR e FoxP3*: 1 associée au développement de

TMAs 312 R . , , .
[346] et FoxP3 digitale Métastases meétastases (multi)
N 2014 ¢D3",
€ss, TMAs 535 CD4*, CD8&* Visuel BCR e CD8": " associée a la BCR (multi)
[342] N
et CD20
McArdle, 2004  TURP et CD4* et . Déces liés .. . s s .
[343] RP 79 cDS* Visuel U PCa e CD4*: I associée au déces liés au PCa (multi)
Davidsson, CD4*, CD8* . Déces liés e FoxP3*: 1 associée au déces liés au PCa
2013 [347] TMAs 663 et FoxP3* Visuel au PCa (multi)

Flamminger, CD3* et . .. R .
2012 [365] TMAs 2144 CD20* Visuel BCR e CD3*: M et L associées a la BCR (uni)
Karja, 2005 CD4*, CD8* . e CD4*/CD8*/CD20" : 1 associée a la BCR

’ 1 B
[345] RP 8 etcp2or Visuel cR (multi)
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Premier Type de N Méthode de  Evénement

. s lul - s A iati ignificati
auteur, année spécimens Cellules quantification  d’intérét ssociations signiticatives
Flamminger, . e FoxP3*: 1 associée a la BCR (uni mais pas
TMA 14 FoxP3* \Y | BCR
2013 [366] ° 63 FoxP3 sue multi)
Comito, 2014 CD68" et . EPE ) s :
367] RP 93 CD163* Visuel BCR e Macrophages M2 : I associée a I’EPE (multi)

e CD209* dans la marge tumorale : I associée
a la BCR (multi)
BCR, ADT, e CD83": 1 associée a un risque plus faible de

CD209*
. 09+ ! Visuel et décés liés  nécessiter une ADT (multi)
Molina, 2023 CD83", . . L N
[419] RP 99 CD6S* et analyse au PCa/ e CD83* dans le tissu bénin: 1 associée a un
D163* digitale métastases risque plus faible de déces liés au PCa/

JCRPC métastases/CRPC (multi)
e CD163* dans le tissu bénin : I associée aux
déces liés au PCa/ métastases/CRPC (multi)

ADT : thérapie de déprivation des androgénes, BCR : récidive biochimique, CRPC : cancer de la prostate résistant a la castration, EPE : extension
extra-prostatique; LDN : lymphadénectomie ou curage ganglionnaire; TMAs : micromatrices tissulaires, multi : analyse multivariée; PCa : cancer
de la prostate; TURP : Résection transurétrale de la prostate; uni : analyse univariée.

Richardsen et al. ont trouvé une plus grande densité de lymphocytes T CD3* chez les patients avec
des PCa métastatiques (n = 32) comparativement aux patients sans métastases (n = 27), que ce
soit dans le compartiment stromal (p < 0,0001) ou épithélial (p = 0,007) (Tableau 4-1) [344]; alors
que Kaur et al. n’ont pas observé de différence significative entre la densité de cellules CD3* et le
développement de métastases dans leurs analyses uni- et multivariées (n = 312) [346]. Ces derniers
n‘ont pas observé d’association significative entre la BCR et la densité de lymphocytes T
cytotoxiques CD8* non plus [346]; alors que plus tot, Ness et al. avaient trouvé que les hommes
avec une forte expression de cellules CD8* récidivent plus vite (HR: 1,57, Cl a 95%: 1,13-2,17,
p=0,007) (n = 535) (Tableau 4-1) [342]. Par ailleurs, McArdle et al. [343] et Davidsson et al. [347]
n’ont pas observé de lien significatif entre la quantité de lymphocytes CD8* et les déces causés
par le PCa (n = 79; et n = 663, respectivement). Cependant, dans les mémes études, McArdle et
al. ont remarqué gu’une augmentation de la densité de lymphocytes T auxiliaires CD4* est
indépendamment associée aux déces liés au PCa (HR multivarié : 2,29, 95% Cl : 1,25-4,22, p =
0,008) (Tableau 4-1) [343], alors que Davidsson et al. n’ont pas trouvé d’associations significatives

[347].

Flamminger et al. se sont intéressés aux lymphocytes T CD3* et aux lymphocytes B CD20*. lls ont
trouvé qu’une trés forte et tres faible expression de cellules CD3* raccourcie la survie sans BCR (p
= 0,0188), alors que la densité de lymphocytes B CD20* n’a pas d’effet (n = 2144) (Tableau 4-1)
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[365]. Par ailleurs, Karja et al. ont associé une forte expression de trois marqueurs a la fois, CD4,
CD8 et CD20, a la BCR (HR multivarié : 0,18, Cl a 95% : 0,07-0,44, p = 0,012) (n = 188) (Tableau 4-
1) [345].

Finalement, dans les études susmentionnées, Kaur et al. [346] ont constaté une augmentation du
risque de développer des métastases et Davidsson et al. [347] une augmentation du risque de
mourir du PCa chez les hommes avec une forte expression de Treg dans leur tumeur (HR multivarié
112,89, Cl a 95% : 1,59-104,40, p = 0,02 et rapport de cote ou odds ratio [OR] multivarié : 1,12;
Cl a 95% : 1,02-1,23, respectivement) (Tableau 4-1). Une seconde étude du groupe de
Flamminger et al. [366] suggerent un lien entre 'augmentation de la densité des lymphocytes Tres
et la BCR (p = 0,0151), mais cette association n’est pas maintenue dans les analyses multivariées

(n=1463) (Tableau 4-1).

Quant aux cellules présentatrices de I'antigene (antigen presenting cells, APC), tres peu de
données sont disponibles. Dans I’étude mentionnée plus haut de Richardson et al., le pourcentage
de macrophage CD68* était plus élevé dans le tissu épithélial et stromal des patients avec des
cancers confinés dans la prostate que chez les hommes avec une maladie métastatique (48% vs.
28%, p = 0,029 et 54% vs. 14%, p = 0,008, respectivement) (Tableau 4-1) [344]. De méme, Comito
et al. ont noté que les macrophages M1 sont plus abondants dans les cancers confinés a la
prostate, alors que les macrophages M2 sont significativement associés a |’extension extra-
prostatique (RR multivarié : 0,30, Cl a 95% : 0,09-0,89, p = 0,03) (Tableau 4-1) [367]. Par ailleurs,
Calagua et al. ont trouvé une corrélation entre les cellules CD8* et les niches d’APC, identifiées
par I'expression de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (major histocompatibility
complex, MHC) de classe Il (R2= 0,57, p = 0,0001) [368]. Plus récemment, Molina et al. ont évalué
I’association entre la densité de macrophages et de cellules dendritiques, marquées par IHC, et le
pronostic du cancer de la prostate (Tableau 4-1) [419]. Dans cette étude, une augmentation de la
densité de macrophages M2 CD163* dans le tissu bénin adjacent au cancer invasif est associée a
une augmentation du risque de mourir du PCa (HR multivarié : 4,03, Cl a 95% : 1,13-14,29, p =
0,0314), tandis qu’une augmentation de la densité de cellules CD83* dans le tissu bénin est

associée a une diminution du risque de mourir du PCa (HR multivarié : 0,08, Cl a 95% : 0,01-0,51,
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p =0,0074). De plus, une forte expression de cellules dendritiques CD209* au niveau de la marge

tumorale augmente le risque de BCR (HR multivarié : 2,34, Cl a 95% : 1,23-4,44, p = 0,0099) [419].

Ces résultats, parfois non reproductibles d’une étude a l'autre, pourraient s’expliquer par la
méthode utilisée pour quantifier les cellules immunitaires. En effet, la majorité de ces études ont
examiné les cellules immunitaires dans des zones contenant des cellules épithéliales et stromales
[343,345-347,363,365,366,419]. Seules quelques études ont examiné séparément les composantes
épithéliales et stromales [342,344,364]. Or, les cellules de PCa proliferent souvent entre les glandes
bénignes de la prostate sans les détruire. |l y a alors une cohabitation de tissu malin et bénin.
Dans ce contexte, il est difficile de différencier une réponse immunitaire provoquée par le cancer
d’une réponse immunitaire non reliée au cancer, qui est d’ailleurs fréquemment observée dans
la prostate [439]. En effet, on observe souvent dans les tissus de prostate, des amas

lymphocytaires autour de glandes bénignes (Figure 4-1).

Figure 4-1. Coupe histologique d’'une zone contenant des cellules cancéreuses et un foyer
d’inflammation dans la prostate. Les cellules basales des glandes bénignes sont mises en
évidence en brun (anti-p63 et anti-HMWCK) et les cellules cancéreuses en rouge (a-
méthylacyl-CoA racémase, AMACR) par IHC. On observe un amas de lymphocytes (fléche,
points bleus) autour de glandes bénignes. Contre coloration : H&E. Echelle : 250 pm.
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Par ailleurs, le microenvironnement tumoral dans la marge tumorale est souvent différent de
celui dans le centre de la tumeur [421,440,441]. Par exemple, les cellules tueuses naturelles (natural
killer, NK), les cellules myéloides suppressives (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), les
mastocytes (globules blancs contenant de nombreux granules cytoplasmiques et impliqués dans
la défense contre les agents infectieux, les réactions allergiques et la cicatrisation) et les
neutrophiles sont souvent plus abondants au niveau des marges tumorales [420]. La localisation
de ces cellules dans le microenvironnement est guidée par les vaisseaux sanguins et

lymphatiques, ainsi que le support apporté par le stroma fibroblastique [420].

L’évaluation du microenvironnement immunitaire de I'IDC-P serait une solution simple pour
évaluer l'infiltration immunitaire sans avoir a se soucier de mesurer un effet non lié au cancer. En
effet, par définition, I'IDC-P est isolé puisque les cellules cancéreuses proliférent a 'intérieur
d’une glande prostatique. L'IDC-P possede plusieurs particularités qui pourrait mener a une
infiltration différente de celle du PCa invasif. Tout d’abord, les cellules basales pourraient former
une barriere qui affecte la capacité des cellules immunitaires a se rendre a l'intérieur du canal. De
plus, 'absence de l'interaction cruciale entre les cellules stromales et les cellules immunitaires,
ainsi que I'hypoxie subséquente a la croissance de la tumeur, peuvent créer un environnement

immunosuppressif dans I'IDC-P [442].

4.4.3. Résultats préliminaires de l’association entre linfiltration
leucocytaire du carcinome intracanalaire de la prostate et le

pronostic
Dans des analyses univariées, nous avons trouvé que les cellules CD68* étaient plus abondantes
dans les IDC-P des hommes décédés de leur PCa (rangs moyens : 18,0 vs. 10,2, U = 21, p ajustée
pour les comparaisons multiples = 0,047) et des hommes décédés peu importe la cause (rangs
moyens : 17,8 vs. 12,7, U = 40, p ajustée = 0,047) dans les 10 ans suivant la chirurgie. Par ailleurs,
dans les points chauds immunitaires, les cellules CD68* étaient plus abondantes dans les IDC-P
des hommes décédés de leur PCa (rangs moyens: 24,3 vs. 12,7, U = 5, p ajustée = 0,035) et des
hommes décédés peu importe la cause (rangs moyens : 23,8 vs. 13,0, U = 11, p ajustée = 0,035)

dans les cing ans suivant la chirurgie; les cellules CD163* étaient plus abondantes dans les IDC-P
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des hommes qui ont développé des métastases (rangs moyens : 17,3 vs. 10,1, U = 26, p ajustée =
0,035), qui sont décédés de leur PCa (rangs moyens : 18,7 vs. 9,9, U = 16, p ajustée = 0,012) ou
qui sont décédés peu importe la cause (rangs moyens: 20,6 vs. 10,6, U = 27, p ajustée = 0,006)
dans les 10 ans suivant la chirurgie; et les cellules CD209* étaient plus abondantes dans les IDC-P
des hommes qui ont regu une ADT définitive dans les cing ou 10 ans suivant la chirurgie (rangs
moyens : 21,9 vs. 12,4, U = 29, p ajustée = 0,005; et rangs moyens: 18,4 vs. 11,0, U = 40, p ajustée

= 0,031, respectivement).

Nous avons été capables de séparer notre cohorte d’hommes avec IDC-P en patients avec des
IDC-P « froids » (n = 17) ou « intermédiaires/chauds » (n = 13), selon les densités des huit
marqueurs immunitaires dans |’ensemble de I'IDC-P; et en patients avec des IDC-P
« froids/intermédiaires » (n = 22) ou « chauds » (n = 7), selon les densités de cellules CD68",
CD163* et CD209* dans les points chauds immunitaires. Le petit nombre de patients ne nous a
pas permis d’évaluer séparément les patients avec des IDC-P « intermédiaires » (n = 9 pour les
densités dans I'IDC-P total et n = 6 pour les densités dans les points chauds). Similairement aux
études publiées, une infiltration leucocytaire faible avait tendance a étre liée a un meilleur
pronostic dans notre étude, mais les associations n’étaient pas significatives lorsque nous avons
analysé la densité de cellules immunitaires dans I'IDC-P total. La tendance la plus marquée que
nous avons observé concernait la survie sans nécessiter une ADT définitive, ou 70% des patients
avec des IDC-P globalement « froids » n’avaient pas encore recu d’ADT définitive au bout de 10
ans de suivi, contre seulement 43% des patients avec des IDC-P globalement
« intermédiaires/chauds ». En revanche, des IDC-P « chauds » selon les densités de cellules dans
les points chauds CD68/CD163/CD209 sont associés au développement de métastases (survie
médiane de 65 mois chez les patients du groupe « chaud » vs. survie médiane pas encore atteinte
chez les patients du groupe « froid/intermédiaire », p = 0,014) et aux déces liés au PCa (survie
médiane de 98 mois chez les patients du groupe « chaud » vs. survie médiane pas encore atteinte
chez les patients du groupe « froid/intermédiaire », p = 0,009). Ces résultats préliminaires doivent
étre confirmés dans de plus grandes cohortes. Notre étude a cependant I'avantage d’inclure plus
de marqueurs immunohistochimiques que les études précédentes (Tableau 4-1). Par ailleurs,

dans notre étude a part I'extension extra-prostatique qui serait plus fréquente chez les patients
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avec des IDC-P globalement « froids » que chez les patients avec des IDC-P globalement
« intermédiaires/chauds » (p = 0,049), aucune autre caractéristique clinique ou pathologique
n’était significativement associée a I'un des groupes identifiés selon la densité de cellules dans
I'IDC-P total ou dans les points chauds CD68/CD163/CD209. Ce qui nous laisse penser que les
différences que nous observons entre les deux groupes ne dépendent pas d’autres variables

pathologiques.

Globalement, lorsque nous regardons les études qui ont évaluées les sous-types de cellules
immunitaires par IHC dans les tumeurs solides, notamment les mélanomes, les carcinomes
colorectaux, les carcinomes du tractus gastro-intestinal supérieur et les carcinomes pulmonaires
non a petites cellules, les lymphocytes Tc CD8*, les lymphocytes Ty CD4* et les lymphocytes T
mémoires CD45R0O* ont souvent été associés a un bon pronostic alors que les lymphocytes Tre
sont typiqguement associés a un mauvais pronostic [422]. Dans la majorité de ces études, c’est
I'infiltration tumorale globale qui est évalué mais certaines de ses études rapportent I'impact
clinique de la quantification de TILs dans les points chauds immunitaires [422]. Par exemple, dans
le cancer colorectal, I'lmmunoscore® basé sur la quantification des cellules CD3* et CD8* dans les
marges tumorales et dans la tumeur centrale a été développé au début des années 2000. Ce
score, allant de O (faible) a 4 (élevé), selon les densités des deux types de cellules dans les points
chauds immunitaires surpasse le systeme de classification TNM pour prédire la survie sans
récidive, la survie spécifique au cancer et la survie globale (meilleur pronostic chez les patients
avec un score de 4) [443]. Curieusement, dans le cancer du sein, les points chauds immunitaires,
identifiés sur des lames de tissus colorés a I’'H&E, ont été associés a un meilleur pronostic chez les
femmes avec des tumeurs n’exprimant pas les récepteurs aux cestrogénes [369], mais a un pire

pronostic chez les femmes avec des tumeurs exprimant les récepteurs aux cestrogenes [370].

Par ailleurs, dans notre étude, il est intéressant de noter que chez nos hommes avec des IDC-P
globalement « chauds » ou « froids », c’est I'ensemble des cellules immunitaires qui semble étre
réduit ou augmenté. Est-ce que cela pourrait s’expliquer par le fait qu’il y a des IDC-P plus isolés
(morphologie, hypoxie) et donc moins accessibles aux cellules immunitaires ? Dans les prochaines
études, il sera intéressant de voir si l'infiltration immunitaire des IDC-P avec des cellules basales

continues et des IDC-P avec des cellules basales éparses sont similaires.
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En résumé, nous avons constaté que l'infiltrat immunitaire de I'IDC-P est différent de celui du

carcinome invasif conventionnel; cette différence était plus marquée pour les APC. De plus, I'IDC-

P pourrait étre séparé en IDC-P immunologiquement "froid" ou "chaud" selon les densités de

cellules immunitaires dans I'IDC-P total ou dans les points chauds immunitaires. Dans notre étude,

les points chauds immunitaires CD68/CD163/CD209 sont associés au développement de

métastases et aux déces liés au cancer. Notre étude souligne la nécessité de mieux caractériser

le microenvironnement immunitaire de I'IDC-P.

4.5. Description de criteres morphologiques associés a la récidive

biochimique dans le carcinome intracanalaire de la prostate

4.5.1. Criteres morphologiques retenus

Afin d’identifier des critéres morphologiques délétéres dans I'IDC-P, le méme observateur a

évalué la morphologie de I'IDC-P sur la lame avec le plus d’IDC-P pour chaque patient. Les critéres

morphologiques de I'IDC-P qui ont été examinés sont présentés dans le Tableau 4-2.

Tableau 4-2. Liste des critéres morphologiques évalués dans I'IDC-P.

Quantité Aire Aire totale d’IDC-P sur la lame
Pourcentage % d’IDC-P = aire IDC-P/aire cancer x 100
Structure Taille des canaux Diameétre transverse du plus gros canal d’IDC-P
Embranchements Absence ou présence
Patrons Cribriforme lache/micropapillaire, cribriforme dense ou solide
Vaisseaux sanguins Absence ou présence
Nécrose centrale Absence ou présence
Cellules basales Continues ou discontinues/éparses
Noyaux Atypies Plus prononcées a la périphérie des glandes ou similaire partout
Taille Aire des plus gros noyaux
Contours Irréguliers ou réguliers/arrondis
Chromatine Dense ou lache
Nucléoles Taille et nombre
Mitoses Nombre de mitoses par mm?
Cytoplasme  Aspect Spumeux ou non-spumeux

IDC-P : carcinome intracanalaire de la prostate.

153



Dix-huit pourcent (7/39) des hommes de notre cohorte test ont eu une récidive précoce. Parmi
les criteres morphologiques évalués, cing étaient significativement associés a la BCR précoce : les
canaux plus larges, la présence de cellules avec des noyaux a contours irréguliers (cells with
irregular nuclear contours, CINC), un score mitotique élevé, la présence de petits vaisseaux
sanguins et la présence de comédonécrose. Le score mitotique a été évalué en suivant une
technique qui est utilisée en routine depuis longtemps pour déterminer le grade histologique des
cancers du sein [395] et des sarcomes [396]. Cette technique consiste a sélectionner, de facon
aléatoire, des champs a fort grossissement (0,2 mm?) dans le cancer (dans notre cas
spécifiguement dans I'IDC-P) dans lesquels les mitoses sont comptées pour obtenir une densité
(nombre de mitoses/mm?) ou un score mitotique. Dans notre cas, hous avons utilisé le quartile
supérieur de la distribution (= 2 mitoses/mm?) pour séparer les patients avec un score mitotique
élevé de ceux avec un score mitotique bas. Le seuil entre les canaux dit « larges » et les canaux
moins larges a également été calculé selon le quartile supérieur de la distribution (diamétre
transverse de 573 um) mais I'ensemble de la lame a d{ étre analysé pour trouver le canal d’IDC-
P le plus large pour chaque lame. Les CINC étaient assez rares dans I'IDC-P et pouvaient facilement
passer inapercus si I'ensemble de I'IDC-P sur la lame n’était pas examiné. C'est d’ailleurs le critére
avec lequel nous avons eu l'accord inter-évaluateur le plus bas (k 0,33). Pour qu’un patient soit
placé dans le groupe « présence de CINC », au moins deux champs a fort grossissement (0,2 mm?)
distincts devaient contenir des CINC. Pour les deux derniers critéres, vaisseaux sanguins et

comédonécrose, leur simple présence dans I'IDC-P a été reportée, peu importe leur fréquence.

Il est intéressant de constater que quatre de ces criteres, soient les canaux de diametre plus élevé,
un score mitotique élevé, la présence de petits vaisseaux sanguins et la présence de
comédonécrose, sont typiquement liés a la croissance tumorale. En effet, dans I'IDC-P plus les
cellules cancéreuses vont proliférer dans les canaux et plus les canaux seront larges [444]. Le
cancer est une maladie dans laquelle les cellules se divisent de maniére incontrélée [242], le taux
de mitose est donc une indication de la prolifération cellulaire. De méme, il est bien connu qu’il
existe une corrélation entre la croissance tumorale et I'angiogenése [445-451]. Les cellules
tumorales vont induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui vont leur apporter

I'oxygene et les nutriments nécessaires a leur croissance et favoriser le développement de
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métastases [451]. Finalement, I'apparition de comédonécrose reflete une croissance accélérée

liée a I'agressivité des cancers de patrons cribriformes ou solides [361,452].

4.5.2. Critéres morphologiques délétéres et pronostic du carcinome

intracanalaire de la prostate dans la littérature
Jusqu’a présent, la majorité des études qui se sont intéressées a la morphologie de I'IDC-P avaient
pour objectif de distinguer I'IDC-P des autres lésions dans la prostate. Parmi leurs critéres
diagnostiques de I'IDC-P, Cohen et al. proposent que les canaux doivent faire au moins deux fois
la taille des canaux bénins alentours pour étre considérés comme de I'IDC-P [286]. De leur c6té
Guo et Epstein ont noté que les caractéristiques cytologiques les plus fréquentes dans I'IDC-P sont
la comédonécrose (81%, 22/27), les mitoses (74%, 20/27) et un pléomorphisme marqué (67%,
18/27) [285]. De plus, trois groupes ont récemment démontré que la majorité des foyers avec
comédonécrose ont une composante intracanalaire, en détectant des cellules basales entourant
les lésions dans 78% a 95% des PCa avec de la comédonécrose [389-391]. Nous n’avons pas trouvé
d’études qui ont examiné la présence de CINC et de vaisseaux sanguins dans I'IDC-P. Les seules
études qui ont examiné les CINC dans le PCa ont noté qu’ils sont plus fréquents dans les PCa de
haut grade et pourraient étre le résultat de I'absence de différenciation nucléaire dans les cancers
plus agressifs [392,393]. En ce qui concerne les vaisseaux sanguins, leur présence pourrait étre due
a l'association qui existe entre I'IDC-P et I'hypoxie [361]. En réponse a un environnement
hypoxique, les cellules cancéreuses sont capables de déclencher des processus angiogéniques
aberrants [453]. Cette hypotheése pourrait d’ailleurs aussi s’appliquer a I'immunosuppression que
nous avons observé dans la premiere étude. En effet, il a été montré que les environnements

hypoxiques sont fortement immunosupprimés [362].

Les rares études qui ont cherché un lien entre la morphologie de I'IDC-P et le pronostic se sont
focalisées sur les patrons architecturaux formés par les cellules cancéreuses dans I'IDC-P. Wilcox
et al. ont rapporté qu’apres cing ans de suivi, seulement 20% des hommes avec des IDC-P de
patrons solides ou présentant de la nécrose centrale (n = 28) n’ont pas eu de progression de la
maladie contre 65% des hommes avec des IDC-P de patrons cribriformes (n = 80) [303]. De méme,

Cohen et al. ont noté qu’au bout de trois ans de suivi, 33% (6/18) des hommes avec des IDC-P de
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patrons solides ou cribriformes n’avaient pas encore eu de BCR contre 83% (5/6) des hommes

avec des IDC-P de patrons trabéculaires [304].

Pour notre part, nous n’avons pas trouvé d’association entre le patron solide (n = 11) et la rechute
précoce dans notre cohorte test. Possiblement parce que nous avons évalué nos critéres sur une
seule lame par patient, alors que plusieurs patrons peuvent coexister dans la méme tumeur. De
plus, les deux études en question n’ont pas précisé leur définition du patron solide, que nous
avons défini comme une prolifération de cellules cancéreuses dans le canal qui occupe plus de

95% de la lumiére.

4.5.3. Criteres morphologiques délétéres et pronostic du carcinome

intracanalaire de la prostate dans notre étude

Sur les cinq critéres potentiellement déléteres identifiés dans notre cohorte test, deux sont restés
significativement et indépendamment associés a une augmentation du risque de BCR dans la
cohorte de validation : les CINC et les vaisseaux sanguins. Lorsque nous combinons ces deux
critéres, nous trouvons que les patients avec au moins un des deux critéres sont deux fois plus a
risque de développer une BCR comparativement aux patients avec aucun des deux critéres (HR

multivarié : 2,32, Cl a 95% : 1,09-4,96, p = 0,029).

Etant donné qu’un score mitotique élevé et la présence de comédonécrose ont montré une
tendance a une survie sans BCR plus courte dans la cohorte de validation, nous avons voulu tester
si les ajouter dans nos analyses améliorerait notre modele. Le HR est passé de 2,32 a 2,74 lorsque
nous avons ajouté ces deux critéres dans le modele (HR multivarié : 2,74, Cl a 95% : 1,21-6,19,
p =0,015). Lorsque nous examinons la distribution des critéres dans la cohorte de validation,
quelle que soit la combinaison, plus de 75% des hommes présentant des criteres défavorables
n'avaient qu'un seul critere défavorable et la présence de petits vaisseaux était le critére le plus
fréguent. Nous pensons que dans des cohortes plus grandes, I'impact individuel d’un score
mitotique élevé et de la présence de comédonécrose sera mieux démontré. En ce qui concerne
la taille des canaux, nous n’avons pas trouvé d’association avec la BCR dans la cohorte de
validation. Ce critére nécessite sGrement I'analyse de I’'ensemble des lames avec IDC-P pour étre

fiable.
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Ces résultats encourageants suggerent que nos criteres peuvent servir d'outils pronostiques pour
isoler les patients a haut risque de récidive. Les patients avec des IDC-P pourraient étre stratifiée

selon le risque de BCR et le traitement adapté a ce risque.

4.6. Perspectives

Notre étude exploratoire de l'infiltration leucocytaire de I'IDC-P n’a pas inclus toutes les cellules
clés de la réponse immunitaire telles que les lymphocytes B, les cellules NK, les neutrophiles et
les monocytes classiques, et les MDSCs [374,375]. Il sera important d’inclure ces cellules
immunitaires dans les prochaines études. Il serait également intéressant de voir la distribution
des cellules immunitaires dans I'IDC-P sur les lames. En entourant les glandes d’IDC-P
individuellement et en comptant les cellules immunitaires dans chaque glande, nous sommes

capables de visualiser la distribution spatiale des cellules immunitaires dans I'IDC-P (Figure 4-2).

Nombre de
cellules CD8*/mm

EEI

52

BDI

2

Figure 4-2. Exemple de la distribution de cellules CD8* dans I'IDC-P sur une coupe de tissu
de prostate. Les glandes d’IDC-P sont représentées en couleur selon la densité de
lymphocytes CD8* (échelle a droite), le cancer en noir et le reste du tissu en gris.
La quantification des lymphocytes a été faite sur le tissu marqué par IHC.
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Nous possédons au moins deux cohortes supplémentaires de patients avec des IDC-P qui
pourront étre utilisées pour valider nos résultats. La premiére est constituée de tissus de RP
provenant de 180 patients atteints de PCa de stades variés et avec des IDC-P. Dans cette cohorte
les blocs avec des IDC-P ont déja été identifiés. La deuxiéme cohorte est constituée d’'un TMA
construit a partir de tissus de RP de 58 patients avec des IDC-P et des stades variés. Les carottes
de tissus ont été prélevées spécifiquement dans I'IDC-P. Nos analyses devront aussi étre faites sur
des tissus de biopsies, au moment ou le traitement n’a pas encore été choisi. Des profils
morphologiques et immunologiques prédictifs de la réponse assureraient un traitement plus

adéquat pour les hommes avec des IDC-P.

Par ailleurs, nous avons optimisé une technique d’immunofluorescence multiplexe qui nous
permet d’identifier jusqu’a cinqg antigénes en méme temps sur une méme lame puis d’effectuer
une IHC suivie d’'une contre coloration a 'H&E. Cette technique permettra non seulement
d’évaluer la colocalisation des marqueurs et de comparer les distributions spatiales des différents
phénotypes cellulaires, mais aussi de confirmer la présence de cellules basales autour de I'IDC-P
et d’évaluer la morphologie de I'IDC-P sur les mémes lames. Nous serons donc capables
d’examiner s’il y a une association entre les critéres défavorables que nous avons identifiés et la
réponse immunitaire dans I'IDC-P. Par ailleurs, nous pourrons évaluer si l'infiltration immunitaire

et la morphologie de I'IDC-P sont affectées par la continuité des cellules basales.

En plus des cellules immunitaires, nous avons prévu d’inclure dans nos panels
d’'immunofluorescence multiplexe des acteurs clés de la réponse immunitaire comme les
marqgueurs associés a une inhibition de la réponse immunitaire PD-1/PD-L1 [368,454] et CTLA-4
[455], qui sont actuellement les plus étudiés dans les essais cliniques en immunothérapie sur les

PCa (1.3.2. Limites actuelles et espoir de I'immunothérapie dans le traitement du cancer de la

prostate, Tableau 1-8). Nous comptons aussi inclure des cytokines comme le TGF-B [456-458],
VEGF [459] et IL-6 [457] qui vont permettre de mieux comprendre le role de la diversité des
cytokines et du réseau vasculaire dans la réponse antitumorale médiée par les leucocytes dans le
PCa et dans I'IDC-P [460]. Finalement, nous aimerions également inclure dans nos panels les

altérations génétiques qui ont été liées a I'immunogénicité dans le PCa, y compris I'expression
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d’ERG [346], PTEN [346], et RB1 [368] qui sont aussi associés a I'IDC-P (article de revue en annexe)

[320].

En plus de techniques d'analyse d'images basées sur l'intelligence artificielle, des marqueurs
permettant une évaluation plus objective et plus reproductible de nos critéeres morphologiques
pourront aussi étre inclus dans nos panels, notamment CD34 pour détecter les vaisseaux sanguins

[398,399] et Ki67 et pHH3 comme indication de prolifération et de mitoses [400].
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Conclusion

L'IDC-P est une maladie agressive et léthale. Malgré son association a un mauvais pronostic, une
portion non négligeable des hommes avec IDC-P ont une maladie qui progresse lentement. Cette
these avait pour objectif de mieux caractériser I'IDC-P afin d’optimiser la prise en charge des
patients avec des IDC-P et notamment de déterminer quels patients ne nécessitent pas une

intensification immédiate de leur traitement.

En examinant les cellules immunitaires dans I'IDC-P, nous avons trouvé que |I'environnement
immunitaire de I'IDC-P est différent de celui du cancer invasif usuel. Qui plus est, I'IDC-P peut étre
stratifié en IDC-P immunologiquement « froid » ou « chaud » en fonction des densités de cellules
immunitaires dans I'IDC-P total ou dans les points chauds immunitaires, avec une tendance vers
des pronostics différents. Particulierement en ce qui concerne les points chauds immunitaires
CD68/CD163/CD209 qui sont associés au développement de métastases et aux déces spécifiques
au PCa. Ces données sont prometteuses mais encore trés préliminaires et doivent étre valider
dans de plus grandes cohortes. Cette premiére étude souligne la nécessité de mieux caractériser
le microenvironnement immunitaire de I'IDC-P et d'évaluer son implication dans le mauvais

pronostic des hommes avec des IDC-P.

Par ailleurs, notre deuxieme étude sur la morphologie de I'IDC-P suggére que des criteres
morphologiques dans I'IDC-P peuvent étre utilisés pour distinguer les patients a faible risque de
récidive de ceux a haut risque de récidive, notamment la présence de vaisseaux sanguins et de
CINC. Les critéeres que nous avons définis sont facilement évaluables et pourront étre intégrés en
clinique rapidement. Nous proposons de combiner deux a quatre criteres morphologiques, dont
la présence est un prédicteur indépendant de BCR, pour stratifier les hommes avec des IDC-P en
fonction de leur statut de risque. Si ces résultats sont confirmés dans des cohortes plus grandes,
les rapports pathologiques actuels devront étre adapté pour inclure le concept des IDC-P a faible

et a haut risque.

Nos études suggerent donc que des marqueurs immunitaires et des critéres morphologiques

peuvent étre utilisés pour stratifier les patients avec des IDC-P en catégories pertinentes pour la



prise en charge. Ces résultats qui soulignent la nécessité de mieux caractériser I'IDC-P, doivent
étre validés dans des cohortes plus grandes et indépendantes. Une fois validés, ces facteurs
pronostiques aideront les cliniciens a définir une prise en charge optimale pour les patients avec
des IDC-P et pourront étre exploités pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour lutter

contre les PCa agressifs.
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Abstract

Intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) is one of the most aggressive types of prostate
cancer (PCa). IDC-P is identified in approximately 20% of PCa patients and is associated with
recurrence, metastasis, and PCa-specific death. The main feature of this histological variant is the
colonization of benign glands by PCa cells. Although IDC-P is a well-recognized independent
parameter for metastasis, mechanisms by which IDC-P cells can spread and colonize other tissues
are not fully known. In this review, we discuss the molecular portraits of IDC-P determined by
immunohistochemistry and genomic approaches and highlight the areas in which more research

is needed.

Keywords: intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P); metastasis; biomarkers;

immunohistochemistry; genomic; Raman micro-spectroscopy.
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A1l.1. Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most frequently diagnosed cancer of men, accounting for 26% of all
malignancies found in North American men, and the second cause of cancer-related death [1].
When PCa is localized, the 5-year survival rate of patients is nearly 100%; yet when PCa has
metastasized, the 5-year survival rate steeply declines to 28% despite intensive therapy [2,3].
Many factors are associated with survival in PCa, such as tumour stage and tumour grade. In PCa,
the tumour grade is evaluated according to how glands are well formed (pattern 3),
unrecognizable (pattern 5) or in between (pattern 4), and added together according to their
relative abundance to generate the Gleason score (6 to 10) which is then transformed to grade

groups (1 to 5) [4].

Among the factors influencing PCa survival is intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P), a
growth of malignant cells found in benign prostatic ducts and acini (Figure Al-1a,c), recently
recognized as a distinct aggressive variant of PCa [5,6,7]. IDC-P is identified in approximately 20%
of radical prostatectomies (RPs), often with invasive high-grade, high-risk PCa, and has been
associated with early biochemical recurrence, metastasis, castration-resistant prostate cancer
(CRPC) and poor survival [8]. Of note, despite similar nomenclature and associations with poor
outcomes, IDC-P is morphologically distinct from ductal adenocarcinoma [9]. Briefly, ductal
adenocarcinoma is most often directly in contact with the stroma (i.e., is not within a benign duct
or acini), and is recognized by columnar pseudostratified epithelium with elongated nuclei [9].

Thus, the two entities should not be confused.

Although the diagnostic criteria and the clinical significance of IDC-P have become clearer since
its first description by Kovi et al. in 1985 [7], response to standard treatment is better known, but
specific treatment options have yet to be established [10,11,12,13,14,15,16,17,18]. Of all the adverse
features associated with IDC-P, metastatic disease is the most threatening to the patient. IDC-P
has been associated with lymph node metastasis [19,20,21,22,23,24,25], distant metastasis
[26,27,28,29,30,31,32,33,34,35], poor outcome in men with metastatic disease and CRPC

[17,18,36,37,38,39,40], PCa-specific death and poor overall survival [25,27,31,36,39,40,41,42,43].
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Figure A1-1. Intraductal carcinoma of the prostate (IDC-P) (a, c) and cribriform type pattern 4
prostate cancer (CC) (b, d). Hematoxylin phloxine saffron staining (a, b) or immunostaining for
high molecular weight cytokeratins and p63 (basal cell markers, brown) and a-methylacyl-CoA
racemase (prostate cancer marker, red) with hematoxylin and eosin counterstaining (c, d),
highlighting the basal cells surrounding IDC-P and the direct contact between CC and the tumour
stroma. Scale bar: 200 um.

Understanding the molecular cascades underlying the invasion of PCa cells into benign ducts, and
their escape from the prostate and from androgen dependency, would help discover biomarkers

of aggressive disease and the development of much-needed targeted therapies. Here, we review
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the associations between IDC-P and metastatic PCa, the current knowledge about treatment
response of IDC-P and align these associations with the known molecular alterations of IDC-P

(Figure A1-2) while highlighting areas that could benefit from further investigations.
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Figure A1-2. Known molecular alterations for the pathogenesis and progression of intraductal
carcinoma of the prostate (IDC-P). DDR: DNA-damage repair; SChLAP1: second chromosome locus
associated with prostate cancer-1; PTEN: phosphatase and tensin homolog; ERG: ETS-related
gene; PI3K: phosphoinositide 3-kinase; MAPK: mitogen-activated protein kinase.

Al1.2. IDC-P is an independent parameter for metastasis and survival

A1.2.1. IDC-P predicts the presence of lymph node metastasis at diagnosis
Lymph node metastasis is associated with shorter disease-free survival in PCa [44]. IDC-P has been
frequently associated with lymph node metastasis [19,20,21,22,23,24,25] (summarized in

Supplementary Table 1A), with a hazard ratio (HR) of 3.79 to develop lymph node-positive
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disease, as described in a recent meta-analysis [13]. The first report of this association by O’Brien
et al. [19] evaluated the predictive impact of IDC-P in 50 high-risk PCa patients treated with
neoadjuvant chemotherapy. Interestingly, only IDC-P (multivariate odds ratio (OR) of 4.6, 95%
confidence interval (Cl) of 1.5-14.2, p = 0.007) could predict the presence of lymph node

metastases [19].

In treatment-naive cohorts, Xu et al. [20] first showed in 316 men with clinically localized, bilateral
PCa without metastasis (cT2NOMO) who underwent RP, that IDC-P was associated, but not
independently, with lymph node metastasis. Kryvenko et al. [21] compared the clinicopathological
characteristics between patients with Gleason score 7 PCa who had lymph node metastases and
those without any other metastasis at RP. Of the 368 RP specimens, 184 patients had metastases
to lymph nodes, and these patients were significantly more likely to have IDC-P (78/184) than
patients that did not have any metastases (38/184) (42.4% vs. 20.7%, p < 0.001) [21].

In two retrospective studies in treatment-naive men, Downes and colleagues [22,23] evaluated
IDC-P in conjunction with cribriform type pattern 4 (CC) as a predictive parameter in detecting
lymph node metastases. CC is an adverse histopathological feature of the prostate that is now
classified as a Gleason pattern 4, and IDC-P and CC are often assessed together due to the
difficulty in correctly distinguishing the two histopathologies [45,46,47,48,49] (Figure Al-1b,d).
Accordingly, Downes et al. [22] examined IDC-P and CC together and showed that IDC-P/CC
histopathology was present in 94% of all RP specimens from 110 node-positive patients. Although
there was no association between the grade at RP and the nodal grade, the grade assigned to the
largest node was associated with shorter survival [22]. Downes et al. [23] then evaluated the role
of IDC-P/CC in 543 patients who underwent RP, of which 275 patients had matched biopsies. IDC-
P/CC was significantly associated with lymph node metastases in the RP and biopsy cohort
(multivariate OR: 5.12, 95% Cl: 1.37-19.2, p = 0.015; and multivariate OR: 4.42, 95% Cl: 1.29—-
15.14, p = 0.018, respectively) [23].

Both very small and large-scale studies point to the same associations. Lindberg et al. [24]
published a case study in which the DNA alterations in the prostatic ducts colonized by IDC-P

shared 83% of the break-point regions with lymph node metastases, directly implicating regional
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metastatic PCa as an outcome of IDC-P [24]. On the other hand, Dinerman et al. [25] performed a
Surveillance, Epidemiology and End Results Program (SEER) retrospective study in which IDC-P
alone had predictive value on lymph node metastases in 242 out of 159,777 RP specimens (5.8%

vs. 2.4% when IDC-P is absent, p < 0.001) [25].

These studies [13,19,20,21,22,23,24,25,31] establish that the presence of IDC-P/CC is strongly
associated with lymph node metastasis at diagnosis. However, the only available studies in
treatment-naive men of all grades have been conducted by merging IDC-P with CC. As IDC-P is
likely resistant to neoadjuvant therapy with either hormone therapy or chemotherapy
[16,19,50,51,52], the role of IDC-P alone as a predictor of lymph node metastasis in patients with
higher grade PC should be better clarified. Interestingly, Hollemans et al. studied 408 men with
NOMO grade group 2 PCa, and observed that the occurrence of lymph node metastasis was not

statistically different when comparing men with CC and IDC-P and men with IDC-P alone [53].

A1.2.2. IDC-P predicts the occurrence of distant metastasis
In addition to N1 disease, IDC-P has been often associated with distant metastasis

[26,27,28,29,30,31,32,33,34,35] (summarized in Supplementary Table 1B). When comparing 85 men

who experienced recurrence detected either by biopsy or radiology, Trinh et al. [26] showed that
men with IDC-P at RP developed distant metastasis more frequently than loco-regional
recurrence (OR: 6.27,95% Cl: 1.43-27.6, p = 0.015). In 206 high-risk PCa, Kimura et al. [31] showed
that IDC-P status was significantly correlated with progression-free survival (multivariate HR:
3.07, 95% Cl: 1.44-6.58, p = 0.0038), which was defined as time from RP to development of local

or distant metastases.

In 2019, Tom et al. [27] evaluated the clinical outcomes of IDC-P positive patients and
demonstrated that IDC-P was an adverse prognostic parameter of distant metastasis in a cohort
of 237 patients with Gleason score 7 PCa treated with external beam radiotherapy. In this cohort,
CC was not significantly associated with distant metastasis-free survival unless it was evaluated
in conjunction with IDC-P (multivariate HR: 4.18, 95% Cl: 1.43-12.28, p = 0.01), and IDC-P was not
identified without CC in the biopsies [27]. Similarly, van der Kwast et al. [28] studied two cohorts

of men with PCa treated by radiation therapy: one including men with intermediate-risk PCa and
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the other including men with high-risk PCa who were part of a clinical trial evaluating the addition
of long-term androgen deprivation therapy to radiation therapy. In this study, IDC-P was
associated with shorter time to clinical progression (local, distant or death), when men were
treated by radiation therapy only (multivariate HR: 2.33, 95% Cl: 1.14-4.76, p = 0.02), but only in
univariate analysis when men were exposed to androgen deprivation therapy (HR: 2.83, 95% Cl:

1.16-6.92, p = 0.018) [23].

In an earlier case-control study including 161 men with Gleason score 7 PCa (52 with metastases,
disease-specific mortality or both), Kweldam et al. [29] showed that IDC-P was a univariate
predictor for distant metastasis. In their study, IDC-P was strongly associated with CC (p < 0.001),
and both CC and IDC-P were adverse predictors for distant metastasis-free survival. However, IDC-
P lost significance in multivariate analyses (multivariate HR for CC: 8.0, 95% Cl: 3.0-21, p < 0.001;
univariate HR for IDC-P: 2.5, 95% Cl: 1.2-4.7, p = 0.007) [29]. It is worth noting that if CC is highly
correlated with IDC-P, including these two factors in a multivariate model may bias the final

model.

Other groups have implicated IDC-P/CC together as a predictor of the development of distant
metastases [30,32,33,34] in PCa patients. In 2017, Chua et al. [30] evaluated 1325 men treated for
localized PCa, and found that patients with IDC-P/CC had an increased likelihood of developing
distant metastasis (multivariate HR: 3.31, 95% Cl: 1.76—6.21, p < 0.001) [30]. In 2019, Hollemans
et al. evaluated the impact of IDC-P/CC in 1064 first-line RPs and found that IDC-P/CC predicted
shorter metastasis-free survival (multivariate HR: 9.9, 95% Cl: 3.9-25.5, p < 0.001) [32]. Subgroup
analyses showed the same results in the 140 Gleason score 8 RP specimens [33] and in the 854
grade group 1 and 2 RP specimens, although metastases were infrequent in this group [34]. The

very few patients who developed distant metastasis (6%) harboured IDC-P/CC in their RPs [34].

Lastly, Isaacsson Velho et al. [35] studied the occurrence of metastasis in 60 men with primary
Gleason pattern 5 at RP, of which nine (15%) showed either ductal or intraductal histology. In
these men, IDC-P and/or ductal adenocarcinoma were associated with shorter metastasis-free

survival (multivariate HR: 3.78, 95% Cl: 1.51-9.45, p = 0.004) [35].
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Globally, regardless of the risk stratification or whether PCa was treated by RP or radiation
therapy, IDC-P alone or in combination with CC or ductal adenocarcinoma has been associated
with the development of distant metastasis [26,27,28,29,30,31,32,33,34,35]. Interestingly, only
Kweldam et al. [29] compared the impact of IDC-P and CC alone and in combination. However,

their important study included only Gleason score 7 PCa.

A1.2.3. IDC-P predicts poor prognosis in men with metastatic prostate cancer
Many groups have assessed the clinical impact of IDC-P in men with metastatic PCa on first

diagnosis [17,18,36,37,38,39,40] (summarized in Supplementary Table 1C). One of these groups, led

by Zeng, initially verified the time to CRPC in men diagnosed with metastatic disease and IDC-P
[36]. Time to CRPC was cut in half when IDC-P was present in the diagnostic biopsy (23 months vs.
46 months, multivariate HR: 4.89, 95% Cl: 1.44-16.56, p = 0.011). In a second study, Chen et al.
[17] evaluated 45 patients initially diagnosed with bone metastatic PCa, which later progressed to
CRPC. All patients were subjected to two transperineal prostate biopsies: one at the time of initial
diagnosis and a second upon diagnosis of metastatic CRPC. As the prevalence of IDC-P increased
from 20% to 62.5% between the two biopsies, IDC-P was associated with shorter time to prostate-
specific antigen (PSA) doubling only when taking into account the second biopsy [17]. In another
study with the same two-biopsy design, the prevalence of IDC-P increased from 28% to 47% at
the time of CRPC, and IDC-P was associated with shorter overall survival (multivariate HR: 1.91,
95% Cl 1.11-3.29, p = 0.020) [37]. A high amount of IDC-P (>10% of the tumour content) was also
associated with shorter CRPC-free survival (multivariate HR: 2.11, 95% Cl: 1.52-2.93, p < 0.001),
and shorter overall survival (multivariate HR: 2.31, 95% Cl: 1.38-3.87, p = 0.002) in 644 de novo
metastatic PCa [38]. Similarly, the same group identified IDC-P as an independent predictor of

CRPC-free survival (HR: 1.82, 95% Cl: 1.35-2.44, p < 0.001) [39].

Other groups also studied the impact of IDC-P in men with de novo metastatic PCa. Kato et al.
found that IDC-P was associated with cancer-specific survival (univariate HR: 2.13, 95% Cl: 1.14—
3.99, p = 0.0181) and overall survival (multivariate HR: 2.66, 95% Cl: 1.47-4.79, p = 0.0012) in a
cohort of 150 men with bone metastases at their initial PCa diagnosis [40]. Recently, Abascal-
Junquera et al. [18] demonstrated the importance of IDC-P in 118 metastatic CRPC patients as they
observed that the time to CRPC was shorter for the 37 men with IDC-P than for the 81 men
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without IDC-P (10 months vs. 25 months, p = 0.007). Furthermore, time to second-line therapy
with abiraterone or enzalutamide was also shorter for men with IDC-P (11 months vs. 6 months,

p = 0.05).

In contrast, Porter and al. [16] assessed overall survival in a small-scale study including 38 men
who developed metastases after their initial diagnosis and found no significant difference in
survival between men with and without IDC-P at diagnosis, despite a median follow-up of 4.9

years from diagnosis to CRPC [16].

Interestingly, most of these studies [17,18,36,37,38,39,40] establish IDC-P alone, without evaluating
the impact of CC, as a prognostic factor in men diagnosed with de novo metastatic PCa to the
bones and who progressed to CRPC. It should also be noted that all these studies excluded men

with visceral metastases, which, although rare in PCa, could be associated differently with IDC-P.

A1.2.4. IDC-P predicts death from prostate cancer
The association of IDC-P and poor outcome when diagnosed in M1 PCa is expectedly followed by
an association of IDC-P with poor disease-specific survival and overall survival

[13,25,27,31,36,37,38,39,40,41,42,43,54] (summarized in Supplementary Table 1D). The effect of IDC-P

alone on disease-specific survival has been evaluated in the SEER database [25] in men with
localized PCa [43] and in high-risk PCa [31,42]. IDC-P was significantly associated with shorter
disease-specific survival in all studies [13,25,27,31,36,37,38,39,40,41,42,43,54] but one [42], with HRs
varying from 1.7 to 4.48. Moreover, the association between IDC-P and overall survival has been
evaluated in men with de novo metastatic disease (restricted to bone metastases) [36,38,39,40],
CRPC [37] and in one cohort of high-risk patients [42], with HRs varying from 1.61 to 2.66. These

results are consistent in a recent multivariate analysis [13].

Three studies addressed the combined impact of IDC-P and CC on disease-specific survival
[27,29,54]. The first study [29] was the case-control study of men with metastases and/or lethal PCa
by Kweldam et al. discussed above, in which IDC-P was associated with distant metastasis only in
univariate analysis. Only CC was associated with PCa disease-specific survival (multivariate HR:
5.4, 95% Cl: 2.0-15, p = 0.001) [29]. The second study included men with Gleason score 7 PCa

treated by external beam radiation therapy, and showed that CC alone was not associated with
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the occurrence of metastasis, but IDC-P combined with CC was associated with metastasis and
disease-specific survival (multivariate HR: 14.26, 95% Cl: 2.75-74.04, p = 0.0016) [27].
Interestingly, in this cohort, IDC-P was not found without CC [27]. In the third study, the effect of
IDC-P/CC on overall survival was compared to the effect of non-CC Gleason pattern 4 in the Health
Professionals Follow-up Study and the Physicians’ Health Study [54]. The presence of IDC-P/CC
was evaluated on tissue microarrays of 0.6 mm-cores built from the primary PCa nodule or the
nodule with the highest grade. Elfandy et al. showed that IDC-P/CC was associated with lethal
disease (IDC-P/CC: 43/218 lethal cases, non-CC Gleason 4 pattern: 46/600 lethal cases;
unadjusted HR: 2.66, 95% Cl; 1.75-4.03), but the association lost statistical significance with
adjustment for Gleason score, age, body-mass index and cTNM (full model HR: 1.45, 95% Cl: 0.92—-
2.27).

Lastly, in the European Randomized study of Screening for Prostate Cancer (Rotterdam cohort),
the incidence of IDC-P/CC in biopsy specimens of 15 men who died of PCa despite having cT1/2
disease with classical Gleason score < 6 were compared to biopsy specimens of 64 men with non-
fatal PCa and classical Gleason score < 6. After reclassification following the International Society
of Urological Pathology (ISUP) 2014 modified Gleason score, 63% (5/8) of men with grade group
two fatal PCa had IDC-P/CC, compared to 13% (2/16) of men with non-fatal, grade group 2 PCa

[55].

Al.3. Treatment response

Understanding how IDC-P responds to standard PCa treatment is crucial for the design of new
targeted therapies. These questions have mostly been addressed in retrospective studies or in
clinical trials with IDC-P as a secondary endpoint [15,17,19,37,50,51,52,56,57,58,59] (summarized in

Supplementary Table 2). Currently, two ongoing studies in China focus on IDC-P treatment. One

evaluates neoadjuvant androgen-deprivation therapy and abiraterone in IDC-P, and the other
evaluates docetaxel and abiraterone in mCRPC and IDC-P. In addition, two other registered
studies will be evaluating the presence of IDC-P or CC after neoadjuvant therapy as a secondary
endpoint, and another will be evaluating the difference in time-to-recurrence according to IDC-P

status as a secondary endpoint after radiation therapy with or without androgen-deprivation
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therapy. With the growing importance of IDC-P in PCa outcomes, more clinical trials are expected

to focus on the treatment of IDC-P.

A1.3.1. Response to neoadjuvant chemotherapy, androgen-deprivation therapy

and androgen receptor axis-targeted therapy
The first studies addressing the response to therapy of IDC-P were conducted in the neoadjuvant
context in retrospective studies. Efstathiou et al. published [50] a study of 115 men who
underwent RP after androgen ablation, alone or in combination with chemotherapy. This series
included mostly men with high-grade disease (71% of Gleason score 8—10), and IDC-P/CC were
present in 72% of RPs. In multivariate analysis, the presence of IDC-P/CC, margin status and
treatment predicted biochemical recurrence (relative risk [RR] for IDC-P/CC: 2.98, standard error:
0.46, p = 0.02) [50]. Similarly, O’Brien et al. [19] identified IDC-P in 20% of 50 RPs from men treated
with neoadjuvant docetaxel and mitoxantrone for high-risk PCa and linked the presence of IDC-P
and CC with shorter time to recurrence (multivariate HR: 2.6, 95%Cl: 1.5-4.3, p < 0.001 and
multivariate HR: 2.3, 95%Cl: 1.3-4.0, p = 0.003, respectively). In a cohort of men with high-risk
PCa treated with neoadjuvant androgen-deprivation therapy, men with IDC-P found at both
needle biopsy and RP were also shown to have shorter overall survival than men without IDC-P
at needle biopsy (regardless of IDC-P status at RP) or men with IDC-P at needle biopsy but not on
RP (multivariate HR: 3.2, 95%Cl: 1.47-6.95, p = 0.0034) [51].

The presence of IDC-P as a factor of response to neoadjuvant therapy has also been evaluated in
post-hoc analysis of clinical trials or as secondary endpoints [52,56,57]. In a pooled analysis of three
clinical trials evaluating neoadjuvant abiraterone and/or enzalutamide (androgen receptor axis-
targeted therapy) in high-risk and unfavorable intermediate-risk patients, McKay et al. [56]
showed that IDC-P was associated with a lack of exceptional pathological response at RP (n = 45,
0% vs. 41.7%, p = 0.001) and with a lower rate of biochemical-free survival at three years (28% vs.
70%, p = 0.004). In the histologic and genomic analyses of RPs from 37 men enrolled in a clinical
trial of neoadjuvant androgen-deprivation therapy with enzalutamide [57], IDC-P and nuclear ERG
expression were associated with incomplete or nonresponsive cases (univariate analyses, p =
0.013 and p = 0.002, respectively) but CC was not. Based on a combination of IDC-P and ERG

expression with deletion of >50% of chromosome 10 g and loss-of-function or hotspot alterations
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to TP53, a model was constructed to predict complete response after neoadjuvant treatment.
This model classified 30/37 cases correctly (area under the curve: 0.89, p < 0.0001) [57]. In a trial
comparing abiraterone, leuprolide and prednisone with or without apalutamide, as there was no
significant difference between treatment arms, IDC-P was associated with higher pathologic T
stage (tumour extension), larger residual tumours, increased tumour cellularity and higher

residual cancer burden [52].

A1.3.2. Response to chemotherapy or androgen receptor axis-targeted therapy
In a study by Chen et al. [17], response to treatment was evaluated in 24 men who were initially
diagnosed with bone metastatic PCa before progression to CRPC and who were treated with
docetaxel-based chemotherapy. In this cohort, 6/9 men without IDC-P (67%) showed response to
chemotherapy while only 3/15 with IDC-P (20%) responded to chemotherapy. The same group
compared response to CRPC therapy according to IDC-P status at biopsy (at the time of metastatic
CRPC) in a cohort of 96 men [37]. In men without IDC-P, response rates to docetaxel or abiraterone
were similar (56% vs. 57%, p = 0.70), whereas men with IDC-P showed similar response rates to

abiraterone (52%) with only a 22% response rate in the docetaxel group [37].

In 2018, Yamamoto et al. [58] came to the same conclusion after studying a cohort of 79 men
diagnosed with metastatic PCa who progressed to mCRPC without local treatment. As all men
from this cohort were treated by androgen-deprivation therapy, men who received docetaxel had
shorter median survival when their PCa harboured IDC-P (20.5 months vs. 53.2 months, HR: 2.98,
95%Cl: 1.02-8.64, p = 0.044) [58]. While men who received docetaxel had shorter survival with
IDC-P than without IDC-P, men with IDC-P still fared better when they received chemotherapy
with a median cancer-specific survival of 14.7 months without chemotherapy (median 20.5
months with chemotherapy, HR: 0.44, 95%Cl: 0.22-0.91, p = 0.026) [58]. Two years later, the same
group compared the response to chemotherapy to the response to abiraterone or enzalutamide
in a propensity score matching study including 170 men with CRPC [59]. In each treatment group,
IDC-P was associated with shorter overall survival, which was not statistically significant in the
abiraterone/enzalutamide group (HR for docetaxel group: 3.08, 95%Cl 1.76-5.41, p < 0.001; HR

for abiraterone/enzalutamide group: 1.63, 95%Cl: 0.77-3.47, p = 0.19). However, patients with
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IDC-P did better when they received either abiraterone or enzalutamide compared to docetaxel

(HR: 0.48, 95%Cl: 0.26-0.86, p = 0.01) [59].

A1.3.3. Response to adjuvant radiation therapy
Until now, only one study has evaluated the addition of radiation therapy to RPs when IDC-P is
present [15]. In this study, the outcomes of 293 men with localized to locally advanced PCa were
compared in function of the presence of high-risk factors (grade group 4-5, positive margins,
extraprostatic extension or seminal vesicle invasion), which can be treated with adjuvant
radiation therapy, and in function of the presence of IDC-P. Globally, men with IDC-P and no high-
risk factors had a similar outcome than men without IDC-P but with at least one high-risk factor.
In a multivariate analysis for the prediction of biochemical recurrence after RP, IDC-P was
associated with shorter time to recurrence (HR: 2.39, 95%Cl: 1.44-3.97, p = 0.001) and adjuvant
radiation therapy protected the men from recurrence (HR: 0.38, 95%Cl: 0.17—-0.85, p = 0.018) [15].

A1l.4. Molecular markers of IDC-P

To date, evidence has shown that IDC-P alone or in combination with CC is of tremendous
importance to PCa outcome. Understanding the molecular characteristics of IDC-P is crucial for
the identification and development of early detection tools and targeted therapies. Our
knowledge of IDC-P has grown exponentially since a study in 2000 [60] that first detailed some
molecular features of IDC-P in 26 patients, with expression of PSA (specific to prostate tissue),
MIB-1 (a proliferation marker) and MUC2 (staining intestinal goblet-cell mucus) mostly in the
central area of the proliferation, and androgen receptors (AR) expression mostly at its periphery.
Here we describe the known molecular alterations of IDC-P compared to other components of
prostatic tissue and PCa, as well as the prognostic impact of the molecular alterations associated

with IDC-P.

Al1.4.1. IDC-P without associated invasive carcinoma
Very few reports of isolated IDC-P have been published [61,62]. Khani et al. characterized four
isolated IDC-P cases (three were entirely submitted for histology) as well as 11 cases in which IDC-

P was identified in association with low grade (Gleason score 6) PCa [63] (Table A1-1). From seven
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sequenced IDC-P lesions (one with isolated IDC-P), four showed activating oncogenic driver
mutations involving the MAPK and PI3K pathways, which are rarely involved in PCa but which are
found with high frequency in ductal adenocarcinoma [64]. Moreover, these tumours showed less
copy number alterations (CNAs) and a lower percentage of genome alterations. Other identified
alterations included phosphatase and tensin homolog (PTEN) loss, CHEK2 and BRCA2 (DNA-
damage repair [DDR] genes) mutations, CDKN2A, RB1 and CCND1 (cell cycle genes) mutations,
along with other PCa-related alterations such as MYC amplification in four cases.
Immunohistochemistry (IHC) showed low ETS-related gene (ERG) positivity prevalence (1/15),
with partial or complete loss of PTEN in roughly half the cases (7/15), and 56% of discordance for

the nine cases with sufficient tissue to evaluate adjacent invasive carcinoma.

Table Al-1. Overview of the study describing IDC-P without associated invasive carcinoma in radical
prostatectomies [63].

Method Type of alteration Gene or Mutati?n/ % of positivity
chromosome alteration (n/n)
NGS Activating SNV PIK3CA p.H1047R 57% (4/7)
(PI3K/MAPK pathways) AKT1 MAP2K1 p.E17K
KRAS p.199_K104del
BRAF p.G13P
p.K601E
Other SNV PTEN Splicing 14% (1/7)
GW CNA analysis CNA PTEN Loss 29% (2/7)
IHC Protein loss PTEN - 47% (7/15)
NGS Other SNV (DNA repair BRCA2 p.L1740* 29% (2/7)
genes) CDK12 p.K756Q, p.K504*
CHEK2 p.1157T
Other SNV FOXA1 p.F266V 29% (2/7)
pF396*
Other SNV SPOP p.F133V 14% (1/7)
CNA CDKN2A Loss 71% (5/7)
RB1 Loss
CCND1 Gain
_ CNA MYC Gain 57% (4/7)
GW CNA analysis CNA P53 Loss 14% (1/7)
CNA CHD1 Loss 14% (1/7)
CNA 7SC2 Gain 14% (1/7)
CNA Chr. 8 (8p) LOH 43% (3/7)
IHC Protein overexpression ERG - 7% (1/15)

Abbreviations: CNA: copy number alteration; GW: Genome-wide; IHC: immunohistochemistry; LOH: loss of heterozygosity; NGS:
next-generation sequencing; SNV: single-nucleotide variant
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A1.4.2. IDC-P compared to high-grade intraepithelial neoplasia (HGPIN) and to

adjacent invasive carcinoma
The prostatic ducts can be occupied by many lesions such as high-grade intraepithelial neoplasia
(HGPIN), the presumed precursor of PCa, as well as clear cell cribriform hyperplasia and urothelial
carcinoma [12]. IDC-P and HGPIN are on a spectrum of cellular atypia, and HGPIN is less atypical
than IDC-P. Many studies have attempted to distinguish IDC-P from HGPIN and from lesions with
intermediate characteristics, coined “atypical intraductal proliferation” (AIP) [65,66,67,68,69].
Logically, IDC-P has also been compared to adjacent invasive carcinoma. Altogether, the following
studies largely demonstrated that IDC-P was distinct from HGPIN but similar to AIP and adjacent
invasive carcinoma, at least in terms of ERG and PTEN expression (summarized in Table A1-2).
However, studies comparing IDC-P to HGPIN and adjacent invasive carcinoma using other markers
or techniques, such as laser microdissection or spatial transcriptomics, are needed to complete

our understanding of the relationships between PCa, IDC-P and HGPIN.

Table A1-2. Overview of the studies comparing IDC-P to high-grade intraepithelial neoplasia and to adjacent
invasive carcinoma. Only IDC-P results are presented.

% of positivity

Specimen type Method (n/n) Ref
TMPRSS2:ERG fusion
RP Sanger sequencing 100% (4/4) [70]
RP FISH 94% (82/87) [71]
RP FISH (break-apart probe) 75% (36/48) [72]
PTEN loss
RP Sanger sequencing 75% (3/4) [70]
RP Micro-satellite analysis : PTEN (10g23) LOH 48% (13/27) [73]
ERG protein overexpression
RP IHC 63% (20/32) [74]
RP IHC 61% (28/46) [69]
RP IHC 58% (26/45) [66]
Bx IHC 58% (29/50) [67]
Bx IHC 55% (33/60) [68]
15 Bx; 8 RP; 6 TURP; 2 RCP IHC 35% (11/31) [75]
Bx IHC 10% (12/128) [76]
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% of positivity

immunohistochemistry; RCP: radical cystoprostatectomy; RP: radical prostatectomy; TURP: trans-urethral resection of the prostate

A1.4.2.1. PTEN and ERG (TMPRSS2:ERG)
PTEN is a tumour suppressor gene involved in the regulation of the cell cycle and is frequently
associated with PCa aggressiveness and metastases [81,82,83,84,85,86,87]. Although PTEN loss was
initially evaluated through genomic approaches, subsequent studies have shifted toward IHC as
the correlation between the two is high, and some tumours presenting PTEN inactivation do not
show genomic loss [84,88,89]. Similarly, detection of TMPRSS2:ERG, a fusion leading to the
expression of the oncogene ERG in 50% of PCa [90], has moved from fluorescence in situ
hybridization (FISH) to IHC [71,91,92]. Contrary to PTEN, TMPRSS2:ERG fusion or ERG expression
has not been clearly linked to PCa outcome and is mostly used as a diagnostic marker
[93,94,95,96,97]. Since the expression of ERG and PTEN can be evaluated by IHC, a very accessible
histopathology technique, these two markers are the most studied in [IDC-P

[66,67,68,69,70,71,72,74,75,76,77,78,98].
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Specimen type Method (n/n) Ref

PTEN protein loss

RP IHC 89% (32/36) [77]

RP IHC 84% (38/45) [66]

Bx IHC 76% (38/50) [67]

RP IHC 75% (18/24) [69]

Bx IHC 75% (61/81) [78]

Bx IHC 72% (43/60) [68]

RP IHC 72% (23/32) [74]
Other

CGH: -1923->q32, -5p, -6cen->q22, +7p, +7q, -8p,
RP +8qg21.1->qter, -10p, -10q, -10gq21->qter, -13q, 73% (8/11) [73]
-13gl4->qter, -16q, -16q13—>qter, -17p, -18q, +19p, +19q
RP Micro-satellite analysis: TP53 (17p13.1) LOH 60% (16/27) [73]
RP Micro-satellite analysis: RB1 (13q14.2) LOH 81% (22/27) [73]
Micro-satellite analysis: 3pter—3p24.2, 5q21-22, 6q21-22,
RP 7931, 8p22,10g23-24, 11p15.5, 16g23.1-16qter, 18q21, 60% (12/20) [79]
18¢21.33,21g22.1-22.3 LOH
Accuracy,
RP Raman microspectroscopy sensitivity, and [80]
specificity >85%

Abbreviations: Bx: biopsy; FISH: fluorescence in situ hybridization; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; IHC:



In a multicentric study in 2007, Mosquera et al. [71] were the first to demonstrate that
TMPRSS2:ERG, studied with a FISH break-apart probe, strongly correlated with IDC-P (82/87
positive cases) and CC (70/94 positive cases). Of all the morphologic features analyzed in the
study, IDC-P had the strongest association with positive TMPRSS2:ERG fusion status (RR: 8.312,
95% Cl: 2.835-24.371, p < 0.001) [71]. Similarly, ERG rearrangement was identified in 75% of 48
IDC-P lesions, with 100% of concordance with adjacent carcinoma, while absent in all cases of
isolated cribriform HGPIN (0/16 cases) [72]. Interestingly, most ERG rearrangements in IDC-P were
through deletion, among which 6/36 cases showed duplication of ERG rearrangement in
combination with deletion of 5'-ERG, previously associated with very poor prognosis [98].
Moreover, two cases with ERG rearrangement in IDC-P and lymph node metastases, showed that
ERG status was the same in IDC-P and metastasis but discordant in another tumour foci without

IDC-P [72].

It then took a few years before the first description of PTEN and ERG IHC expression in RPs by
Lotan et al. in 2014 [66]. Cytoplasmic PTEN expression was lost in 84% (38/45) of IDC-P cases
(29/38 showed uniform loss), 100% (15/15) of AIP lesions, but never in HGPIN (0/39). When PTEN
was lost in IDC-P, at least a portion of the adjacent invasive carcinoma did not express PTEN in
92% of the cases. In parallel, ERG was expressed in 58% (26/45) of the IDC-P cases, 67% (10/15)
of the AIPs and 13% (5/39) of the HGPIN lesions. The concordance levels were 100% between
intraductal lesions and the adjacent invasive tumours, but not for HGPIN (of the ERG-positive
invasive tumours, only 6% [1/11] were associated with ERG-positive HGPIN). Interestingly, PTEN
was lost in 67% of ERG-positive tumours compared to 31% of ERG-negative tumours (p = 0.006).
In their subsequent biopsy study, similar proportions of expression were observed (PTEN loss in
IDC-P: 76%, in AIP: 52%, in HGPIN: 0%; ERG expression in IDC-P: 58%, in AIP: 27%, in HGPIN: 0%)
[67]. Lower expression of ERG was found in IDC-P by Schneider and Osunkoya who identified 35%
(11/31) of ERG-positive IDC-P cases in a cohort including men who previously received androgen
deprivation therapy [75], and by Nie et al. [76] who reported 10% of ERG positive cases in 633

consecutive cases.

In 2017, Shah et al. [68] compared the expression levels of ERG and PTEN in AIP and IDC-P in 106

prostate biopsies. They showed that ERG overexpression was present in 41% of AIP cases and
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55% of IDC-P cases, while PTEN loss was observed in 71% and 72% of both lesions, respectively.
In contrast, PTEN loss was observed in only 5% of HGPIN lesions and ERG was overexpressed in
16% of HGPIN foci. Concordance of ERG and PTEN expression was above 90% in IDC-P, AIP and
adjacent invasive adenocarcinoma. Two years later, the same group evaluated predictors of PTEN
loss and found that in their cohort of 260 PCa, IDC-P (HR: 4.993, 95% Cl: 3.451-7.223), CC (HR:
2.459, 95% Cl: 1.814-3.333) and stromogenic PCa (HR:2.255, 95% Cl: 1.634—-3.112) were the best
predictors of PTEN loss (all p < 0.001) [78]. Furthermore, Hickman et al. obtained 100% (46/46)
concordance of ERG status between IDC-P/AIP and nearby invasive carcinoma vs. only 7% of
HGPIN cases [69]. With PTEN loss in two third of the cases, the concordance between IDC-P and
adjacent carcinoma was 81% [69]. PTEN loss has also been observed in almost 90% of 40 IDC-P

cases compared to 0% of 40 HGPIN cases [77].

Downes et al. [74] further verified the concordance of ERG and PTEN expression patterns in IDC-
P, CC and the adjacent invasive carcinoma in a cohort of 57 PCa cases with cribriform morphology.
In this cohort, ERG IHC was concordant between IDC-P, CC and adjacent invasive carcinoma in
98% of the cases (56/57). As expected, in the 44 cases with PTEN loss, 75% had heterogeneous
loss. From supplemental data, IDC-P and CC staining was concordant in 86% (either retention or
loss) of cases; IDC-P and adjacent acinar carcinoma staining, or CC and adjacent acinar carcinoma
staining were concordant in >95% of cases, including heterogeneous loss that was concordant

with either retention or loss in the other tumour compartment.

Another concordance study by Haffner et al. [70] addressed the spatial localization of ERG and
PTEN status in relationship to PCa. TMPRSS2:ERG breakpoints analysis of seven cases showed a
common phylogeny between HGPIN, PCa and IDC-P (when present), while PTEN loss was

subclonal. Therefore, it was suggested that IDC-P represents a late event in PCa.

A1.4.2.2. Multimarker studies
Beyond ERG rearrangements, Bettendorf et al. [73] showed in 2008 that IDC-P was a distinct
histopathological lesion from HGPIN, as comparative genomic hybridisation (CGH) revealed
chromosomal imbalances in 8/11 IDC-P cases and in 0/10 HGPIN cases, with deletions at 8p, 10q

and 13q; however, invasive carcinoma was not studied.
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In 2000, mutational studies were also conducted on 20 microdissected RPs to compare loss of
heterozygosity (LOH) between HGPIN and IDC-P using 12 polymorphic satellite markers
frequently lost in PCa, such as 8p22, 10g23-24 and 21g22.1-22.3 [79]. Briefly, LOH was more
frequent in IDC-P (16%) than in Gleason pattern 4 (7%) and HGPIN (2.5%). Of note, when these

results were published, CC was most likely evaluated as Gleason pattern 3 [99].

A1.4.2.3. Novel diagnostic biomarker: raman microspectroscopy
Raman spectroscopy (RS) is a nondestructive imaging technique in which the interaction between
photons and tissue is measured based on different molecular bonds producing specific shifts in
light wavelength [100]. Using a pen-size hand-held probe, RS can be used in real-time to detect
brain tumours [101,102,103] or PCa on gross prostate slices [104] before integration to the da Vinci
surgical robot [105]. Raman microspectroscopy (LRS) has also been used to differentiate prostatic
cell lines and PCa from benign tissues (reviewed in [100]); however, the technique is too expensive
and fastidious for clinical implementation and is meant to analyze frozen tissue, which is
unavailable when clinically evaluating the histology of PCa. Accordingly, Grosset et al. [80]
developed an economical uRS method that is performed on formalin-fixed paraffin embedded
(FFPE) tissues according to standard histopathology protocols, which leads to a diagnosis within
90 min of slide preparation. Using this method, IDC-P was distinguished from invasive PCa with
an accuracy, sensitivity and specificity of 95 + 2%, 96 £ 4%, and 94 t 2%, respectively in the training
cohort. Furthermore, IDC-P could be distinguished from HGPIN with accuracies, sensitivities, and
specificities of >95%. Of note, optimization of the machine-learning algorithms improved the

ability to differentiate IDC-P from cancer to up to 9% [106].

A1.4.3. Cases with IDC-P compared to cases without IDC-P
Another important area of IDC-P research is the comparison between cases with and without IDC-
P (summarized in Table A1-3), especially since the aforementioned studies established (mostly
with ERG and PTEN expression patterns) that IDC-P was similar to its adjacent invasive carcinoma.
However, most of the large-scale genomic studies of PCa were conducted before IDC-P became
clinically relevant, and as such, post hoc investigations had to be performed on available frozen

sections to identify IDC-P. As the distinction between IDC-P and CC is already not necessarily
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straightforward on FFPE slides, the low quality of the frozen sections in terms of morphology led
most authors to investigate IDC-P and CC together. Furthermore, the study context in which
tissues were submitted for sequencing did not permit IHC analysis to distinguish between IDC-P
and CC. Therefore, most of our genomic knowledge about the distinction between cases with and
without IDC-P are based on studies comparing cases with IDC-P/CC and cases without IDC-P/CC

[54,107].

Table A1-3. Overview of the studies comparing cases with IDC-P alone or in combination to cases without IDC-
P. For in silico studies, selected results are presented.

N IDC-P
Specimen alone or Gene or alteration Result Ref
(cohort) .
with CC
PTEN 39% vs. 25.5% p=0.024
266 spop™t 17.1% vs. 2.9% p<0.001
(TCGA, IDC-P/CC ATM™Mut 7.3% vs 0.98% p=0.019
SU2C/PCF RP vs. NCA EZH2 methylation logFC=0.48, g<0.001 [54]
Dream ' TIMP2 methylation logFC=-0.34, q=0.01
Team) TIMP3 methylation logFC=-0.52, q<0.001
SLIT2 methylation logFC=-0.46, q=0.01
260 Higher PGA: 779 gene deletions g-value<0.1
RP IDC-P/CC i :
(TCGA) / Higher PGA 3.17 gene g-value<0.1
amplifications (107]
FOXA1Mut 15% vs. 5% p=0.007
88 (TCGA) RP IDC-P/CC TP53mut 19% vs. 10% p=0.035
Spopmut 19% vs. 10% p=0.035
I uOR: 2.54 95% CI: 1.10-5.88
MYC amplification 0=0.02
IDC-P uOR: 5.01 95% Cl: 2.26-11.47
108
277 Bx (n=31) PTEN loss 0<0.0001 [108]
S uOR: 13.33 95% Cl: 3.85-49.67
MYC amplification and PTEN loss 0<0.0001
. Median PMR: 47.3% vs. 31.7%
APC methylation 0=0.045
IDC-P/CC . Median PMR: 99.2% vs. 69.5%
109
91 RP (n=61) RASSF15 methylation 0=0.003 [109]
. Median PMR: 21.6% vs. 10.0%
TBX15 methylation 0=0.013
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N IDC-P

(cohort) Specimen alone or Gene or alteration Result Ref
with CC
. 11.8% (19/161) vs. 2.4% (2/84)
DDR pathway alterations 0=0.024
0, 0,
245 Liquid Bx IDC-P HR pathway alterations 11.2% (18/1[36_10) (\)/;.22.4A (2/84) [110]
NCOR? alterations 21.1% (34/161) vs. 6.0% (5/84)
p=0.004
7 3 F;P;{iPBX’ IDC-P TTF-1 overexpression 100% (3/3) [110]
1 Bx IDC-P TTF-1 overexpression 100% (1/1) [110]

Abbreviations: Bx: biopsy; CC: cribriform type pattern 4; Cl: confidence interval, DDR: DNA-damage repair; FC: fold change; HR:
homologous repair; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; NC4: non cribriform Gleason 4; PGA: percent genome altered; PMR:
Percent methylation ratio; RCP: radical cystoprostatectomy; RP: radical prostatectomy; TCGA: The Cancer Genome Atlas Project; TTF-
1: Thyroid transcription factor-1; uOR: univariate odds ratio

In 277 grade group 2 biopsies, Salles et al. [108] specifically showed that PTEN loss and MYC gain
were associated with the presence of IDC-P at biopsy (OR: 13.33, 95% Cl: 3.85-49.67, p < 0.0001)
and that CC was larger when both alterations were present. In this study, IDC-P, large CC (>200
um), as well as combined MYC gain and PTEN loss, were associated with non-organ-confined
disease at RP. However, in multivariate analysis, only MYC/PTEN status remained associated with
non-organ-confined disease at RP. Similarly, only MYC/PTEN status increased the area under the
curve (AUC) of a model predicting non-organ-confined disease using standard prognostic factors.
In this cohort, IDC-P, large CC and PTEN loss were associated with shorter time to biochemical

recurrence.

In an in silico study, Bottcher et al. [107] showed that the percentage of genome alterations in PCa
from men included in The Cancer Genome Atlas Project (TCGA) and in the Canadian Prostate
Cancer Genome Network (CPC-GENE) was three-fold higher in men with IDC-P/CC, and included
deletions and amplifications in regions previously associated with aggressive PCa, such as 8p

deletions (NKX3.1), 10923 deletions (PTEN) and 8q amplifications (MYC).

In a similar in silico study, Elfandy et al. [54] assessed the alterations associated with IDC-P/CC
compared to non-CC Gleason pattern 4 in the TCGA and SU2C/PCF Dream Team cohorts. IDC-
P/CC remained significantly associated with deletions at 8p21-22, 6g21, 11922-23 and 10q23

and gains at 3q11-29 while controlling for percentage of genome alterations and Gleason score.
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PTEN loss was significantly enriched in IDC-P/CC (OR: 1.87, 95% Cl: 1.09-3.26, p = 0.024). SPOP
and ATM mutations were significantly more frequent in IDC-P/CC than in non-CC Gleason pattern
4, but the frequency of ERG fusions was not different between the two groups. Moreover, gene
expression profiles of IDC-P/CC showed upregulation of the mTORC1 and MYC pathways and
hypermethylation in CYP26A1.

Additionally, Olkhov-Mitsel et al. [109] investigated the methylation profile of ALU, APC, CYP26A1,
HOXD3, HOXD8, RASSF1, TBX15, TGF-8 in IDC-P/CC lesions from 91 Gleason score 7 PCa and found
an increase in the methylation levels of APC, RASSF15 and TBX15 in IDC-P/CC.

Lastly, patients with IDC-P have also been characterized for genomic alterations in a study using
liquid biopsies targeting PCa-related genes in a cohort of 245 men with MO disease, metastatic
hormone-sensitive PCa and CRPC [110]. Zhao et al. showed that despite similar mutational rates
in the AR pathway between men with and without IDC-P, the IDC-P group showed enrichment of
alterations of the AR negative regulator NCOR2. Furthermore, cases with a higher amount of IDC-

P harboured more AR mutations.

Anecdotally, IDC-P has been shown to sometimes harbour small cell-like changes, which can be

shown by expression of thyroid transcription factor (TTF-1) in IDC-P [111,112].

Al1.4.4. IDC-P and deleterious germline and somatic alterations of DNA-damage

repair genes
Since germline mutations of the BRCA2 tumour suppressor gene significantly increase the
likelihood of developing aggressive PCa [113,114,115,116], many researchers have investigated the
link between IDC-P and deleterious germline mutations (Table A1-4). With the emergence of
targeted therapies for men with alterations in DDR genes, histology can help preselect patients
who are more likely to benefit from these treatments [117,118,119]. According to the following
studies, the National Comprehensive Cancer Network (NCCN) PCa guidelines include IDC-P as an

indication to search for mutations in DDR genes [120].
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Table A1-4. Overview of the studies associating IDC-P to deleterious germline and somatic alterations of
DNA-damage repair genes.

Specimen Method Alteration Result Ref
. . IDC-P in BRCA2™t and BRCAX grafts vs 61% (27/44) vs.
PDX Histology review sporadic PCa & 8% (5/62) p-0.04 [121]
RP Microdissection In BRCA™ cases MED12L/MED12 75% (6/8) vs. 17% [122]
and WGS amplification in IDC-P+ vs - (1/6)
. % of IDC-P in cases with and without germline  24% (5/21) vs. 9%
saliva NGS mutations of DDR genes ° (12/129) p=0.06 [123]
Saliva NGS % of IDC-P in cases with germline mutations of 23% (3/13 IDC- [124]
MMR genes P+)
MSH6 germline mutation in IDC-P cases 1/3
6Bx 6RP. 1 MSH6 somatic mutations in IDC-P cases 1/3
LN (I,DC—P='3) NGS TP53 somatic mutations in IDC-P cases 1/3 [124]
MSH?2 somatic mutation + LOH in IDC-P cases 1/3
MSH6 somatic mutation + LOH in IDC-P cases 1/3
Bi-allelic BRCA2 loss mOR: 4.3 95% Cl:
135 RP, 39 Bx FISH (LOH+gBRCA2 or bi-allelicDel) 1.1-16.2 p=0.031 [125]
(IDC-P=79) mOR: 5.2 95% Cl:

PTEN homozygous loss 2.1-13.1 p<0.001

Abbreviations: BRCAX: familial history of prostate cancer without identified BRCA2 mutations; Bx: biopsy; Cl: confidence interval;
DDR: DNA-damage repair; Del: deletion; FISH: fluorescence in situ hybridization; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate;
LN: lymph node; LOH: loss of heterozygosity; MMR: mismatch repair; mOR: multivariate odds ratio; NGS: next-generation
sequencing; PCa: prostate cancer; PDX: patient-derived xenograft; RP: radical prostatectomy; WGS: whole-genome sequencing

The link between IDC-P and BRCA2 mutations was first established in 2014 by Risbridger et al.
[121]. In their study, they observed high incidence of IDC-P (61%) in 44 patient-derived xenografts
(PDXs) from three BRCA2 carriers, and from one man with a familial history of cancer but without
identified BRCA mutation (BRCAX), compared to the incidence of IDC-P (8%) in 62 PDXs derived
from 12 men with sporadic PCa. Following this observation, they evaluated PCa specimens from
33 BRCAZ2 carriers, 62 BRCAX cases and 32 sporadic PCa cases. In this cohort, the incidence of IDC-
P was significantly higher in BRCA2 carriers (42%) compared with sporadic PCa cases (3/32, 9%)
(p = 0.004). While 26% of BRCAX patients exhibited IDC-P, the incidence was not statistically
significant compared with sporadic PCa cases. In men of the BRCA and BRCAX groups, the
presence of IDC-P was associated with shorter overall survival (HR: 16.9, p = 0.0064 and HR: 3.57,
p = 0.0086, respectively), without any difference between men with IDC-P from the two groups
(p = 0.35). Of note, because of the low numbers, the effect of IDC-P in men with sporadic PCa

could not be compared to the effect of IDC-P in men with BRCA2/BRCAX profiles.
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In 2017, Taylor et al. [122] associated IDC-P with CNAs portending poor prognosis, such as BCL6
gain or MTOR loss in men with PCa associated with a germline BRCA2 mutation. In this study, IDC-
P and adjacent invasive carcinoma phylogenies were also evaluated in four carriers of germline
BRCA2 mutations and six sporadic PCa. In both groups, IDC-P and the adjacent invasive carcinoma
arose from the same clone, leaving no information about the original tumour focus, and MYC
amplifications were found with high frequencies. However, in the sporadic group, these MYC
amplifications were present in both tumour compartments in only one case. Furthermore, in the
same study, 14 men carrying a deleterious germline mutant BRCAZ2 allele were compared to 200
age-matched men with localized PCa to investigate the genomic alterations underlying the
aggressiveness of BRCA2-mutated PCa. Potential identified drivers of aggressiveness included an
amplification of a region of chromosome 3q containing the WNT/B-catenin pathway modulator
MED12L and an amplification of MED, the MED12L homolog. These were found in 66% and 44%
of the BCRA2-mutated cases, respectively. Interestingly, MED12L/MED12 amplification in PCa,
already associated with poor outcomes [126,127], was observed more frequently in IDC-P (75% vs.

17%), and these mutations were not enriched in sporadic tumours with IDC-P [122].

The association between IDC-P and DDR genes has been further investigated in a series of 150
consecutive patients with metastatic or recurrent PCa [123]. IDC-P tended to be more prevalent
in men with germline DDR gene alterations compared to men without alterations (24% (5/21) vs.
9% (12/129), p = 0.06). The same group then performed an exploratory study and found that from
13 men with pathogenic mismatch-repair (MMR) gene mutations (10 from somatic screening,
three from germline screening), three had ductal or IDC-P histologies (23%) compared to 14 out

of 114 MMR-proficient men (12%) (p = 0.38, Fisher’s exact test) [124].

In a further study of 58 men who were carriers of a germline BRCA2 mutation matched with 116
non-carriers [125], Lozano et al. observed that the presence of IDC-P features was similar between
carriers and non-carriers (36% vs. 50%, p = 0.085). However, bi-allelic mutations, or somatic plus
germline mutations were found at higher frequencies in men with IDC-P (43% vs. 12%, p < 0.001),
with similar proportions for men with CC. Of note, in this study, PTEN homozygous loss was more

prevalent in IDC-P than in CC [125].
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Lastly, in the previously mentioned cohort from Zhao et al. that included men with MO disease,
metastatic hormone-sensitive PCa and CRPC [110], patients with and without IDC-P shared a
similar germline mutation rate as evaluated by liquid biopsy. However, patients with IDC-P had
more frequent germline pathogenic alterations in DDR genes (12% vs. 2%, p = 0.024) and
homologous recombination genes (11% vs. 2%, p = 0.032). Interestingly, the frequencies of DDR
mutations increased as PCa without IDC-P progressed from MO disease to CRPC, but was

consistently high in men with IDC-P. All BRCA2 mutations were identified in men with IDC-P.

A1.4.5. IDC-P and its impact on prostate cancer outcome
Besides the above-mentioned study by Risbringer et al. [121], few groups have addressed the
molecular features underlying the aggressivity of IDC-P [30,128,129,130] (Table A1-5). Increasing
our knowledge in this field will be central to the development of new therapies for men with IDC-

P.

Table A1-5. Overview of the studies evaluating the impact of the molecular characteristics of IDC-P alone or
in combination on prostate cancer outcome in radical prostatectomies.

N IDC-P-anne Method Measure Result Ref
or with CC
. 34% vs. 16%
476 IDC-P/CC CNA analysis PGA 0=0.033
156 IDC-P/CC Microarray SCHLAP1 expression FC3.23p<0.001  [30]
analysis
Detection of IDC-P/CC using Accuracy: 82.4%
393 IDC-p/CC RNA-ISH SCHLAP1 expression p<0.001
318 IDC-P/CC . SNP PGA p<0.0001
microarray 128]
333 (TCGA) and Ragnum .
215 (CPC-GENE) IDC-P/CC signature Hypoxia p<0.0001
144 IDC-P/CC Total RNA-seq SCHLAP1:UBE2E3 fusion FDR:0.0015 [131]
IDC-P IHC PTEN protein loss 86% (30/35)
163 : %Cl: 132
IDC-P/CC IHC BCR cumulative incidence mHR: 5.06, 95%Cl: [132]

2.21-11.6 p< 0.001
Abbreviations: CC: cribriform type pattern 4; Cl: confidence interval; CNA: copy number alteration; CPC-GENE: Canadian Prostate
Cancer Genome-Network; FC: fold change; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; IHC: immunohistochemistry; mHR:
multivariate hazard ratio; PGA: percent genome altered; RNA-ISH: RNA in situ hybridization; RP: radical prostatectomy; TCGA: The
Cancer Genome Atlas Project
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In 2017, Chua et al. [30] evaluated whether IDC-P/CC was associated with hypoxia and genomic
instability. In addition to demonstrating an increased risk of metastasis in men with IDC-P/CC (see
above), Chua et al. showed that IDC-P/CC tumours harboured a higher percentage of genome
alterations (34% vs. 16%, p = 0.033), with a nonsignificant increase in the hypoxic tumour
subpopulation (64% vs. 45%, p = 0.17). In a subsequent study by the same group, a hypoxia
signature was significantly associated with IDC-P/CC [128]. Furthermore, Chua et al. [30] showed
that men with IDC-P/CC and a high percentage of genome alteration were more likely to develop
distant metastasis (HR: 5.5, 95% Cl: 2.5-12.2, p < 0.0001). Importantly, only one gene was found
to be overexpressed in IDC-P/CC-positive tumours: SChLAP1, a long non-coding RNA associated
with poor outcome in PCa [131,132]. In this cohort [30], men with SChLAP1 overexpression and IDC-
P/CC experienced earlier biochemical recurrence compared to men without IDC-P/CC and
without SChLAP1 overexpression (HR: 2.6, 95% Cl: 1.4-4.7, p = 0.0027). In a subsequent study,
SCHLAP1:UBE2E3 fusion was highly associated with IDC-P/CC and was found to be enriched in

metastases [129].

Very recently, Spieker et al. [130] identified PTEN loss in 86% of IDC-P cases (30/35 RPs) and in 64%
of CC lesions (72/112 RPs). In this study, CC was associated with shorter time to biochemical
recurrence (multivariate HR: 3.50, 95% Cl: 1.89-6.49, p < 0.001) but not IDC-P alone. However,
combining both was associated with a higher cumulative incidence of biochemical recurrence

(multivariate HR: 5.06, 95% Cl: 2.21-11.6, p < 0.001).

Al1.4.6. Commercial classification assays
An important last question that has been only recently addressed is the association between IDC-
P and commercial risk-classification assays (Table A1-6). We believe this question will become

increasingly relevant to the care of men with PCa.
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Table A1-6. Overview of the studies evaluating the association between IDC-P and commercial risk-
stratification assays

. IDC-P alone
N Specimen or with CC Measure Result Ref
. No Gleason pattern 4: mean GPS=22.3;
- 133
31 B Ipe-p/ec increase in GPS IDC-P/CC: mean GPS=41.8 p<0.001 >
% of cases with high-risk 0 o
48 RP IDC-P/CC Decipher score 56% vs. 22% p=0.007 [134]
IDC-P Increase in Decipher score OR:1.92, 95% Cl: 0.65-5.67, p=0.24

Abbreviations: CC: cribriform carcinoma; Cl: confidence interval; GPS: Oncotype Dx Genomic Prostate Score®; IDC-P: intraductal
carcinoma of the prostate; OR: Odds ratio

The Oncotype DX Genomic Prostate Score (GPS) assay uses biopsy samples to provide a score
ranging from 0 to 100 for men with PCa, to predict the probability of adverse pathology at RP,
biochemical recurrence at 3 years and metastasis and PCa-related death at 10 years
[135,136,137,138]. In their study including 296 men with a total of 319 prostate biopsies, Greenland
et al. [133] showed that among different Gleason pattern 4 tumours, the IDC-P/CC pattern was
associated with the highest increase in the GPS, with a mean GPS of 42. Of note, three authors of
this study, including the senior author, reported financial interest and/or a relationship with

Genomic Health (provider of the Oncotype DX platform).

The Decipher Prostate Cancer Test (GenomeDX Biosciences) is a 22 gene-expression assay that
produces a continuous score between 0 and 1 to predict the outcomes of PCa patients at initial
prostate biopsy [139,140] and for those who undergo RP [141,142]. This risk stratification method
predicts the likelihood of developing metastasis within 5 or 10 vyears
[142,143,144,145,146,147,148,149,150,151,152] and cancer-specific mortality [146,153], thus impacting
physician-patient decision making and subsequent patient management [154,155,156,157,158,159].
In a study of 48 men who underwent RP and lymph node dissection for PCa, the Decipher test
was used in cases with pT3 disease and/or positive surgical margins and showed that both the
presence of IDC-P and CC (OR: 1.92, 95% Cl: 0.65-5.67, p = 0.24 and OR: 9.60, 95% Cl: 1.48-62.16,
p =0.02, respectively) increased the Decipher risk classification, although the increase associated

with IDC-P was not statistically significant (n = 15) [134].
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A1.5. Conclusions

From the reviewed data, IDC-P is clearly an important factor in the survival of men with PCa and
seems to have important effects on response to standard treatments. However, as data about
IDC-P are still emerging, organizations have proposed different criteria to diagnose IDC-P in
histopathological specimens [160]. The ISUP suggests including IDC-P in the tumour grade with CC
[161], whereas the Genitourinary Pathology Society (GUPS) recommends including IDC-P in the
tumour volume estimation but excluding it from the tumour grade [10]. While this review was not
meant to evaluate grading issues associated with IDC-P, the controversy surrounding the
diagnosis of IDC-P highlights the need for more research to characterize the prognostic effect of

IDC-P.

Although our molecular knowledge about IDC-P has advanced in recent years, most of it has come
from studies that evaluated ERG and PTEN status of IDC-P or from post hoc histological reviews
of PCa in large sequencing studies that evaluated the characteristics of IDC-P/CC together. Since
its initial description in 1985 by Kovi et al. [7], the research questions that need to be addressed

about IDC-P are still numerous and of high clinical relevance.
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Al.7. Supplementary tables

Supplemental Table 1A. IDC-P predicts the presence of lymph node metastasis at diagnosis.

First author, Year N Specimen type .IDC-P a?one. or % of IDC-P in the cohort U'mva'rlate Vs Risk of lympl.l node
reference in combination multivariate testing metastasis
N 50 RP 20% (10/50) RP . OR 4.6, 95% Cl: 1.5-14.2,
O’Brien C. [19] 2010 50 2 Bx IDC-P 0% (0/22) Bx Multivariate =0.007
. 22.89% (+6.76) vs. 20.73%
Xu N. 1 RP IDC-P
u N. [20] 2020 316 DC Univariate (£6.56), p=0.043
Kryvenko O.N. 42% (78/184) vs. 21% (38/184),
ryvenko O 2013 368 RP IDC-P 32% (116/368) Univariate % (78/184) vs. 21% (38/184)
[21] p<0.001
Downes M.R. 104 RP IDC-P: 65% (71/110)
201 11 IDC-P A 4% (103/11
[22] 019 0 6 CP CRICC CC: 75% (83/110) N 94% (103/110)
D M.R. OR: 14.06, 95% CI: 3.32-59.5,
ownes 2021 543 RP IDC-P/CC 60% (203/340) RP Univariate N
23] p=0.003
Downes MR- 5551 543 RP IDC-P/CC 60% (203/340) RP Multivariate OR: 5.12,95% Cl: 1.57-19.2,
23] p=0.015
Downes MR- 5501 275 Bx IDC-P/CC 10% (20/197) Bx Univariate OR: 3.29, 95% CI 1.28-8.42,
23] p=0.013
D R R: 4.42, 95% CL: 1.29-15.14,
ownes M 2021 275 Bx IDC-P/CC 10% (20/197) Bx Multivariate © 5% Cl: 1.29-15
[23] p=0.018
LindbergJ. [24] 2015 1 RP IDC-P 100% (1/1) NA IDC-P/metastasis share 83%
break-point regions
Dinerman B.F. 159,777 . . 5.8% (14/242) vs. 2.4%
5] 2017 (SEER) RP IDC-P 0.002% (242/159,777) Univariate (3.779/159,535), p<0.001
IDC-P/CC: n=79
Hone[g;a]ms o o9 420 RP IDC'IZSC ve: CC:n=125 Univariate 11.4% vs. 1.6%, p=0.003
IDC-P : n=24
IDC-P/CC: n=79
Hone[g;?“s B o019 420 RP IDCIg/CcEg Ve CC:n=125 Univariate p=0.32
IDC-P : n=24
24% (25/104) vs. 5% (5/102
KimuraK.[31] 2014 206 RP IDC-P 50.5% (104/206) Univariate % (25/104) vs. 5% (5/102),

p<0.0001

Abbreviations: Bx: biopsy; CI: confidence interval; CC: cribriform carcinoma; CP: cystoprostatectomy; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; OR: odds ratio; RP: radical
prostatectomy; SEER: Surveillance, Epidemiology and End Results Program.

225



Supplemental Table 1B. IDC-P predicts the occurrence of distant metastasis. Italicized lines for studies including the same men, or subgroup of the main cohort.

. . IDC-P alone o Univariate vs
First author, Year N Specimen orin . %o of IDC-P Endpoint multivariate Other factors Result
reference type .. in the cohort .
combination testing
Distant inéflielj:ls%(f Eifllr)r;(s)tsai:fve
Trinh V.Q.[26] 2018 85 RP IDC-P 76.5% (65/85)  TCASSIS 4 ltivariate margins, extraprostatic OR: 6.27, 95% Cl: 1.43-
at initial i 27.6, p=0.015
extension, SVI, and nodal
recurrence .
metastasis
PES (time
o from RP to Age, clinical T stage, PSA, Bx ) o .
Kimura K. [31] 2014 206 RP IDC-P 50.5% local or Multivariate GS, neoadjuvant and/or HR: 3.07,95% CI: 1.44-
(104/206) . . 6.58, p=0.0038
distant adjuvant hormone therapy
metastases)
Distant GG 3, high risk group, 50% or
237 o metastasis- L. more positive biopsy cores, HR: 4.18, 95% CI 1.43-
Tom M.C. [27] 2019 Gsy Bx IDC-P 13% (30/237) free Multivariate NCCN risk group, race, PSA, 12.28, p=0.01
survival ADT
Van der Kwast Clc')llli);t 1: Bx (;:3}191/;) 2:RT+LTAD arm
T. [28] 2012 C(.)hort 2: 95 Bx, 45 IDC-P 2: 209 Clinical PFS Univariate - HR: 2.83,95% CI: 1.16—
. . (o]
2135 TURP (30/135) 6.92, p=0.018
Cohort 1: 19%
1: Bx 2: RT arm
Van ?e[rzzwa“ 2012 clzo;ift 2:95 Bx, 45 IDC-P (53212153) Clinical PFS  Multivariate GS HR: 2.33, 95% CI: 1.14—
. . (o]
2135 TURP (30/135) 4.76, p=0.02
Kweldam C.F. 161 Distant HR:2.5,95% CI: 1.2-4.7
201 RP IDC-P 41% 161 i i - ’ !
[29] 05 Gy C o (OO/161) | etastasis  Dmivariate p=0.007
Chua MLE- o017 805 RP IDC-P/CC  20% (165/805)  otant Univariate - p<0.0001
[30] metastasis
Chua M.L.K. Distant L. Clinical T stage, ISUP grade, HR: 3.31,95% CI: 1.76—
2017 RP IDC-P, 20% (1 Mul
[30] 0 805 CP/CC 20% (165/805) iastasis ultivariate PSA 6.21, p<0.001
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PSA, pathologic T stage, GG,

margin status, pelvic LN status,

49 iS- HR: 9.9, 95% CI: 3.9-25.5,
Hansum T. [32] 2019 1064 RP IDC-P/CC 534% Metastas.zs Multivariate single cell/cords, small solid 9.9, 95% CL 3.9-25.5
(568/1064) free survival . . p<0.001
nests, medium to large solid
fields, comedonecrosis
Hollemans E. 140 o Metastasis- L. HR: 6.7, 95% CI: 2.0-21.9),
133] 2021 GS8 RP IDC-P/CC 62% (82/140) free survival Univariate - $=0.002
. Age, PSA, pathologic T stage,
Hol E. 14 M - HR: 3. % CI: 1.0-12.
ollemans 2021 0 RP IDC-P/CC 62% (82/140) etustus.zs Multivariate GG, margin status, pelvic LN 3.5, 95% CL: 1.0-12.3),
[33] GS8 free survival status p=0.05
o . 6% (13/228) GG2 IDC-P/CC
H"”‘;’:;]”S B o0 Gégf , RP IDC-P/CC o 2287/;3 5 mf Z;letls NA - vs 0% (0/399) GG1-2
without IDC-P/CC
o LN or 10% (22/228) GG2 IDC-
HOHE[?:?S B o G‘?f , RP IDC-P/CC o 23 86/6/027) distant NA - P/CC vs 0% (0/399) GG1-2
metastasis without IDC-P/CC
Metastasis- o )
Velho P.I. [35] 2019 60 GG5 RP IDC-P/ductal 15% (9/60) free Univariate - HR:3.15, 9:_6/8 ﬁl' 13756,
survival p=v.
Metastasis- o) (1.
Velho P.I. [35] 2019 60 GG5 RP IDC-P/ductal 15% (9/60) free Multivariate Age, PSA, SVI HR:3.78, i)igo (5(:)2 151945,
survival ’

Abbreviations: ADT: androgen deprivation therapy; Bx: biopsy; CI: confidence interval; CC: cribriform carcinoma; GG; grade group; GS: Gleason score; HR: hazard ratio; IDC-P:
intraductal carcinoma of the prostate; LN: lymph node; LTAD: long-term androgen deprivation; LVI: lymphovascular invasion; OR: odds ratio; PFS: progression-free survival;
NCCN: National Comprehensive Cancer Network®; PSA: prostate specific antigen; RP: radical prostatectomy; RT: radiotherapy; SVI: seminal vesicle invasion; TURP: transurethral
resection of the prostate
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Supplemental Table 1C. IDC-P predicts poor prognosis in men with metastatic PCa.

First author Specimen  IDC-P alone or % of IDC-P Univariate vs
STAUOL  year N pecime . aone in the Endpoint multivariate Other factors Results
reference type in combination cohort testing
62.5% PSA doubling - 46.4% (13/28) vs. 5.9%
Chen Z.[17] 2015 45 Bx IDC-P (28/45) time <30 days Univariate - (1/17), p=0.004
47.3% PSA doubling . 37.1% (23/62) vs. 18.8%
Zhao T.[37] 2017 131 Bx IDC-P (62/131) time <30 days Univariate - (13/69), p=0.019
62.5% PSA . 331.4+£18.9 vs. 65.8+7.6,
Chen Z. [17] 2015 45 Bx IDC-P (28/45) Progression Univariate - p=0.009
20.5% CRPC-free o 46.05+1.39 vs. 22.98 +
Zhao T.[36] 2015 278 Bx IDC-P (57/278) survival Univariate - 1.80 mo, p<0.001
o 46.05+1.39 vs. 22.98 +
Zhao T.[36] 2015 278 Bx IDC-P (52;)/';7/;) CSRPC,'fr?e Multivariate GS, ALP, Hg, PSA 1.80 mo, HR =4.886, 95%
urviva CI: 1.444-16.555, p=0.011
GS, ECOG score, ALP,
28.0% CRPC-free . LDH, Hg, IDC-P HR: 1.63, 95% CI 1.24—
ZhaoJ.[38] 2019 64 Bx IDCP (180/644) survival Multivariate | tion, IDC-P pattern, 2.14, p<0.001
IDC-P based risk group
710% IDC-P 12.6% CRPC-free o G5 ECOG score, ALP, — yip 5 11 959 C1: 1.52-
Zhao].[38] 2019 644 Bx (tumour . Multivariate LDH, Hg, IDC-P pattern,
(81/644) survival 5 P 2.93, p<0.001
content) IDC-P based risk group ’
314
o 27.1% CRPC-free L. Age, GS, ECOG score, HR: 1.82,95% CI: 1.35—
Zhao].[39] 2018 (training Bx IDC-P (85/314) survival Multivariate PSA, Hg, ALP 2.44, p<0.001
cohort)
Abascal- o 24.7 mo (IQR 16.7-32.7)
Junquera 2021 118 Bx IDC-P (3?;/;1 1/;) CRl:Si‘f:je Univariate - vs. 10.2 mo (IQR 4.2—-
J.M. [18] 4 16.2), p=0.007
Abascal- 31.49 Time to 6.2 mo (IQR 3.2-9.2) vs.
Junquera 2021 118 Bx IDC-P ( 37/' 1 1;) second-line Univariate - 10.6 mo (IQR 5.6-15.6),
J.M. [18] therapy p=0.05

Abbreviations: ALP: alkaline phosphatase; Bx: biopsy; CFS: castrate-resistant prostate cancer-free survival; CI: confidence interval; CRPC: castrate-resistant prostate cancer; ECOG:

Eastern Cooperative Oncology Group; GS: Gleason score; Hg: Hemoglobin; HR: hazard ratio; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; LDH: lactate dehydrogenase; mo:

months; PSA: prostate specific antigen; RP: radical prostatectomy; TURP: transurethral resection of the prostate
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Supplemental Table 1D. IDC-P predicts death from prostate cancer.

Univariate vs

. . : o D
First author, Year N Specimen I bc-p a¥°“e, or % of IDC-Pin multivariate Other factors Results
reference type in combination the cohort .
testing
Owerall survival
Kimura K. 50.5% ..
[31] 2014 206 RP IDC-P (104/206) Univariate - p<0.0001
50.38 +1.18 mo vs. 36.43 +
ZhaoT.[36] 2015 278 Bx IDC-P 20.5% (57/278) Multivariate GS, ALP, Hg, PSA 2.10 mo, HR =1.945, 95% CI:
1.111-3.407, p=0.020
Abascal- 38 mo (CI 95% 19.9-48.06)
Junquera 2021 118 Bx IDC-P 31.4% (37/118) Univariate - vs. 57.9 mo (CI 95% 56.4—
J.M. [18] 59.5), p=0.001
Porter L.H. Bx, RP, o . . 3.2 years vs 1.8 years, HR:
[16] 2018 38 TURP IDC-P 63% (24/38) Multivariate Age 0.75, p=0.47
o L CFS, GS, therapeutic scheme, HR:1.91,95% CI 1.11-3.29,
Zhao T. [37] 2017 131 Bx IDC-P 47.3% (62/131) Multivariate ECOG score, ALP, LDH p=0.020
o GS, ECOG score, ALP, LDH, ) o
Zhao].[38] 2019 644 Bx IDC-P 28.0% Multivariate Hg, IDC-P pattern, IDC-P HR: 180, 95% C11.14-2.82,
(180/644) . p=0.011
based risk group
>10% IDC-P GS, ECOG score, ALP, LDH, . o .
Zhao]. [38] 2019 644 Bx (tumour 12.6% (81/644) Multivariate Hg, IDC-P pattern, IDC-P HR:2.31, 95_{;) OCOIZ 1.38-3.87,
content) based risk group p=
314 (training o .. Age, GS, ECOG score, PSA, HR: 1.61, 95% CI: 1.09-2.40,
Zhao J. [39] 2018 cohort) Bx IDC-P 27.1% (85/314) Multivariate Hg, ALP p=0.017
PSA, cT stage, GS, visceral
i 1 HR: 2. % CI: 1.47-4.7
Kato M. [40] 2016 150 Bx IDC-P 67% (100/150)  Multivariate ~ netastasis, Gleason pattern 66, 95% C %
5, performance status, pain, p=0.0012
Hg, ALP
Disease-specific survival
IDC-P/CC: 19.7% (43/218)
Elfandy H. 818 (HPFD/PHS IDC-P/CC vs. lethal cases, non-CC
201 RP 27% (218/81 A -
[54] 019 cohorts) NC4 % (218/818) N/ Gleason 4 pattern: 7.7%
(46/600) lethal cases
Blfandy H. - )9 818 (HPFD/PHS RP IDCPICCVs. p70, 218/818)  Multivariate GS HR: 1.62; 95% CI: 1.05-2.49
[54] cohorts) NC4
Elfandy H. 818 (HPFD/PHS IDC-P/CC vs. . . .
[54] 2019 cohorts) RP NC4 27% (218/818) Multivariate GS, age, BMI HR: 1.67; 95% CI: 1.08-2.59
Elfandy . = ;9 818 (HPFD/PHS RP IDCPICCys. p70, 218/818)  Multivariate GS, age, BMI, cTNM HR: 1.45; 95% CI: 0.92-2.27
[54] cohorts) NC4
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5-year: 23.9% vs. 3.2%

Kato M. [42] 2018 204 Bx IDC-P 36% (74/204) Univariate - 10-year: 33.7% vs. 9.0%
15-year: 52.7% vs. 23.7%, p<0.0001
Kato M. [42] 2018 204 Bx IDC-P  36% (74/204)  Univariate - HR:2.624, ?ig’ 0?6: 81'117'6‘164’
Saeter T. [43] 2017 283 Bx IDC-P 35% (98/283) Multivariate PSA, clinical T stage, curative treatment HR: 2.6, 95% CI: 1.5-4.3, p=0.001
Saeter T. [43] 2017 283 Bx IDC-P  35% (98/283)  Multivariate Lo cnicalT S:"r‘?;’ Gc‘érat“’e treatment, HR: 1.7, 95% CI: 0.9-2.9, p=0.07
Dinerman ;.7 459777 (SEER) RP IDC-P 0.002% Multivariat Pathologic T stage, GS, LN stat HR:3.0, 95% CL:1.5-5.7, p<0.01
B.F. [25] , (242/159,777) ultivariate athologic T stage, GS, status :3.0, 95% CI:1.5-5.7, p<0.
Kimura K Age, clinical T stage, PSA, Bx GS,
[31] ' 2014 206 RP IDC-P  50.5% (104/206) Multivariate neoadjuvant and/or adjuvant hormone HR: 4.48, 95% CI:1.22-16.41, p=0.0238
therapy
Tom M.C. o L. GG 3, high risk group, 250% positive Bx HR: 14.26, 95% CI 2.75-74.04,
[27] 2019 237 Bx IDG-P - 13%(30/237)  Multivariate ' 'NCON risk group, race, PSA, ADT p=0.0016
Kweldam o
C.F. [29] 2015 161 GS7 RP IDC-P 41% (66/161) Univariate - HR:2.3, 95% CI: 1.1-4.7, p=0.028
Kweldam Age, PSA, GS, pathologic T stage, surgical
CF. [29] 2015 161 GS7 RP IDC-P 41% (66/161) Multivariate margin, positive LN, Gleason 4 patterns, HR: 1.0, 95% CI: 0.40-2.7, p=0.93
o tertiary Gleason 5
Kato M. [40] 2016 150 Bx IDC-P  67% (100/150) Univariate — HR: 2.13, 95% CI: 1.14-3.99, p=0.0181
<
Alberts r:;acsgiigg rtrcl)e’:}lw IDC IDC-P/CC: 63% (5/8) of GG 2 fatal
B ) 29.2% (7/24 A - P had IDC-P .13% (2/1 f
AR.[55] ISUP2014mGS  ©  P/CC 9:2% (7/24) N Cas had IDC-P/CC vs. 13% (2/16) o
344-7 non-fatal GG 2 PCas

Abbreviations: ADT: androgen deprivation therapy; ALP: alkaline phosphatase; BMI: body mass index; Bx: biopsy; CFS: castrate-resistant prostate cancer-free survival; ¢GS:

classical Gleason Score; CI: confidence interval; CRPC: castrate-resistant prostate cancer; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; GG; grade group; GS: Gleason score; Hg:
Hemoglobin; HPFS: Health Professionals Follow-up Study; HR: hazard ratio; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; LDH: lactate dehydrogenase; NCCN: National
Comprehensive Cancer Network®; mGS: modified Gleason Score; NC4: non-cribriform Gleason 4; mo: months; PHS: Physicians' Health Study; PSA: prostate specific antigen; RP:

radical prostatectomy; SEER: Surveillance, Epidemiology and End Results Program, TURP: transurethral resection of the prostate
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Supplemental Table 2. Treatment response in men with IDC-P alone or in combination with CC

# of IDC-P alone or in % of

First author Year Treatment group

Endpoint

Univariate or

Other factors

Risk measure

patients combination positivity multivariate
Response to neoadjuvant chemotherapy, androgen-deprivation therapy or androgen receptor axis-targeted therapy
If IDC-P+, RR: 2.98
Efstathi 729 Margin st i /
Stathiot Ho10 115 Neoadj ADT+CHT IDC-P/CC at RP X BCR Multivariate argin status, standard error: 0.46,
E. [50] (83/115) treatment group =002
O’Brien C 20% Bx GS, cT stage; HR: 2.6, 95%CI 1.5-4.3,
201 dj CHT IDC-P at RP BCR Multivariat
(19] 010 50 Neoadj C C-Pa (10/50) C ultivariate PSA p<0.001
GS, Gleason pattern
IDC-P at Bx and o . oLCT-
KatoM[51] 2020 145 Neoadj ADT RP (#4)vs (Bx-  202% Overall Multivariate " OfreoreatBx - HR: 3.2, 95%CL 1.47
/RP+ or Bx+/RP-) (38/145) survival tumour volume at 6.95, p=0.0034)
- Bx, cT stage, PSA
A Complete
McKay R Neoadj abiraterone 46.7% . N
2021 117 IDC-P at RP thol 8} t - 0% vs. 41.7%, p=0.001
[56] and/or enzalutamide a (21/45) pathologic nivarate ovs o p
response
IDC-P+ 27.6%, 95%Cl:
McKay R Neoadj abiraterone 46.7% 3-years BCR- . 8.9-50.3 vs. IDC-P-
2021 117 IDC-P at RP 8} t -
[56] and/or enzalutamide a (21/45) free rare fuvaniate 70.4%, 95% CI 47.7-
84.7, p=0.004
Wilkinson Neoadj 29.7% Pathologic .
2021 7 IDC-P - 19 .8%, p=0.01
S[57] 0 3 ADT+enzalutamide c 11/37) response Univariate 9-1% vs 53.8%, p=0.013
. Larger tumor, more
Neoadj abiraterone, o . .
MeKayR ;1 100 leuprolide and IDC-P 34% Pathologic (i variate - LN metastasis
[52] . . (34/100) response regardless of treatment
prednisone + apalutamide
arm
Response to chemotherapy or androgen receptor axis-targeted therapy
ChenZ[17] 2015 24 CHT for CRPC IDC-P 62.5% PSA Univariate - 20% vs 67%, p=0.022
(15/24) response
In IDC-P+: abiraterone:
HT i f 47.3% PSA
Zhao] [37] 2017 96 CHT or zg)lglféerone or IDC-P 62 /i’; 1 ros Sonse Univariate - 52.4% vs. docetaxel:
P 21.7%, p=0.035
IDC-P+, with CHT:
Cancer- 20.5 mo vs. IDC-P -
Y ADT + 1 f 78.59
a??;g?to 2018 79 + g(;i;ééaxe or IDC-P ( 6%/57;)) specific Univariate - 53.2 mo, HR: 2.98,
survival 95%CI: 1.02-8.64,

p=0.044
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Yamamoto A 2020 170 CHT vs. abiraterone or IDC- 60.6% Overall Univariate abiraterone/ enzalutamide vs CHT in IDC-
[59] enzalutamide P (103/170) survival P+: HR 0.48, 95% CI 0.26-0.86; p=0.01

Response to adjuvant radiation therapy

Grade, stage,
Multivariate margin status, IDC-
P

RP + adjuvant radiation ~ IDC- 24.9% Time to
therapy P (73/293) BCR

Adjuvant radiation therapy, HR: 0.38,

Trinh VQ15] 2019 293 95%ClI 0.17-0.85, p=0.018

Abbreviations: ADT: androgen-deprivation therapy; BCR: biochemical recurrence; Bx: biopsy; CC: cribriform carcinoma; CHT: chemotherapy; CI: confidence interval; CRPC:
castrate-resistant prostate cancer; GS: Gleason score; IDC-P: intraductal carcinoma of the prostate; HR: hazard ratio; LN: lymph node; mo: months; Neoadj: neoadjuvant; PSA:
prostate specific antigen; RP: radical prostatectomy; RR: relative risk
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Résumé en anglais :

Significance: The primary method of COVID-19 detection is reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) testing. PCR test sensitivity may decrease as more variants of concern
arise and reagents may become less specific to the virus. Aim: We aimed to develop a reagent-
free way to detect COVID-19 in a real-world setting with minimal constraints on sample
acquisition. The machine learning (ML) models involved could be frequently updated to include
spectral information about variants without needing to develop new reagents. Approach: We
present a workflow for collecting, preparing, and imaging dried saliva supernatant droplets using
a non-invasive, label-free technique-Raman spectroscopy-to detect changes in the molecular
profile of saliva associated with COVID-19 infection. Results: We used an innovative multiple
instance learning-based ML approach and droplet segmentation to analyze droplets. Amongst all

confounding factors, we discriminated between COVID-positive and COVID-negative individuals
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yielding receiver operating coefficient curves with an area under curve (AUC) of 0.8 in both males
(79% sensitivity and 75% specificity) and females (84% sensitivity and 64% specificity). Taking the
sex of the saliva donor into account increased the AUC by 5%. Conclusion: These findings may
pave the way for new rapid Raman spectroscopic screening tools for COVID-19 and other

infectious diseases.
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