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Résume :

La prostate est entourée de tissu adipeux périprostatique (TAPP), séparée de celui-ci uniquement par
une fine barriére de collageéne appelée la capsule prostatique. En clinique, l'infiltration du TAPP par des
cellules tumorales est 1'un des principaux critéres histologiques de mauvais pronostic suggérant que le
TAPP (en particulier les adipocytes) pourrait étre un acteur clé de 1'agressivité du cancer de la prostate.
Dans un premier temps, nous avons identifié une chimiokine adipocytaire (CCL7) et un de ses récepteur
(CCR3) qui contribuent a la dissémination des cellules cancéreuses a I'extérieur de la prostate. En effet,
a travers des approches in vitro et in vivo, nous avons montré que l'inhibition de 1'axe CCR3/CCL7
diminue la dissémination locale du cancer de la prostate avec un effet plus prononcé en conditions
d'obésité. De plus, I'expression de ce récepteur est associée a l'agressivité tumorale et a la rechute chez
les patients. Au-dela de la dissémination locale, une des complications du cancer de la prostate les plus
graves et les plus dures a traiter reste la dissémination métastatique osseuse. Fort des résultats obtenus
dans la premicre partie de notre travail, nous avons voulu savoir si les adipocytes médullaires présents
au niveau du site métastatique osseux étaient capable d’attirer les cellules tumorales par les mémes
mécanismes que le TAPP. En utilisant des échantillons d’adipocytes médullaires issus de patients lors
d’approches in vitro, nous avons pu montrer que les adipocytes médullaires présentent un phénotype
différent de ceux du TAPP et qu’ils sécrétent la chimiokine CCL7 en quantité bien plus élevée. Cette
derniére va ainsi induire la migration des cellules tumorales prostatiques vers le site osseux suivant un
axe CCR3/CCL7. En inhibant cet axe, nous avons pu montrer in Vivo et in vitro le potentiel de cet axe
comme cible thérapeutique, puisqu’il nous a permis d’empécher spécifiquement la formation de
métastases osseuses. Nous avons pu confirmer I’importance de 1’axe CCR3/CCL7 dans le cancer de la
prostate métastatique par des méta-analyses cliniques et des études sur des tumeurs de patients. Enfin,
nous avons pu montrer que les modifications physiopathologiques des adipocytes comme 1’obésité et le
vieillissement tous deux considérés comme des facteurs de risque du cancer de la prostate, augmentent
fortement la migration induite par les adipocytes médullaires. En conclusion, nos résultats montrent que
les adipocytes périprostatiques et médullaires sont capables d'influencer la progression du cancer de la
prostate en favorisant, via la sécrétion de chimiokines, le franchissement de la capsule prostatique puis
la dissémination métastatique osseuse. L’ensemble de ces mécanismes est amplifié en conditions
d'obésité ou de vieillissement ce qui permet de proposer de nouveaux mécanismes moléculaires a
I'¢émergence de cancers plus agressifs chez ces patients. Ainsi notre travail a permis d’identifier 1’axe
CCR3/CCL7 comme un axe majeur dans la dissémination du cancer de la prostate induite par le tissu

adipeux, intervenant aussi bien au niveau local qu’au niveau métastatique.



Abstract:

The prostate is surrounded by periprostatic adipose tissue (PPAT), separated from it only by a thin layer
of collagen called the prostatic capsule. Clinically, PPAT infiltration by tumor cells is one of the main
histological criteria for poor prognosis suggesting that PPAT (especially adipocytes) could play a key
role in the aggressiveness of prostate cancer. Initially, we identified an adipocyte chemokine (CCL7)
and one of its receptors (CCR3) that contribute to the local dissemination of prostate cancer cells, outside
of the prostate. Indeed, through in vitro and in vivo approaches, we have shown that inhibition of the
CCR3 / CCL7 axis decreases the local dissemination of prostate cancer with an enhanced effect in
obesity. In addition, the expression of this receptor is associated with tumor aggressiveness and relapse
in patients. Beyond local dissemination, one of the main and deadliest complication of prostate cancer
remains bone metastasis. Regarding results obtained in the first part of our work, we investigated,
whether the medullary adipocytes, present at the bone metastatic site, were able to attract the tumor cells
by the same mechanisms as in the PPAT. Using medullary adipocyte samples from patients in in vitro
approaches, we showed that the medullary adipocytes have a different phenotype from those of PPAT
and that they secrete high amounts of CCL7 chemokines. Thus, secreted CCL7 will induce the migration
of prostate cancer cells to the bone metastatic site, through the CCL7 / CCR3 axis. By inhibiting this
axis, we were able to show in vivo and in vitro its potential as a therapeutic target, since it allowed us to
specifically prevent the formation of bone metastases. We were able to confirm the importance of the
CCL7 / CCR3 axis in metastatic prostate cancer by clinical meta-analysis and patient tumor studies.
Finally, we have been able to show that the physiopathological modifications of adipocytes, such as
obesity and aging, both considered as risk factors for prostate cancer, greatly increase the migration
induced by the medullary adipocytes. In conclusion, our results show that periprostatic and medullary
adipocytes are both able to influence prostate cancer progression, through the secretion of chemokines,
r by promoting prostatic barrier crossing, local dissemination and bone metastatic dissemination. All
these mechanisms are amplified in conditions of obesity or aging which allows us to propose new
molecular mechanisms leading to the emergence of more aggressive cancers in these patients. Thus, our
work allowed us to identify the CCR3 / CCL7 axis as a major axis in the adipose tissue-induced

dissemination of prostate cancer, both at local and metastatic level.
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Introduction

Introduction générale

I1 est désormais établi que les cellules tumorales ne progressent pas seules mais en interaction
étroite avec les cellules qui les entourent et composent le microenvironnement tumoral 2,
Les adipocytes sont récemment apparus comme des acteurs majeurs de ce
microenvironnement, bien loin des simples fonctions structurelles et métaboliques qu’on leur
prétait> 5. Ces cellules ont longtemps été négligées mais il s’avére qu’elles sont aussi
capables de sécréter un large panel de molécules et d’influencer le développement de certains
cancers comme le cancer du sein®® ou le cancer de la prostate invasif’®. Ainsi, dans le cancer
de la prostate, qui est le modele que j’ai étudi¢ au cours de ma thése, I’infiltration locale du
tissu adipeux entourant la prostate (tissu adipeux périprostatique) par les cellules tumorales est
un critére anatomopathologique majeur de mauvais pronostic’. Par ailleurs, on retrouve aussi
des adipocytes au niveau du site métastatique majeur du cancer de la prostate. Ces adipocytes,
appelés adipocytes médullaires, sont encore trés peu connus et étudiés mais semblent étre
capables d’interagir avec les cellules tumorales'® 3. Enfin, I’obésité!* et le vieillissement!®, qui
sont deux facteurs connus pour modifier le tissu adipeux, sont capables d’influencer
I’agressivité et les capacités de dissémination du cancer de la prostate. Les adipocytes sont
donc présents tout au long du développement de certains cancers comme le cancer de la
prostate. Il parait donc essentiel de s’intéresser a leur place dans le microenvironnement tumoral

et les interactions qu’ils peuvent avoir avec les cellules cancéreuses.

Au cours de ma these, j’ai donc étudié D’effet des adipocytes périprostatiques sur la
dissémination locale et des adipocytes médullaires sur la dissémination a distance du cancer de
la prostate. J’ai aussi pu m’intéresser a 1’effet de I’obésité sur les disséminations locale et a
distance, ainsi que 1’effet du vieillissement sur la dissémination métastatique osseuse. Avant de
présenter mes résultats, je ferai un état de ’art sur les caractéristiques des différents tissus
adipeux, sur le cancer de la prostate et sur le microenvironnement tumorale en y décrivant plus
précisément le réle qu’y jouent les adipocytes. Dans une derniére partie, je décrirai aussi les
chimiokines, de petites molécules impliquées dans la migration dirigée et particuliérement

importante pour la compréhension de mes travaux.



Je décrirai ensuite mon travail de thése, qui a été divisé en deux parties. Le premier axe porte
sur la dissémination locale. J’ai pu montrer que les adipocytes du tissu adipeux périprostatiques
sécretent la chimiokine CCL7, qui peut interagir avec le récepteur CCR3 des cellules tumorales
prostatiques. Ces dernicres sont alors guidées hors de la prostate et vont envahir le tissu adipeux
périprostatique. Au cours de ces expériences, j’al aussi pu montrer que ce mécanisme €tait

amplifi¢ par 1’obésité (Article 1).

Dans le second axe, mes travaux se sont concentrés sur la métastase osseuse du cancer de la
prostate et sur le lien avec les adipocytes de la moelle osseuse. J’y ai retrouvé une implication
majeure du méme axe CCR3/CCL7. Dans ce modele, j’ai montré que la sécrétion de CCL7 était
assurée par les adipocytes médullaires et était renforcée en cas d’obésité ou de vieillissement

(Article 2).

Enfin, je conclurai la présentation de mes travaux par une discussion sur I’implication de ces
découvertes, sur les nouveaux axes de recherches qu’ils ouvrent et surtout sur leurs potentielles

implications et utilisations thérapeutiques
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PARTIE | : La prostate : sa physiologie et ses pathologies cancéreuses

I. Physiologie de la prostate saine :
A. Sa localisation :

La prostate est une glande essentielle au bon fonctionnement de 1’appareil uro-génital chez
I’homme. Elle se situe sous la vessie, juste devant le rectum et entoure le canal de 1’urétre qui
la traverse depuis la base jusqu’au sommet (Figure 1). La base de la prostate comprend une
partie ventrale délimitée par la vessie et les uretéres (sus- et sous-montanales) et une partie
dorsale délimitée par les canaux déférents et les vésicules séminales'®!” (Figure 1).

Son développement est fortement li¢ a I’imprégnation hormonale de I’individu. Sous I’effet des
androgenes et tout particulicrement de la testostérone, la prostate va croitre au cours de la
puberté jusqu’a atteindre, vers I’Age de 20 ans, une masse moyenne de 15 2 20 grammes.'® Dans
des conditions physiologiques normales, la taille de la glande prostatique va rester stable
jusqu’a I’age moyen de 60 ans, a partir duquel une seconde phase de croissance reprend. Cette
seconde phase de croissance conduit a une hypertrophie bénigne de la prostate retrouvée chez
80% des hommes de plus de 80 ans'®. Ce phénomeéne a été parfois associé au concept de déficit
androgénique lié a ’Age aussi appelé andropause'®. Bien que ce concept soit encore débattu, il
semblerait que la diminution de testostérone liée au vieillissement soit en partie a 1’origine de
cette reprise de croissance de la glande prostatique. En effet, avec 1’dge et la baisse de la
testostérone, on assiste a une inversion du ratio testostérone/cestrogéne qui modifierait la

croissance de la glande prostatique et conduirait a I’hypertrophie bénigne de la prostate'®.

B. Son anatomie :

Du point de vue anatomique, la prostate est un organe complexe composé de plusieurs types de
tissus répartis au sein de différentes régions. Cette complexité a abouti a plusieurs descriptions
de son anatomie. La premiére description, datant de 1912 et faite par Lowsley, répartissait la
prostate en quatre lobes anatomiques : un médian, un antérieur, un postérieur et un latéral'7-2%2!,
Cette description, bien que trés proche de 1’observation anatomique générale de la prostate,
présentait de nombreuses limites. Elle était ainsi assez inadaptée au repérage de zones précises
au sein de la prostate et ne convenait donc pas a un usage chirurgical ou diagnostique. Par

ailleurs, chaque lobe étant composé de plusieurs zones tissulaires, il n’existait pas de réalité

radiologique'’. Néanmoins, dans le cas de I’hypertrophie bénigne de la prostate, cette
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description présente un certain intérét car se référer aux lobes permet de mieux évaluer le

développement de la maladie®”.

A cause des manquements du modele en lobes, McNeal proposa dans les années 1960 un
nouveau modele de prostate basé sur des zones. Les travaux de McNeal se fondait sur une
grande analyse anatomique issue de I’observation de prostates de cadavres d”’hommes adultes®'~
23 Cette description sépare les zones suivant la composition tissulaire, I’origine de leurs tissus
et leur localisation. On définit ainsi cinq tissus et donc cinq zones au sein de la prostate : le
stroma fibromusculaire antérieur, le tissu péri-urétéral glandulaire, ainsi que les trois zones
glandulaires principales : la zone de transition, la zone centrale et la zone périphérique. Tout
autour de la prostate, on retrouve une mince couche de collagéne et de fibres musculaires qui

sépare la prostate des autres tissus environnants et que 1’on appelle la capsule prostatique'’-?%,

Cette description présente un intérét majeur puisqu’elle est non seulement précise mais aussi
en accord avec I’imagerie et les pratiques de chirurgie et de biopsie car elle repose sur une
ségrégation d’origine a la fois anatomique et tissulaire. Un autre point important est le lien entre
cette description et le développement des pathologies. En effet, chaque zone a un rapport
particulier avec les pathologies prostatiques. L hypertrophie bénigne de la prostate n’apparait
ainsi que dans les zones de transition alors que les prostatites se développent dans les zones
périphériques. Les adénocarcinomes, quant a eux, apparaissent surtout dans la zone
périphérique (70%), beaucoup moins dans les zones transitionnelles (20%) et sont quasiment
absents de la zone centrale (10%)!7?*?°, La description zonale n’a finalement été adoptée
couramment qu’a partir des années 1980, mais elle reste a ce jour le modele le plus pertinent et

le plus utilisé pour décrire ’anatomie prostatique®>?? (Figure 1).
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Figure 1 : Localisation et anatomie de la prostate. Localisation anatomique de la prostate au niveau de 1’appareil
urogénital d’un un homme adulte (partie du haut) et anatomie zonale de la glande prostatique décrite par un schéma
en coupe transversale (a), sagittale (b) et par coupe histologique transversale (¢) La coupe histologique représenté
en (c) est la méme que celle représentée en (a). AFS : Antero-fibromuscular stroma, TZ : zone de transition, PZ :

zone périphérique, CZ : zone centrale. D’aprés Coakley F.V. et al, Radiologic clinics of North America, 2000

C. Sa composition tissulaire et cellulaire :

Ay niveau cellulaire, la prostate est composée majoritairement d’un épithélium glandulaire lui
permettant d’exercer ses fonctions. On retrouve dans cet épithélium deux couches
distinctes®®?’ : une couche épithéliale luminale et une couche épithéliale basale. Une premiére
couche épithéliale luminale composée de cellules différenciées assurant les fonctions de
synthése et de sécrétion de la prostate. Adossée a cette couche luminale, on trouve une couche
basale composée par des cellules souches (CD133+)?® et des cellules en cours de différenciation
destinées a remplacer les cellules de la couche luminale. Au sein de I’épithélium, on retrouve
aussi de fagon sporadique des cellules neuroendocrines capables de synthétiser et sécréter des
composés particuliers (sérotonine et péptides hormonaux)?®?’. Cet épithélium est soutenu et

entouré par un stroma fibromusculaire contenant les autres cellules nécessaires au

fonctionnement et au maintien de la structure de la prostate : cellules nerveuses, fibres
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musculaires lisses, cellules endothéliales, fibroblastes, cellules dendritiques et cellules
immunitaires (macrophages et lymphocytes) 227, De facon intéressante, en dehors de leur role
dans le maintien et I’homéostasie de la prostate, les cellules stromales peuvent aussiinfluencer
les sécrétions prostatiques en agissant de fagon paracrine sur la différentiation des cellules

épithéliales prostatiques® (Figure 2).

Figure 2 : composition cellulaire et tissulaire de la prostate. Schéma des différentes populations cellulaires et

structures de la prostate (droite) D’aprés Van Der Green D.J. et al, Cancer Research, 2008

D. Ses fonctions :

La prostate possede deux fonctions majeures :

- Une fonction sécrétoire : elle stocke et sécrete le liquide séminal. Ce liquide est riche en
métabolites (citrate, glucose ...), en polyamines (spermine ...) mais aussi en enzymes. Ces
enzymes sont divisées majoritairement en deux types : les kalicréines (comme le Prostate
Specific Antigen : PSA)*° et les phosphatases (comme la Prostatic acid Phosphatase :
PAP)**3!, Ces cocktails d’enzymes permettent une bonne fluidité du sperme en favorisant
sa liquéfaction.

- Une fonction purement anatomique : de par sa position autour de I’uretre, la prostate aide a
la régulation de la miction. En effet, les ligaments et muscles situés autour de la prostate
permettent de comprimer I’urétre et donc de bloquer la miction'®¥. Cependant avec
I’apparition d’une hypertrophie bénigne de la prostate, I’augmentation en taille de la glande
va parfois induire un blocage plus ou moins important de I’urétre. On aboutit ainsi a un
syndrome associant impériosité de miction, pollakiurie et diminution des volumes de

miction!®. Par ailleurs, a cause de ce mécanisme, les atteintes musculaires ou nerveuses a la
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suite d’une prostatectomie sont responsables d’une incontinence urinaire (plus ou moins

temporaire suivant les patients)*.

1. Les pathologies cancéreuses de la prostate :

A. Généralités sur les néoplasies de la prostate :

1. L’hypertrophie bénigne :

La prostate est un organe pouvant développer différents types de tumeurs. Tout d’abord on
trouve I’hypertrophie bénigne de la prostate. Il s’agit d’une tumeur bénigne de la prostate
extrémement répandue puisqu’elle touche prés de 80% des hommes de plus de 80 ans'®. Elle
est issue d’une croissance globale excessive de la prostate et de son augmentation en taille
(Figure 3). Les raisons de cette croissance excessive sont peu connues mais semblent fortement
liées aux hormones stéroidiennes (testostérone et cestrogenes)!®. Néanmoins, il est désormais
clair que cette maladie est de cause multifactorielle et que 1’étiologie peut varier suivant les
individus. Il en va donc de méme pour les réponses aux traitements, ces derniers devant étre
adaptés a chaque patient®®. L hypertrophie bénigne a peu d’impact sur la santé et I’espérance
de vie d’un patient, elle présente néanmoins une géne fonctionnelle importante et détériore sa
qualité¢ de vie. Les symptomes et génes sont surtout d’ordre urinaire avec par exemple une

pollakiurie ainsi qu’une impériosité de mictions.

Figure 3 : les différentes lésions du cancer de la prostate. Coupe histologique des différentes structures et
1ésions bénignes et malignes de la prostate. D’aprés Gannot G. et al, Journal of Histochemistry and Cytochemistry,

2005
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2. Les lésions pré-cancéreuses :

On trouve ensuite les 1ésions pré-cancéreuses représentées par les Prostatic Intraepithelial
Neoplasia (PIN)***_ Elles se caractérisent par une prolifération des cellules épithéliales bordant
les canaux et les acini prostatiques. Ces 1ésions sont importantes a repérer en cas de biopsie car
il s’agit des seules Iésions réellement identifiées comme pré-cancéreuses et capables de se
développer vers un carcinome prostatique. Au contraire, les atrophies adénomateuses atypiques,
les dysplasies épithéliales de bas grade et les atrophies glandulaires sont souvent remises en
cause et ne sont actuellement pas considérées comme de réelles 1ésions pré-cancéreuses. Du
point de vue de la prise en charge clinique, les PIN n’entrainent cependant pas de changement

de traitement et servent surtout a repérer et suivre les patients a risque**>> (Figure 3).

3. Les cancers de la prostate :

Enfin, on retrouve les 1ésions néoplasiques malignes regroupées sous le terme de cancer de la
prostate. Les cancers de la prostate sont un enjeu majeur de santé publique avec une incidence
particuliérement forte puisqu’on estime qu’en 2012 I’incidence mondiale était de 1,1 million
de nouveaux cas, les plagant aussi a la seconde place des cancers chez ’homme. Sa mortalité
lui accorde la cinquieme place des cancers les plus mortels chez ’homme avec 307 000 déces
en 2012°%%7_ Bien qu’il soit présent majoritairement dans les pays développés (70% des cas),
on le retrouve tout de méme réparti dans le monde entier, ce qui en fait un enjeu majeur pour la
santé publique mondiale*®*’. On peut aussi noter quelques points positifs dans 1’évolution des
données épidémiologiques avec une récente baisse de I’incidence et de la mortalité de ce cancer
(en particulier en France). Cette amélioration provient de 1’action combinée de meilleurs

diagnostics, prise en charge, traitements et préventions contre ce cancer>%3*3? (Figure 4).
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Figure 4 : Epidémiologie du cancer de la prostate. (a) Incidence mondiale du cancer de la prostate et (b)

évolution des incidence et mortalité régionales du cancer de la prostate. D’aprés GLOBOCAN 2012, OMS

Les tumeurs malignes de la prostate peuvent étre séparées en plusieurs familles. On retrouve
majoritairement les adénocarcinomes prostatiques. Ils représentent 90 a 95% des tumeurs dela
prostate et sont aussi désignés par le terme d’adénocarcinomes acineux (par opposition aux
autres adénocarcinomes qui sont eux considérés comme non acineux)**!. Ces derniers se

développent a partir des cellules épithéliales luminales des glandes prostatiques (Figure 3).

Les autres tumeurs prostatiques sont beaucoup plus rares puisqu’elles ne représentent que 10%
des cancers et sont beaucoup plus variables en ce qui concerne leur origine. Parmi elles on

retrouve (Figure 3) :
- Les carcinomes a petites cellules prostatiques ****: ce type de cancer trés agressif est

compos¢ de petites cellules épithéliales rondes. Contrairement aux autres adénocarcinomes
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prostatiques, ils ne sécrétent pas de PSA, ce qui les rend indétectables par les dosages
sanguins de ce facteur.

- Les carcinomes épidermoides a cellules squameuses ***°: ces carcinomes, eux aussi trés
agressifs, ne proviennent pas des cellules épithéliales glandulaires mais d’autres épithéliums
prostatiques. Les cellules tumorales peuvent ainsi provenir des cellules basales des acini ou
des épithéliums de transition de l’urétre et des canaux prostatiques. Tout comme les
carcinomes a petites cellules, ils ne sécretent pas de PSA et sont donc de diagnostic difficile.

- Les sarcomes prostatiques*®’

: 1l s’agit d’un des cancers de la prostate les plus rares (moins
de 0,1% des cas). Contrairement aux adénocarcinomes, 1’origine n’est pas épithéliale mais
conjonctive. Dans le cas présent, les cellules tumorales dérivent des cellules musculaires
lisses contenues dans la prostate. Contrairement aux autres cancers de la prostate, celui-ci
apparait chez des patients relativement jeunes (entre 35 et 60 ans). Ce cancer est
particulierement agressif et de trés mauvais pronostic. Par ailleurs son évolution vers les

sites métastatiques ne suit pas 1’évolution d’un cancer de la prostate classique (carcinome)

mais suit un spectre métastatique qui lui est propre.

A noter que I’on peut aussi trouver des tumeurs dans la prostate issue du développement de
tumeurs de la vessie et de 1’urétre. On parle alors de carcinomes transitionnels de la prostate*®.

Il s’agit néanmoins de cas tres particuliers.

A cause de leur importance en santé publique et de leur fréquence, le reste de nos

démonstrations et de nos travaux porteront sur les adénocarcinomes prostatiques'®!’,

B. L’évolution des adénocarcinomes prostatiques :

1. L’extension locale :

La tumeur va tout d’abord rester localisée au sein de la prostate et y croitre. Cette étape de
croissance est plus ou moins lente et dure plus ou moins longtemps suivant le type de cancer de
la prostate. Dans le cas des adénocarcinomes, cette évolution est relativement longue et peut
passer inapergue. Néanmoins, une dissémination locale n’est pas pour autant sans risque
puisqu’elle est de plus en plus souvent classée dans les cancers avancés a prendre en charge
rapidement et sérieusement*’. Au cours de ce processus, les cellules tumorales vont franchir la
barriére prostatique et disséminer aux organes directement environnants. Le cancer va ainsi
passer d’un stade local a un stade localement avancé. Ce franchissement se fait le plus souvent

en suivant les espaces péri-nerveux situés en latéro-postérieur de la prostate®®. En suivant ce
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chemin, les cellules tumorales vont d’abord entrer en contact avec les dépdts adipeux
périprostatiques, situés tout autour de la prostate, et les envahir’®. Il est a noter que cette
invasion du tissu adipeux prostatique est considérée comme un facteur de mauvais pronostic
d’un point de vue clinique’. Par la suite, les cellules tumorales vont continuer de se propager a
la loge prostatique et envahir d’autres structures de 1’appareil uro-génital comme les vésicules

séminales’'.

2. La dissémination métastatique :

Au-dela de la dissémination locale, le cancer va continuer de se développer et se propager a
d’autres organes, entrainant le développement de métastases. On désigne par métastase la
dissémination a distance d’un cancer. Il s’agit de I’apparition de nouveaux foyers tumoraux,
issus de la tumeur primaire, dans d’autres organes. Les cellules tumorales générant les
métastases possédent les caractéristiques de la tumeur et de I’organe dont elles sont originaires
et non pas de leur nouvel organe de destination®>>3. Afin de métastaser, les cellules tumorales
doivent franchir la membrane basale de la tumeur, envahir localement 1’organe primaire puis
disséminer a distance. Ainsi, la génération de métastases est un processus complexe divisé en

quatre grandes étapes >3

- L’intravasation au cours de laquelle les cellules tumorales vont quitter leur organe
d’origine ou le site secondaire de dissémination (métastase) et passer dans la lumicre
des vaisseaux (sanguin ou lymphatique)

- La dissémination pendant laquelle les cellules tumorales vont disséminer a travers tout
I’organisme en empruntant la circulation sanguine ou lymphatique.

- L’extravasation qui est un phénomene apparaissant au moment ou les cellules tumorales
entrent en contact avec un organe les attirant. Dans ce cas il s’opére un phénomene
semblable a celui de diapédese pour les cellules immunitaires. Les cellules tumorales
vont ainsi se rapprocher de 1I’endothélium lors d’une phase de capture, puis adhérer de
facon labile a 1’aide de sélectines en effectuant un roulement a la surface de
I’endothélium avant de se fixer par adhésion forte en utilisant des intégrines. Enfin, les
cellules tumorales vont franchir la barriére endothéliale et passer dans I’organe cible par
un phénomene de transmigration, achevant ainsi leur extravasation.

- Enfin les cellules tumorales vont s’installer au sein de 1’organe par une étape de nidation.
Cette étape est essentielle au développement de la métastase. En effet, une cellule

tumorale ne pourra s’installer et se développer au sein d’un organe si et seulement si
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son environnement est adapté et qu’il y a présence d’une niche métastatique adéquate.
Une fois les cellules tumorales en place, elles formeront ainsi une micrométastase qui
pourra évoluer lors d’une phase de colonisation pour augmenter en taille et former une

macromeétastase.

Cette dissémination peut se faire de deux maniéres : soit par voie lymphatique, soit par voie
sanguine>*>®. Dans le premier cas, les cellules tumorales vont effectuer leur extravasation dans
les vaisseaux lymphatiques, rejoindre dans un premier temps le ganglion lymphatique le plus
proche, que I’on appelle ganglion sentinelle, et I’envahir. Par la suite ’ensemble de la chaine
ganglionnaire sera affecté. Puis les cellules tumorales passeront dans la circulation sanguine en
suivant les canaux lymphatiques (droits et thoraciques) qui se rejoignent au niveau de la veine
cave supérieure. De 13, les cellules tumorales dissémineront vers différents organes ou elles
développeront de nouvelles métastases>*>®. Dans la dissémination par voie sanguine, les
cellules tumorales effectuent leur extravasation directement vers le systéme sanguin en passant
par les capillaires sanguins entourant les cellules tumorales. Lors de cette étape, le role de la
néoangiogénese tumorale est particulierement important. La perméabilité des néovaisseaux
péri-tumoraux favorise par ailleurs 1’étape d’extravasation. Dans ce cas, les cellules tumorales
vont ainsi rejoindre la circulation sanguine et disséminer vers les différents organes cibles
directement®>>. Une fois la métastase formée a distance dans un nouvel organe, des cellules
issues de ce site métastatique vont diss€éminer a nouveau vers de nouveaux sites et générer de
nouvelles métastases. Pour chaque cancer seuls certains organes vont pouvoir accueillir les
cellules initiatrices de métastases. Selon ce concept, appelé «seed and soil», pour obtenir une
métastase, il faut une cellule spécifique capable de générer une métastase de novo et une niche

capable d’attirer et d’accueillir ces cellules dans un organe’’%.

Dans le cas du cancer de la prostate, les sites métastatiques sont majoritairement 1’os (présent
dans 84% des cas), les ganglions lymphatiques (dans 10,6% des cas), le foie (dans 10,2% des

cas) et enfin les poumons (dans 9,1% des cas)> !

La formation de la métastase osseuse du cancer de la prostate présente quelques particularités.
Au cours de ce processus, les cellules tumorales circulantes vont étre recrutées au niveau des
niches périvasculaires de la moelle osseuse et s’y installer®®. Elles vont alors former une
nouvelle métastase, envahissant ainsi la moelle osseuse. Au cours de ce processus les cellules
tumorales vont aussi remanier la matrice osseuse. Dans le cas du cancer de la prostate, on décrit
cette métastase comme mixte et ostéocondensante®, elles vont ainsi agir a la fois sur les

ostéoblastes et les ostéoclastes afin d’accélérer aussi bien la dégradation que la production de
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1’0s%+%%. On assiste alors a une accélération et une modification de 1’équilibre dynamique osseux
en faveur de ’activité ostéoblastique et donc de la production de matrice minérale osseuse. Cet
effet aboutit a une ostéocondensation visible au niveau du site métastatique. De facon
paradoxale, loin de renforcer la structure osseuse, cette ostéocondensation erratique va fragiliser
1’0s, d’autant plus que 1’action ostéoclastique est elle aussi activée. Il en résulte de nombreuses
fractures chez les patients métastatiques® . Il est intéressant de noter que la métastase osseuse
du cancer de la prostate est une des seules métastases ostéo-condensante et mixte parmi les
métastases osseuses des tumeurs solides. Les autres cancers métastatiques a fort tropisme
osseux comme le poumon ou le sein géncrent des métastases ostéolytiques qui activent les

ostéoclastes et favorise la dégradation de la matrice osseuse au niveau du site métastatique®’.

Les théories sur la dissémination métastatique ont changé au cours de ces derniéres années. En
effet jusqu’a récemment, on considérait que les cellules capables de générer des métastases
¢taient toutes issues de la tumeur primaire et pouvaient disséminer vers les différents organes
cibles. Mais plusieurs études innovantes se sont intéressées aux variations géniques des
différentes cellules métastatiques. Il est désormais clair que de nouvelles métastases peuvent
étre générées a partir de métastases déja existantes. Suivant les mémes mécanismes qu’une
dissémination a distance classique, des cellules génératrices de métastases peuvent étre issues
d’une métastase et ainsi former des métastases dans de nouveaux organes spécifiques®’ . Dans
le cas du cancer de la prostate, il a été montré que le site métastatique osseux est souvent un des
sites initiaux de métastases et est capable de disséminer de cette manicre vers les autres organes

(foie, poumons et sites plus rares)®”’°.,

La métastase osseuse est donc la complication métastatique la plus fréquente mais aussi
probablement la plus importante et la plus grave du cancer de la prostate. Si I’on s’intéresse
plus précisément a la répartition de ces métastases dans les différents os, de grandes études
cliniques ont pu montrer que les deux sites les plus fréquents sont le fémur et 1’axe vertébral. 1l
existe cependant un débat pour définir lequel de ces deux sites est le plus fréquent. Bien que
certaines études donnent des résultats opposés, il semblerait que la dissémination vers cessites
dépend en réalité¢ du contexte métastatique du patient (multi-sites ou mono-sites). Les patients
avec un nombre limité de sites métastatiques seraient donc plus enclins a présenter des sites
fémoraux alors que les patients avec de nombreux sites métastatiques aient une majorité de
dissémination vertébrale®-’!"2, En dehors de ces deux sites principaux, on retrouve ensuite les

cotes (qui dérivent souvent d’une dissémination depuis les sites vertébraux) et le crane®!-’!,
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Concernant la métastase fémorale, il est intéressant de regarder plus précisément la répartition
au sein de cet os. En effet la moelle osseuse d’un fémur n’est pas homogeéne puisqu’elle
accueille différents types de moelle et donc un environnement différent, suivant la partie de I’os
touchée. Ainsi, le col du fémur (partie contenant a la fois de la moelle jaune et de la moelle
rouge) est la zone accueillant individuellement la plus grande part des métastases (plus d’un
tiers)’>’3. Néanmoins, si 1’on considére I’ensemble des parties contenant majoritairement de la
moelle jaune, a savoir 1’os trochanteére, sub-trochantére et la diaphyse osseuse, elles regroupent
toutes ensemble les deux tiers restants des métastases osseuses’>’*. 1l existe un lien clair et
important entre moelle osseuse et dissémination métastatique osseuse que nous décrirons plus

loin dans cette introduction et tout au long de notre étude’”.

D’un point de vue clinique, les principaux symptomes d’une tumeur localisée sont liés a

I’augmentation de la taille de la prostate et aux problémes urinaires que cela entraine. On

retrouve un tableau clinique assez proche de I’HBP avec une impériosité mictionnelle, une

pollakiurie et une diminution des volumes de miction'8. Ces symptomes restant peu spécifiques,
on comprend que le diagnostic du cancer de la prostate repose en grande partie sur la biologie,

I’imagerie et 1’anatomopathologie plus que sur la clinique. Il n’est pas rare que 1’on

diagnostique un cancer de la prostate par une métastase inaugurale®®7%77 1l s’agit alors du

premier €lément par lequel on identifie le cancer. Ceci vient du fait que la dissémination

métastatique s’accompagne souvent de symptomes cliniques beaucoup plus visibles, a

évolution rapide et ressentis par le patient, contrairement aux tumeurs localisées. Dans le cas

du cancer de la prostate, les deux métastases les plus fréquentes restent la métastase
ganglionnaire et la métastase osseuse. D’un point de vue clinique les symptomes sont trés
spécifiques de 1’organe touché’®" :

- En cas de métastase ganglionnaire, on observe 1’apparition de lymphcecedéme ainsi que
des douleurs périganglionnaires venant de la compression des organes environnants.

- En cas de métastase osseuse, on observe des douleurs osseuses profondes, des troubles
hématopoiétiques liés a D’envahissement de la cavit¢é médullaire (anémie,
agranulocytose ...), ainsi que des fractures a répétition sans raisons traumatiques
apparentes.

- En cas de métastase touchant un autre organe on retrouve la plupart du temps des
symptomes cliniques en accord avec les fonctions de ’organe touché (vertiges et
céphalées pour les métastases cérébrales, hépatomégalie et ictére pour le foie ou encore

dyspnée et hémoptysie pour les poumons).
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Mais méme dans le cas des métastases, la clinique a elle seule ne suffit pas pour valider la
présence de métastases. Leur diagnostic vient souvent de la corrélation de tableaux cliniques

spécifiques, de données biologiques ainsi que de données d’imagerie.

C. Le diagnostic des cancers de la prostate :

1. Généralités :

Figure 5 : Arbre décisionnel dans le diagnostic du cancer de la prostate. D’aprés Collége Francgais d 'urologie,
2014

En cas de suspicion de cancer, un bilan initial est établi par le médecin qui procéde a une
consultation du patient (€tat de santé et antécédents médicaux). Cet entretien va étre suivi d'un
examen clinique consistant en un toucher rectal visant a détecter une éventuelle anomalie et
d'un dosage du PSA. Enfin, si cela est nécessaire, une biopsie prostatique est réalisée. L’examen
anatomopathologique va ainsi permettre de s’assurer de la présence réelle d’une formation
tumorale ou non. Des examens d’imagerie peuvent y étre associés pour évaluer le volume de la
tumeur. En cas de présence réelle de cellules tumorales, on effectuera également un bilan

d’extension afin de s’assurer que le cancer n’a pas disséminé’®”” (Figure 5).
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2. Le dosage du PSA :

Comme il a été dit précédemment, la prostate est une glande qui synthétise de nombreuses
protéines dont le PSA. Celui-ci est détectable dans le sang chez I'homme et reste a 1’heure
actuelle le marqueur biologique le plus utilisé dans le diagnostic du cancer de la prostate’®7"-80,
Il agit comme un indicateur de I’état d’activité physiologique de la prostate et de son niveau
d’inflammation. Trés souvent, le cancer de la prostate est découvert suite a une augmentation
du taux de PSA sérique ou par une anomalie de consistance de la prostate détectée au toucher
rectal. La valeur seuil de normalité¢ du PSA la plus souvent retenue est 4 ng/ml (dépendant du
test utilisé)’’. Néanmoins une valeur élevée du PSA ne veut pas nécessairement dire qu’un
homme est atteint d’un cancer de la prostate. Certains facteurs tels que la taille ouencore 1’état
d’inflammation latent de la prostate par exemple, peuvent faire varier la valeur de base de ce
marqueur entre les individus®'®2. On pourrait ainsi prendre I’exemple des coureurs cyclistes
qui semblent présenter des élévations temporaires de leurs taux de PSA a cause du « massage

prostatique » exercé par la selle qui induirait une inflammation de la prostate et éléverait
ponctuellement leur taux de PSA3#*, Afin de limiter les faux positifs dans le diagnostic du
cancer de la prostate, on réalise souvent le ratio du taux PSA libre divisé par le taux de PSA
total (PSA libre et 1ié a des protéines). En cas de cancer, il y a une diminution du taux de PSA
libre sécrété et une augmentation du taux global PSA. Une diminution de ce ratio est donc un
argument en faveur d’une cause tumorale et permet un meilleur diagnostic dans les cancers
avec un faible taux de PSA sérique (entre 4 et 10 ng/mL)%>%°. Dans le cas de la dissémination
a distance, la plupart des métastases se caractérisent par une tres forte augmentation du taux de
PSA (>100 ng/mL pour les métastases multiples)***®. Ce pic de PSA semble venir du fait que
les cellules tumorales prostatiques se retrouvent dans un environnement inadéquat et sans

structure glandulaire. De ce fait, le PSA produit par les cellules tumorales se retrouve libéré en

totalité dans la circulation sanguine.

Actuellement, le dépistage systématique du cancer de la prostate (en particulier par dosage de
PSA) est débattu et n’est pas appliqué dans la plupart des pays. Les études ne montrent pas
d’intérét particulier du dépistage systématique. Au contraire, le dépistage systématique
semblerait méme avoir un effet négatif avec un surdiagnostic et un surtraitement excessif de
certaines tumeurs normalement sans danger pour le patient®®7677:8%90 T es recommandations les
plus récentes conseillent néanmoins d’encourager les patients, en particulier ceux a risques, a
se faire dépister. Le but ici n’est pas de mettre en place un dépistage systématique mais un

dépistage basé sur le volontariat de chaque patient 2. En France, par exemple, le diagnostic
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systématique entre 50 et 69 ans n’est pas recommand¢ et le choix d’un dépistage du cancer de
la prostate devra se faire en accord avec les suspicions du médecins et 1’avis éclairé du
patient®®’6778% Pour toutes ces raisons, le dosage sanguin de PSA n’est pas le seul examen
utilisé pour diagnostiquer un cancer de la prostate. On préfere alors utiliser un ensemble de
techniques de diagnostic pour confirmer la présence ou non d’un cancer. On pourra donc
associer I’examen clinique et biologique classique a des techniques d’imageries et d’analyses

anatomopathologiques de biopsies de la prostate.

3. L’examen anatomopathologique :

L’examen anatomopathologique dans le diagnostic initial consiste en une analyse des biopsies
de la prostate et de la tumeur primaire afin d’évaluer 1’étendue du cancer. Le nombre de biopsies
effectuées va varier en fonction des examens précédents du patient. Ainsi une anomalie clinique
ou d’imagerie pourra déboucher sur un nombre et un schéma de biopsie plus étendus pour
améliorer la qualité du diagnostic’®. En temps normal, on effectue un total de 12 prélévements.
Leur répartition est dite « en sextant » et permet de toucher I’ensemble des lobes dans
différentes zones représentatives : a la base, au milieu et & ’apex. On évalue alors sur chaque
carotte prélevée le pourcentage de tissu tumoral présent ainsi que 1’aspect de ce tissu. Cet
examen permettra d’évaluer I’évolution de la tumeur primaire au sein de la prostate ainsi que
les caractéristiques histologiques de ce cancer. On peut, si nécessaire, effectuer une deuxiéme
biopsie en cas de doute. Dans certains cas, la biopsie peut aussi étre guidée et ciblée par des
zones précises suite 4 un examen d’imagerie préalable comme une IRMS. Dans le cas précis
du cancer de la prostate, 1’évaluation de la biopsie permet en plus de donner un score
histologique a la tumeur appelé score de Gleason®*. Nous décrirons ce score dans la partie

dédiée aux techniques de classification clinique des tumeurs prostatiques.

4. Les examens d’imagerie :

L’imagerie joue un role majeur dans le diagnostic et le bilan d’extension du cancer. On retrouve
une utilisation aussi bien des techniques d’imagerie fonctionnelle qu’anatomique. On
différencie les techniques utilisées pour étudier les tumeurs localisées et les techniques pour les
bilans d’extensions. L’IRM et la tomodensitométrie par scanner sont les deux imageries
anatomiques les plus utilisées pour 1’évaluation des tumeurs localisées. Elles vont permettre de
repérer des anomalies tissulaires au sein de la prostate et donc les zones potentiellement

cancéreuses.
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L’échographie n’est pas recommandée dans I’étude du cancer de la prostate disséminé car elle
est peu spécifique et peu sensible. Elle peut néanmoins avoir une certaine utilit¢ dans la mesure
des volumes des tumeurs localisées et pour guider les opérations de biopsie de la prostate®**>.
Du point de vue du diagnostic, elle ne présente que peu d’intérét par rapport aux autres

techniques d’imageries.

Actuellement, I’utilisation du scanner dans le diagnostic des tumeurs prostatiques localisées est
supplantée par I'IRM qui présente des performances équivalentes, voire supérieures’®.
Concernant les bilans d’extensions et de métastases, 1a encore, le scanner n’est pas indiqué si
une IRM corps entier est possible. Cette derniére est particuliérement importante dans le bilan
d’extension et permet de suivre de fagon précise et efficace les métastases qu’elles soient
ganglionnaires ou viscérales”®?’. Elle est a I’heure actuelle la meilleure technique pour réaliser
un bilan d’extension. Il existe par ailleurs des techniques d’IRM fonctionnelle du cancer de la
prostate encore expérimentales basées sur le suivi de I’évolution des ratios de citrate, de zinc,

de créatinine et de choline”®".

L’imagerie fonctionnelle a principalement une utilité dans les bilans d’extension. On retrouve
surtout la scintigraphie et le PET scan (une technique d’imagerie associant imagerie PET
fonctionnelle et scanner anatomique pour optimiser 1’évaluation et la localisation des
métastases). En utilisant certains traceurs précis fortement intégrés par la tumeur, il est possible
de suivre 1’évolution de la tumeur et des métastases au niveau du corps du patient dans sa
globalité. Dans le cas du PET-Scan, contrairement aux autres tumeurs solides, les traceurs a
base de glucose radiomarqué avec un Fluor 18 ne sont pas utilisés car assez peu intégrés par le
cancer de la prostate’®. On préférera utiliser des traceurs captés en grande quantité par les
cellules tumorales comme la choline radiomarquée (au Fluor18 ou au Carbonne 11)76. 1l existe
aussi d’autres marqueurs encore en cours d’évaluation comme le ''C-Acetate, le '®F-
Fluciclovine (un acide aminé radiomarqué trés fortement intégré par les tumeurs

prostatiques)'®

ou encore le PSMA-Ga68 (un ligand du PSMA (prostate specific membrane
antigen) qui semble particulicrement indiqué dans le diagnostic des métastases

ganglionnaires)!%!.

La scintigraphie, quant a elle permet surtout de marquer les métastases osseuses de maniere
spécifique et intervient peu dans les autres métastases. Pour cela, on va suivre la fixation des
phosphonates radiomarqués (au Technecium 99 métastable) au niveau des sites avec un fort
remaniement osseux. Ainsi, plus le remaniement est actif et plus le marquage sera fort. Du fait

de I’activité des métastases osseuses du cancer de la prostate sur le métabolisme de la matrice
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osseuse minérale, on comprend bien que plus la métastase osseuse est importante, plus elle sera

visible par cette technique’®!%2,

D. La classification clinique des cancers de la prostate :

Tous ces examens cliniques, biologiques, d’imagerie et d’anatomopathologie vont pouvoir étre
analysés afin de réaliser des scores et des classifications, qui vont permettre de standardiser et
d’améliorer la prise en charge des patients. Il existe a 1’heure actuelle trois scores et

classifications majeurs dans le cancer de la prostate.

1. La classification TNM :

Figure 6 : La classification TNM du cancer de la prostate (pTNM). D’aprés Association des urologues du
Québec, 2014

Afin d’évaluer la dissémination locale et a distance du cancer pour pouvoir la prendre en compte
dans le pronostic du patient, on utilise la classification TNM. Cette classification, créée par
I’OMS, est utilisée pour toutes les tumeurs solides. Elle consiste a évaluer la taille et I’invasivité
de la tumeur primaire (score T noté de 1 a 4), la dissémination au niveau des ganglions
lymphatiques (score N noté de 1 a 3) et la dissémination métastatique viscérale (score T noté 0
ou 1). On parle de TNM lorsque I’examen est réalisé grace a des données d’imagerie médicale.

Lorsque celui-ci est réalisé grace aux analyses sur une piece de prostatectomie, on parle de
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pTNM. 1l est alors beaucoup plus pertinent et riche en information. L’ensemble de cette
classification est décrit dans la figure 6.!%%1% Cette classification permet de prendre en compte

aussi bien la tumeur locale qu’une dissémination locale ou métastatique.

2. Le score de Gleason :

Dans le cas du cancer de la prostate il existe un score histologique spécifique permettant de
classer les cancers les uns par rapport aux autres. Au cours de cette évaluation, on étudie les
tumeurs prostatiques de manicre plus complexe en les répertoriant selon la classification de
Gleason. Il s’agit d’une approche histologique permettant d’évaluer 1’état de différenciationde
la tumeur primaire de la prostate. Ce score créé en 1966 par Donald Floyd Gleason se base sur
une ¢évaluation de [D’état de différenciation de la tumeur a partir d’une biopsie

93,105,106 1 »¢tat de différenciation est ainsi scorable de 1 (trés différenciée) a 5 (trés

prostatique
peu différenciée). Cet état refléte 1’agressivité puisque plus une tumeur est peu différenciée,
plus elle est agressive. Le score de Gleason consiste en 1’addition du score des deux contingents
majoritaires au sein de la tumeur. On obtient ainsi un score de Gleason compris entre 2 et 10.
Avec un score de 2 a 4, la tumeur est bien différenciée et plutdt peu agressive. La différenciation
devient moyenne sur un score entre 5 et 6°»1%7. Le score de 7 est considéré comme charniére et
doit-étre interprété avec précaution. Une tumeur ou le contingent majoritaire est de score 3 (noté
3+4) sera en réalité plus proche d’un score de 6 et la tumeur sera moins agressive et de meilleur
pronostic qu’une tumeur avec un contingent majoritaire de 4 (noté 4+3), qui sera plus proche
d’un score réel de 8'%. Les scores de 8 a 10 représentent les tumeurs indifférenciées, les plus
agressives et de plus mauvais pronostic” (Figure 7).

Ce score est particulierement important a prendre en compte dans la prise en charge du patient
puisqu’il est directement reli¢ au pronostic et a son espérance de vie. Il est encore utilisé en
clinique actuellement mais des mises a jours apparaissent régulierement, modifiant le score de

tumeurs contenant certaines structures trés particuliéres du cancer de la prostate!®®

. Bien que ce
score soit particuliérement important, il ne s’ intéresse qu’a I’état de la tumeur primaire etn’est
pas utilisable sur les biopsies de site métastatique. Ces dernieres sont étudiées a part lors du

bilan d’extension.
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Figure 7 : Le score de Gleason. D’apres James Cook’s university department of pathology, 2014

3. Laclassification d’Amico :
Afin d’intégrer I’ensemble des données cliniques et des classifications dans la prise de décision
thérapeutique, la classification d’Amico a été créée. Cette super-classification permet d’évaluer
le pronostic et le risque évolutif d’un cancer en prenant en compte le dosage du PSA sérique,

le score de Gleason et le grade TNM d’un patient.!%%110

On trouve ainsi trois sous-groupes de pronostics différents regroupés dans la figure 8.

Figure 8 : La classification d’Amico. D’aprés Collége Frangais d urologie 2014

Le sous-groupe d’appartenance du patient permettra de choisir la meilleure prise en charge

parmi les traitements existants pour les tumeurs localisées. Les patients avec une tumeur
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invasive et métastatique ne sont pas intégrés ici car le traitement sera variable en fonction des

sites touchés par I’invasion tumorale et font donc I’objet d’une prise en charge a part.

E. Le traitement des cancers de la prostate localisés :

Le cancer de la prostate présente un grand nombre d’options thérapeutiques dont le choix

dépendra de la classification et de I’extension de la tumeur (Figure 9).

Figure 9 : Arbre décisionnel dans le traitement des cancers de la prostate locaux et métastatiques. D’aprés
Vidal recos, édition 2016
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1. La surveillance active :

La surveillance active est actuellement utilisée comme un traitement a part entiére dans la prise
en charge du cancer de la prostate. Elle représente une alternative a la thérapie radicale mais ne
concerne que les patients a faible risque de développer un cancer de la prostate agressif(risque
faible selon la classification d’Amico avec une biopsie faiblement positive). Cependant, il ne
s’agit pas d’une attente passive et sans action. Le patient est suivi de fagon trés réguliere afin
de guetter 1’apparition des premiers symptomes avec un toucher rectal tous les 3 mois la
premiére année (puis tous les 6 mois), un dosage de PSA tous les mois la premiére année (puis
tous les 3 mois la seconde année, puis tous les 6 mois) ainsi qu'une biopsie I’année qui suit la
prise en charge (elle sera refaite tous les deux ans). Le but de cette approche est d’éviter le
traitement des patients a faible risque et asymptomatiques sans impacter leur espérance de vie.
Cela permet aussi d’éviter un traitement inutile et donc de limiter les co-morbidités et effets

indésirables d’un traitement anti-cancer qui seraient inutilement négatifs pour le patient. 1113

2. La prostatectomie radicale :

La prostatectomie totale reste un des traitements de référence des tumeurs localisées. Cette
opération consiste en ’ablation chirurgicale de la prostate soit par laparotomie, soit par
coelioscopie. Cette opération ne peut étre menée que lorsque la tumeur est localisée et qu’elle
ne présente pas de risque d’extension locale (risque faible ou intermédiaire selon la
classification d’Amico)**’%!!4, Elle est souvent associée a un curage ganglionnaire consistant
en une ablation des ganglions régionaux autour de la prostate afin de prévenir et évaluer une
éventuelle dissémination ganglionnaire!'>"''7. Un autre intérét de la prostatectomie est de
pouvoir réaliser un ensemble d’examens histologiques et d’invasivité sur la piece opératoire
(score de Gleason et pTNM) ainsi que sur les ganglions prélevés. Cette thérapie permet donc
d’associer au traitement une confirmation importante du diagnostic. Elle présente cependant de
nombreux effets indésirables liés a une atteinte des nerfs et des ligaments autour de la prostate.
Le patient présente donc un risque important d’impuissance, de dysfonctionnement urinaire et
tout particulierement d’incontinence plus ou moins réversible. Malgré tout, I’évolution des
techniques opératoires assure une meilleure conservation de ces nerfs et ligaments et donc une
limitation de ces effets!!®. On peut associer a ce traitement une thérapie adjuvante ou de
rattrapage par radiothérapie’®!'”. Bien que cette association permette de limiter les risques de
récidives, des études récentes montrent que le rapport bénéfice risque est défavorable a cause

des risques de développer des cancers radio-induits du colon ou de la vessie’®12%12!,
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L’hormonothérapie n’a pas montré d’amélioration de 1’état ou du pronostic des patients

lorsqu’elle est utilisée en adjuvant de la chirurgie’®.

3. Laradiothérapie externe :

La radiothérapie externe a visée curative a beaucoup évolué au cours des dernicres années. Les
nouvelles techniques et nouveaux irradiateurs permettent de délivrer de plus grandes doses au
niveau de la prostate tout en limitant I’irradiation des organes voisins et en particulier des tissus
de I’appareil digestif. Ceci permet de limiter les effets secondaires de ce traitement tels que les
nausées, les vomissements ou les mucites. Tout comme lorsqu’elle est utilisée en traitement
adjuvant, la radiothérapie en thérapie principale présente aussi le risque d’induire des cancers
secondaires et nécessite donc un suivi post-traitement. Ce risque est d’autant plus discuté dans
le cancer de la prostate que les patients ont un bon pronostic et vivent longtemps apres leur
guérison. Ils présentent donc le risque de développer une tumeur secondaire sur le long
terme!2%!?!. Tout comme la prostatectomie, elle est indiquée dans les cancers de risque faible

ou intermédiaires selon la classification d’Amico’®'%2,

Suite & une rechute aprés une
radiothérapie, on peut tenter une prostatectomie de rattrapage.'?>!2* 1l est fréquent et conseillé
d’utiliser une hormonothérapie a court terme comme traitement adjuvant de la radiothérapie.
Cette combinaison permet d’améliorer significativement les chances de guérison des

patients!?>126,

4. La curiethérapie :

La curiethérapie est une forme de radiothérapie dans laquelle on injecte des grains d’iodes
radioactifs directement dans la prostate. Cette radiothérapie présente beaucoup moins d’effet
secondaires que la prostatectomie ou la radiothérapie externe mais elle ne peut étre utilisée que
pour des tumeurs peu agressives et a faible risque selon la classification d’ Amico. Cette thérapie
n’est en général pas associée a des traitement adjuvants, I’hormonothérapie n’ayant pas montré

d’avantage dans cette association.”®!?’

5. La cryothérapie :

La cryothérapie est une technique innovante de traitement des tumeurs localisées. Elle fait
encore actuellement 1’objet de plusieurs évaluations pour estimer sa place par rapport aux autres
traitements classiques. Elle ne concerne que les tumeurs de faible agressivité et risque. Elle est
pour le moment majoritairement utilisée comme traitement de rattrapage de radiothérapie

externe ou de curiethérapie. Concrétement, la technique consiste en 1’insertion d’aiguilles de
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cryothérapie dans la prostate qui vont refroidir les tissus tumoraux a — 40°C. Cette congélation

des tissus va permettre de faire éclater les cellules par formation de cristaux d’eau.’®12

6. La thérapie par ultrasons focalisés :

La thérapie par ultrasons a haute fréquence est le plus récent des traitements des tumeurs
localisées. Il fait actuellement 1’objet d’une autorisation temporaire d’utilisation pour des
tumeurs de faible risque. Cette technique nécessite encore d’étre évaluée et son efficacité reste
controversée. Ce traitement consiste en une opération non-chirurgicale par laquelle des
ultrasons a haute fréquence vont étre dirigés sur la prostate. Il est nécessaire d’avoir un suivi
soit par échographie soit par IRM tout au long de I’opération. Les cellules tumorales vont étre
détruites sous I’effet des ultrasons a cause de la génération de chaleur mais aussi de la cavitation

qu’ils induisent.’6:12%:13

F. Le traitement des cancers de la prostate disséminés
et métastatiques :

Lorsque le cancer de la prostate dissémine a distance, il devient alors nécessaire d’utiliser des
chimiothérapies au sens large du terme : chimiothérapie anti-tumorale conventionnelle,
hormonothérapie ou thérapie ciblée. Seuls ces traitements administrés par voie systémique

peuvent permettre une atteinte des différents sites métastatiques.

1. La chimiothérapie anti-tumorale :

La chimiothérapie est le traitement de référence dans le cancer de la prostate métastatique
hormono- et chimio-naif’®!3!. Ce traitement est la plupart du temps associé a I’hormonothérapie
lorsque le cancer n’est pas résistant a la castration'*"132. A I’heure actuelle I’utilisation de cette
chimiothérapie est couramment acceptée dans les protocoles de traitements mais la question
reste néanmoins posée sur le moment du début du traitement. Il n’existe actuellement pas de
consensus pour savoir si le traitement doit étre commencé des la découverte des métastases
méme si le patient reste asymptomatique’®. Les chimiothérapies les plus couramment utilisées

1133

sont des dérivés des taxanes (principalement le docetaxel °° et en seconde ligne le cabazitaxel

134) et la mitoxantrone!3%!34

qui ont fait leurs preuves lors de plusieurs essais cliniques. Les
chimiothérapies conventionnelles ayant une action systémique elles présentent de nombreux
effets indésirables qui nécessitent aussi I’administration de médicaments et des soins associés

afin de les limiter.
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2. L’hormonothérapie :

L’hormonothérapie est un autre traitement essentiel du cancer de la prostate. En effet, le cancer
de la prostate fait partie des cancers dont la croissance est hormonodépendante (dépendante de
la testostérone)’®!3>13¢ On peut donc traiter ce cancer en diminuant la production de
testostérone d’un patient. Lorsque ce traitement n’est pas utilis¢ comme adjuvant de la
radiothérapie, il est surtout utilisé de facon systémique pour traiter la maladie métastatique en
association avec la chimiothérapie classique’®. Il existe deux classes majeures de médicaments :
les antagonistes et agonistes de LH-RH et les anti-androgénes'*®. Les antagonistes et agonistes
de LH-RH vont agir en amont en mimant ou en bloquant 1’action de la LH-RH, une hormone
hypothalamique. Ils vont ainsi diminuer la production de testostérone et sont capables d’induire
une castration chimique rapide par diminution du taux de testostérone. Les anti-androgenes
vont bloquer I’action des androgénes en diminuant leur métabolisme (comme le finastéride un
inhibiteur de la 5a-réductase) ou en bloquant les récepteurs a la testostérone, que ces inhibiteurs
soient stéroidiens (comme la spironolactone) ou non stéroidiens (comme I’enzalutamide).
Beaucoup plus récemment, on a aussi vu apparaitre ’abiratérone, un nouvel inhibiteur du
métabolisme des androgenes mais agissant sur le CYP17 et non pas sur la Sa-réductase comme

les autres molécules'37138,

Ce médicament présente des résultats trés prometteurs et
encourageants en association avec une chimiothérapie anti-tumorale conventionnelle. Sa
grande efficacité a en particulier €t€ montrée récemment par les résultats des essais STAMPED
et LATITUDE montrés cette année a 1I’ASCO 20177138, Les effets indésirables de
I’hormonothérapie restent limités par rapport a une chimiothérapie classique. Les effets sont
directement liés a la perte hormonale et s’apparentent aux symptomes d’une andropause. On
peut observer des bouffées de chaleurs, des troubles de 1’érection, une baisse de la libido, une
prise de poids, de ’ostéoporose et une gynécomastie!*’. Par ailleurs, tous ces effets indésirables

peuvent faire ’objet de traitements symptomatiques efficaces. Dans de treés rares cas,

I’hormonothérapie peut étre une castration chirurgicale au lieu d’une castration chimique.
3. Les traitements de la métastase osseuse :

Parmi le traitement des maladies métastatiques, le traitement de la métastase osseuse du cancer
de la prostate fait 1’objet d’une approche thérapeutique qui lui est propre. En effet, cette
métastase est particulierement douloureuse et handicapante pour le patient. Ces symptdmes font

donc I’objet d’un traitement a part enticre.
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Les bisphosphonates représentent la premiere ligne de traitement contre les symptdmes de la
métastase osseuse. Ils agissent en inhibant 1’activité des ostéoclastes, diminuant ainsi la
résorption osseuse nécessaire au remaniement di a la métastase. La molécule principalement
utilisée est I’acide zolendronique. Il s’agit d’un traitement avec une trés bonne tolérance mais
une légere toxicité rénale chez les patients prédisposés. Il présente aussi trés peu d’effets
indésirables en dehors d’un risque peu fréquent d’ostéonécrose de la machoire mais qui peut
étre facilement prévenu par un suivi clinique et une évaluation préalable des facteurs de

risque.’®140

Le denosumab est un anticorps bloquant dirigé contre RANK-L, un puissant liguant activateur
des ostéoclastes. Il présente donc la méme activité que les bisphosphonates mais avec une
efficacité plus grande. On peut aussi noter un abord plus facile (injection sous-cutanée au lieu
d’intraveineuse), une absence de toxicité rénale et un risque équivalent d’ostéonécrose. Il peut
par contre induire une hypocalcémie a cause de son inhibition forte des ostéoclastes et nécessite
donc un suivi. 11 est aussi plus récent que les bisphosphonates et il n’y a donc pas autant de

recul sur I’utilisation pratique de ce médicament en clinique.’®!14?

Le chlorure de radium-233 est un composé radioactif donc la structure atomique est trés proche
de celle du calcium. II est donc intégré dans la matrice osseuse a la place du calcium et est
capable d’émettre des particules alpha (hautement énergétiques mais de faible pénétration)
pendant une courte période. Ces particules vont ainsi endommager I’ADN des cellules
tumorales métastatiques sans pour autant avoir un effet délétére sur la moelle osseuse. Ce
composé¢ est bien toléré avec peu d’effets indésirables en dehors de diarrhées et d’une faible
toxicité médullaire (en particulier thrombopénie). Il n’est utilisé que depuis peu de temps en
France ou il n’a obtenu son AMM qu’en novembre 2013. II existe encore a I’heure actuelle une
discussion concernant la place et le moment d’utilisation de ce traitement par rapport a la

chimiothérapie et/ou I’hormonothérapie.’s:141:142

Au cours des dernieres années, de plus en plus de traitements tentent d’agir sur le systeme
immunitaire afin de favoriser I’immunité anti-tumorale. Plusieurs médicaments ont €té créés ou

utilisés dans ce sens dans le traitement du cancer de la prostate.

4. Les immunothérapies anti-tumorales :

L’ipilimumab est un anticorps inhibiteur de CTLA-4 et une des immunothérapies anti-

tumorales les plus connues. CTLA-4 est une molécule d’adhérence qui induit un co-signal
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inhibiteur de I’activité des lymphocytes T lors de 1’activation du TCR. L’inhibition de CTLA-
4 permet donc d’empécher I’inhibition de la réponse lymphocytaire T et 1’échappement
immunitaire!**»'*, Ce médicament est indiqué a I’heure actuelle en premiére ligne de traitement
dans le mélanome avancé avec une efficacité modérée. Concernant le cancer de la prostate, il

ne semble cependant pas présenter d’effet thérapeutique notable et n’a donc pas été utilisé’®!4.

Les inhibiteurs de PD-1 suivent un mécanisme semblable aux inhibiteurs de CTLA-4. La
molécule PD-1 induit en temps normal 1’apoptose dans les lymphocytes T. En inhibant cette
molécule, on peut donc restaurer la-aussi ’activité des lymphocytes T'46. Jusqu’a présent, la
plupart des études n’ont cependant trouvé aucun effet bénéfique significatif sur le cancer de la
prostate. Treés récemment, une étude clinique est allée contre cette idée, montrant un effet
probant de ces traitements en association. Il s’agit cependant d’un unique essai de phase II
portant sur 10 patients et les résultats doivent étre encore confirmés. Néanmoins, a la vue de
ces résultats, il apparait clairement que ce médicament reste encore a étudier’®!*’. Certains
inhibiteurs de PD-1 utilisé dans le cadre du cancer du poumon, comme le durvalumab,
commencent aussi a obtenir des extensions d’AMM afin de pouvoir étre utiliser dans le

traitement des cancers de la prostate métatatiques.

Le cancer de la prostate est aussi un des cancers solides a avoir obtenu I’AMM pour un vaccin
anti-cancer. Le Sipuleucel-T est utilisé pour traiter des cellules présentatrices d’antigénes
isolées du patient. Ces cellules chargées par le vaccin lui sont ensuite réinjectées pour induire
une activation des lymphocytes T et une réponse antitumorale. Pour le moment ce médicament
s’est révélé efficace mais uniquement sur des formes de plutot bon pronostic (Gleason <7). Il
est donc encore nécessaire d’étudier I’efficacité et d’affiner ses conditions d’utilisation afin de

mieux évaluer I’indication et la spécificité de ce traitement.”®!%®

G. Les facteurs favorisant les cancers de la prostate :

1. Les facteurs de risque connus :

Plusieurs facteurs de risque semblent jouer un role dans la carcinogenése prostatique et peuvent

étre séparés en deux groupes :

- Les facteurs de risque extrinségues : il s’agit des facteurs de risque indépendants du patient
et liés a son environnement (exposition, profession, habitudes de vie). Parmi ces facteurs on

trouve :

e Les facteurs alimentaires : Le role exact de 1'alimentation dans le cancer de la prostate
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n'est pas clairement établi. Cependant, un certain nombre d'études soulignent qu'une

alimentation riche en graisses semblent favoriser la survenue du cancer de la prostate'*°.

D'autres études ont suggéré qu'une consommation excessive de calcium peut favoriser

0 t151

l'apparition de ce cancer'°” mais d'autres travaux s'opposent a ce résulta
e L’exposition a certains éléments chimiques : plusieurs études ont ainsi montré que
certaines professions, comme l'agriculture, développent plus de cancers de la prostate
que les autres. Ce phénomene est dii a I’exposition a des ¢léments chimiques tels que
les pesticides hydrocarbonés aromatiques polycycliques et les biphenyls polychlorés.
On trouve parmi eux, par exemple, le chlordécone, un pesticide hautement rémanent
utilisé en particulier dans la culture de la banane. On peut aussi citer le carbofuran, les
coumaphos, les fonofos, et la perméthrine'>> 1>, En dehors des pesticides, on peut
noter aussi une prédisposition suite a 1’exposition a d’autres facteurs chimiques tels
que les perturbateurs endocriniens comme le Bisphénol A ou encore a des métaux
lourds comme le mercure, le nickel et le cadmium (exposition liée au travail dans

certaines industries)!>>157:158,

- Les facteurs de risques intrinseques : il s’agit des facteurs de risques inhérents aux patients

et 1iés a son hérédité et son historique médical. Parmi ces facteurs on trouve :

e L’age : Le cancer de la prostate est, comme la majorité des cancers, lié au
vieillissement puisque 95 % des patients diagnostiqués sont agés de 57 a 88 ans et
I'age moyen de survenue du cancer prostatique est de 71 ans. '* Par ailleurs, bien
que ces résultats soient encore débattus, de nombreuses études montrent la présence
de tumeurs plus agressives et de moins bons pronostics dans le cas du cancer de la

prostate chez des patients de 75 ans et plus!>160-161,

o L’obésité : I’obésité apparait comme un facteur important dans le développement
du cancer de la prostate. Cet état ne semble pas influencer I’incidence mais
’agressivité, puisque les patients obeses présentent des cancers de significativement

plus haut risque et de moins bon pronostic!4!6%163,

e Les facteurs ethniques : il apparait clairement que les origines ethniques jouent un

role dans le cancer de la prostate. En effet, des études ont montré que les populations
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asiatiques développent moins de cancer de la prostate que les individus caucasiens

alors que les populations africaines et afro-américaines en développent bien plus

(odds ratio de 1,6 comparé aux populations caucasiennes)'®*. Les raisons de ces
différences inter-ethniques restent peu connues a ce jour, mais il semblerait qu’il
existe un lien avec les variations génétiques de certaines hormones ainsi qu’une

sensibilité variable a des agents carcinogénes.

Les facteurs familiaux et la prédisposition génétique : Les formes héréditaires ne
sont pas négligeables puisqu’elles représenteraient 5 a 25 % des cas de cancers de
la prostate. Le risque relatif des formes familiales est variable et dépend du nombre
de parents au premier degrés atteints ou ayant été atteint d’un cancer de la prostate.
Les patients a risque peuvent ainsi avoir de 2 a 5 fois plus de risques de développer

un cancer de la prostate qu’un patient classique.'®

Les translocations géniques : I’identification d’une translocation génique dans les
cancers de la prostate n’est connue que depuis 2005. La translocation la plus
fréquemment observée est la fusion du géne TMPRSS2 (une sérine protéase
impliquée dans la vascularisation et I’homéostasie du sodium dans 1’épithélium
prostatique'®’) avec le géne de la famille des facteurs de transcription ERG (pour
ETS-Related Gene)'%. Cette translocation pourrait étre un événement majeur dans
le développement des cancers de la prostate puisque certaines études montrent une
corrélation entre cette translocation et les cancers de haut grade et 1’agressivité de la
tumeur. Ces résultats nécessitent d’étre confirmés car d’autres études indiqueraint,
elles, une corrélation inverse. Néanmoins, toutes s’accordent a donner une place

majeure a cette translocation dans le cancer de la prostate.

On peut noter que I’ensemble de ces facteurs extrinseques et intrinséques peuvent s’additionner

chez un méme patient et augmenter les risques de fagon cumulative. Par exemple, la population

des Antilles Francaises présente un des taux de cancer de la prostate les plus élevés au monde

du fait de leur longue exposition au chlordécone (li€ a leur activité agricole) et de leur origine

ethnique africaine'>*.

2. Deux facteurs d’importance majeure : 1’obésité et le vieillissement

L’obésité est définie comme une accumulation pathologique de tissu adipeux au niveau du

corps entier d’un individu'®’. Le lien entre obésité et cancer de la prostate n’est désormais plus
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a prouver. D’un point de vue de clinique, 1’obésité associe de nombreuses comorbidités et
difficultés de prise en charge clinique qui retardent le diagnostic et empéchent un acces optimal
au soins'*!1%%1%° D un point de vue épidémiologique, les patients obéses ne développent pas
plus de cancers que les patients classiques mais les cancers qu’ils présentent sont plus enclins
a la dissémination aussi bien locale que métastatique!*!'%>163, Ces observations sont d’autant
plus inquiétantes que 1’obésité est une pathologie €épidémique qui ne cesse de se développer
dans les pays modernes'®”"!7° 1l est donc important de comprendre et d’appréhender le lien entre
cancer de la prostate et obésité afin d’améliorer la prise en charge spécifique de ces patients

dans un avenir proche.

On définit le vieillissement comme I’ensemble des effets de 1’dge du patient sur son
organisme'’!. Tout comme I’obésité, le vieillissement est associé a une prise en charge clinique
complexe et & de nombreuses comorbidités!”!!72, Par ailleurs, I’Age du patient est un élément
essentiel dans le développement du cancer de la prostate. Il est ainsi fortement li¢ a I’incidence
puisque le cancer de la prostate est une maladie se développant majoritairement au-dela de 60
ans. Mais on peut aussi noter que plus le patient vieillit, moins son cancer est de bon pronostic
avec un risque beaucoup plus élevé de métastase au-dela de 70 ans'>!83716° Tout comme
I’obésité, le vieillissement est un enjeu majeur de santé publique puisqu’on assiste a un
vieillissement global de la population mondiale avecune inversion de la pyramide des ages et
une augmentation de I’espérance de vie'’!. Il parait donc essentiel de décrypter les mécanismes
liant cancer de la prostate et vieillissement puisqu’a 1’avenir nous serons confrontés a de

nouveaux patients de plus en plus agés présentant des cancers de la prostate plus dangereux.

Les projections futures nous montrent donc I’importance de 1’obésité et du vieillissement dans
le développement et surtout dans 1’agressivité du cancer de la prostate et les enjeux majeurs
qu’ils représentent. Au cours de notre travail, nous nous intéresserons donc au lien entre ces
différents facteurs. Par ailleurs, I’obésité et le vieillissement touchent tous deux fortement la
physiologie du tissu adipeux'’?"!7°, Certains cancers, dont le cancer de la prostate, interagissent
fortement avec ce tissu adipeux>*!%, 1l nous parait important de nous y intéresser et de décrire
les modifications induites par ces deux facteurs sur le tissu adipeux, mais aussi I’effet de ces
modifications sur I’interaction entre le tissu adipeux et la tumeur. Afin d‘approcher cette
question, nous décrirons les différents tissus adipeux dans le prochain chapitre. Cette partie

nous permettra de comprendre la complexité et les nombreuses fonctions de ces tissus.
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PARTIE 11 : LES TISSUS ADIPEUX : TYPES. FONCTIONS ET
MODIFICATION

Le terme de tissu adipeux (TA) regroupe de fait différents tissus blancs, bruns, beiges et roses
que nous allons décrire successivement (Figure 10). Ces tissus se distinguent a la fois par leur

localisation et par leur fonction.

Les différents types de tissus adipeux :

A. Le tissu adipeux blanc :

1. Salocalisation :

Le TA blanc représente a lui seul plus de 85% de la masse adipeuse chez ’homme. On le
retrouve dans I’ensemble de 1’organisme mais il peut étre séparé en deux sous-familles, le TA
viscéral et le TA sous-cutané!’®!”’. Comme leur nom 1’indique, le TA viscéral se retrouve
autour de différents organes alors que le sous-cutané¢ se retrouve dans 1’hypoderme, le
compartiment le plus profond de la peau (Figure 10). Ces deux sous-types différents

majoritairement au niveau de fonctions sur lesquelles nous reviendrons plus loin.

Figure 10 : Localisation et caractéristiques générales des différents tissus adipeux. D’aprés Sun et al, 2016,

frontiers in endocrinology.

2. Ses origines :
Les adipocytes blancs matures proviennent de la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses (CSM)!”®. Ces cellules souches peuvent étre de deux origines : soit

d’origine médullaire (dans ce cas elles sont recrutées depuis la moelle osseuse), soit d’origine

tissulaire (dans ce cas, elles proviennent du tissu adipeux, une source riche en CSM)!7>-18!,
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Néanmoins, les CSM sont aussi capables de se différencier en chondrocytes, en ostéoblastes ou
en myocytes'®?. La premiére étape de la différenciation consiste donc en une étape dite de
détermination'®>!84, Suite a cette étape, les CSM se transforment en adipoblastes, des cellules
déja engagées dans la voie adipocytaire. Sous 1’action des BMP2 et 3 les adipoblastes vont
passer au stade de préadipocytes'®® . Par la suite, grace a I’activation de PPARy et C/EBPs!3¢-
188 ces préadipocytes blancs vont changer de morphologie et se différencier en se chargeant

progressivement en lipides, jusqu’a I’apparition d’une gouttelette lipidique monoloculaire et

ainsi devenir des adipocytes blancs matures (Figure 11).

White Beige Brown Pink

Figure 11 : Les différents tissus adipeux : blancs, bruns, beiges et roses. A, B et C) schéma des adipocytes
blancs, bruns et roses ; D) différenciation et transdifférenciation des adipocytes blancs, bruns et beiges ; E) coupe
histologique des tissus adipeux blancs, beige et brun. D’aprés de Lee et al, 2004, American Journal of Physiology
et de Valecak et al , 2017, Redox Biology

3. Fonctions et sécrétions :

Concernant leurs fonctions, les adipocytes blancs sont des cellules particuliérement actives
métaboliquement. Ils agissent comme un important réservoir de lipides, stockés au sein deleur
gouttelette sous forme de triglycérides. Ces triglycérides peuvent provenir soit de la circulation
sanguine, soit de I’estérification entre du glycérol et des acides gras obtenus par lipogénése de
novo'®. Inversement, les adipocytes sont capables de libérer ces lipides au besoin parlipolyse.

Les triglycérides sont alors hydrolysés par étapes successives afin de libérer des acides gras et
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du glycérol'. Les acides gras libres peuvent ensuite étre relargués dans la circulation sanguine
afin d’étre redirigés vers les tissus a forts besoins énergétiques tels que les muscles ou ils

pourront étre métabolisés a travers la B-oxydation par exemple.

En plus de leur fonction de tissu de stockage et de leur activité métabolique, il est désormais
clairement établi que le TA blanc est un des tissus endocriniens les plus importants du corps
humain. L’ensemble des molécules sécrétées par les adipocytes sont regroupées sous le terme
d’adipokines. On retrouve différents types d’adipokines : les adipokines régulant le
métabolisme glucidique et lipidique ainsi que les fonctions associées (comme la sensation de

191-193
, les

satiété), avec par exemple I’adiponectine, la leptine, I’apeline ou la resistine
adipokines agissant sur I’inflammation et le syst¢tme immunitaire comme les protéines du
complément, les cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFa et I’[L6, ou encore les
chimiokines (qui feront I’objet d’une description précise dans une prochaine partie)!**. 11 ne
s’agit ici que de quelques exemples et de nombreuses autres molécules peuvent étre sécrétées

par les adipocytes blancs. On y trouve ainsi de nombreux médiateurs lipidiques comme les

prostaglandines ou certains stéroides.

B. Le tissu adipeux brun :

1. Salocalisation :
Le deuxieme type principal de tissu adipeux est le TA brun. Sa description chez I’homme date
de 1969, en particulier avec les travaux de Horrowitz qui ont permis de décrire ses fonctions et
de cartographier les différents dépots!®>17. Contrairement au TA blanc, sa localisation et sa
répartition sont majoritairement influencées par 1’espece, 1’age et le développement de
I’individu. Ainsi, chez les rongeurs et les animaux hibernants, on retrouve de trés grandes
quantités de ce tissu adipeux, alors que chez I’homme et les mammiferes il est treés présent chez
le nouveau-né mais va petit a petit disparaitre au fur et 2 mesure de son développement.'?%1%
A 1’age adulte, il ne reste que quelques dépdts tres précis et limités (Figure 10). Le dépdt
principal chez ’adulte reste le dépot sous-cutané situé en inter-scapulaire. En dehors de ce
dernier, on trouve aussi quelques autres dépdts sous-cutanés, des dépdts péri-organiques (en
particulier péri-cardiaques et péri-rénaux), péri-vertébraux et péri-vasculaires. Tout comme le
TA blanc, le TA brun est majoritairement composé d’adipocytes associés a une fraction

stromale vasculaire (Figure 10). Néanmoins, les adipocytes bruns sont différents des blancs,

avec une gouttelette lipidique multiloculaire et un contenu élevé en mitochondries activées.
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D’un point de vue phénotypique, on note aussi une forte expression de la Uncoupling protein 1

(UCP1) de facon constitutive, ce qui est une caractéristique spécifique de ce tissu?®.

2. Ses origines :
Concernant leurs origines, les adipocytes bruns sont, tout comme les adipocytes blancs, issus
des CSM. Les signaux principalement connus dans I’induction de la différenciation et de
I’activation du TA brun sont les hormones thyroidiennes (T3 et T4) et I’insuline pancréatique.
Sous leur effet, les CSM vont premi¢rement se différencier en myoblastes. En effet, les
adipocytes bruns partagent leur lignée avec celle des cellules musculaires. Tout comme la
différenciation des CSM vers les adipoblastes, la différenciation des CSM en myoblastes est
issue de mécanismes encore assez peu connus a I’heure actuelle. A partir des myoblastes,
I’expression de BMP7 va permettre la différenciation en précurseurs Myf5+ (par opposition au
préadipocytes blancs qui sont eux Myf5-)*°!. La séparation entre les lignées adipogéniques
brunes et myoblastiques se fait a partir de ce point. Le maintien de I’expression de BMP7 et
I’expression PRDM16 vont ainsi induire la différenciation en préadipocytes bruns?°!?%2, La
suite devient alors majoritairement dépendante de I’expression de PPARy*®. Celle-ci va

permettre de poursuivre la différenciation et d’induire 1’expression de facteurs nécessaires au

bon fonctionnement du tissu adipeux tels que UCP1 et PGC1-a2%22% (Figure 11).

3. Ses fonctions

Une fois les adipocytes bruns devenus matures, ils vont pouvoir exercer leurs fonctions
métaboliques, sous 1’effet de signaux activateurs comme les hormones thyroidiennes T3 et T4
ou I’insuline®®2%, 1 activité des adipocytes bruns porte majoritairement sur la thermogenése
indépendante du frisson. Chez les mammiferes adultes et non-hibernants, la majorité¢ de la
thermogenése corporelle et de la régulation de la température dépend du frisson musculaire?®’.
Néanmoins, le TA brun peut dans certains cas y jouer une part importante puisqu’il présente un
bilan énergétique maximal de 300 watts/kg contre 1 watts/kg pour les autres tissus**®2%. Ainsi,
selon 1I’équation définie par les travaux de Rothwell et Stock, il faudrait seulement entre 40 et
50 grammes de TA brun pour effectuer 20% de la thermogenese quotidienne du corps

210,211

humain . Le r6le du TA brun et son importance sont d’ailleurs modulables suivant les

conditions de vie et I’environnement. Ainsi, un individu exposé réguliérement au froid

212213 1] a méme été

développera des dépdts de TA brun interscapulaire plus importants
récemment montré que I’exposition au froid a plus court terme comme lors des variations de

températures lies aux saisons induit une activation de ce tissu adipeux mais dans une moindre
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mesure?!#?!15. Ce mécanisme de thermogenése est dépendant de la protéine UCP1 et de I’activité
mitochondriale. UCP1 est une protéine de découplage de la respiration présente sur la
membrane interne des crétes mitochondriales. Elle va alors agir comme un transporteur d’H+
dépendant de nucléotides et d’acides gras a longues chaines®'®. La fuite de protons depuis
I’espace intermembranaire ainsi produite par UCP1 va ramener a la normale la différence de
potentiel de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. Ce phénoméne empéche
I’activité de I’ATP synthase et la production d’énergie par le biais de la respiration sous forme
chimique (ATP). Cette énergie va a la place €tre dissipée sous forme d’énergie thermique et
ainsi générer de la chaleur. Cette génération de chaleur peut avoir plusieurs effets et fonctions
suivant la position du tissu adipeux'®’?%*21  Ainsi, la thermogenése dans le TA brun
interscapulaire, sous-cutané et situé autour des organes semblerait servir majoritairement a
réguler la température de 1’individu, alors que le TA brun péricardiaque et périvasculaire semble
jouer un réle dans la régulation de la température sanguine et I’activité vasomotrice!'*®. Il est a
noter que cette activité de thermogenese dissipe une grande quantité d’énergie métabolique et
consomme donc beaucoup de lipides et/ou de glucides. Ce constat pousse certaines personnes
a s’interroger sur I’intérét clinique de 1’activation ou de la greffe de TA brun dans le traitement
de I’obésité ou d’autres pathologies métaboliques®!’-*!%. Certaines personnes pensent aussi que
cette importante dissipation d’énergie pourrait jouer un role dans les mécanismes de la cachexie

induite par le cancer?'?2%°,

En dehors de ses fonctions métaboliques, il est apparu récemment que le TA brun, toutcomme
le TA blanc, est un organe endocrine a part entiere avec ses propres particularités. A ce jour
peu de facteurs sécrétés par le tissu adipeux brun sont encore réellement connus et aucun facteur
spécifique des adipocytes bruns n’a été identifié. On peut néanmoins noter quelques facteurs
sécrétés de fagon importante avec quatre facteurs de croissance : le FGF21, le Nrg4, le VEGF
A et B, dont les liens respectifs avec les fonctions du TA brun ne sont pas connus?*'*?2, On
trouve aussi des Bone Morphogenic Proteins (BMP) et des adipokines classiques (IL-6 et
adiponectines par exemple)??2. Néanmoins, trés peu d’études portent sur le sécrétome des
adipocytes bruns et aucune donnée spécifique n’existe sur les rdles de ces adipokines dans les

fonctions du TA brun.
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C. Le tissu adipeux beige

1. Salocalisation et son origine:

On désigne par ce nom un phénotype de TA nouvellement identifié qui s’agence en petit dépot
retrouvé au sein méme du TA blanc. Ce tissu peut ainsi étre présent dans n’importe quel TA
blanc (Figure 10). I1 est appelé beige ou « brite » (pour BRrown In whITE) car il présente un
phénotype intermédiaire entre le tissu blanc et le tissu brun. Les adipocytes sont ainsi
pluriloculaires mais avec des vacuoles lipidiques plus larges que celle du TA brun. Les
mitochondries présentent un aspect semblable a celles du TA brun. Elles sont large avec des
crétes épaisses, ce qui témoigne d’une activité mitochondriale importante associée a un
découplage de la chaine respiratoire (assurée par I’expression d’UCP1). Néanmoins, leur
nombre et leur activité restent plus faibles que dans un adipocyte brun mais plus importants que

dans un adipocyte blanc (Figure 11)*2372%¢,

Concernant la différenciation de ce TA, elle est encore actuellement trés discutée. Certaines
¢tudes montrent que les adipocytes beiges peuvent se différencier directement a partir des
préadipocytes Myf5- du TA blanc et se distinguent des adipocytes blancs par 1’activation
d’UCP-1, TMEM26, CD137 et Tbx1%2°22722%_ La plupart des études décrivent néanmoins une
transdifférenciation a partir du TA blanc sous I’action des prostaglandines, de stimuli
thermiques ou de signaux B3 adrénergiques’?>22%2%  Certaines études suggérent que cette
transdifférenciation peut aussi s’effectuer a partir de précurseurs d’adipocytes bruns matures et
que ces adipocytes beiges seraient alors Myf5+ avec un phénotype légerement différent.

Néanmoins, ces résultats nécessitent encore d’étre approfondis et confirmés?*°,

Le phénotype des adipocytes beiges reste encore actuellement soumis a discussion. Les
marqueurs admis par consensus comme présents dans le TA beige sont UCP-1, PRDM16,
TMEM?26, CD137 et TBX1 (considérés comme des marqueurs spécifiques du beige)??32%°.
Néanmoins, ces marqueurs restent non-spécifiques et certains sont aussi présents dans les
adipocytes blancs et bruns. Ainsi, ¢’est une signature présentant plusieurs marqueurs a la fois
d’adipocytes blancs et d’adipocytes bruns qui va permettre d’affirmer le caractére beige de ces
cellules. A I’heure actuelle, il n’existe aucune signature admise de fagon consensuelle par la

communaut¢ scientifique au travers des différents travaux.
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2. Ses fonctions :

Les activités de ce TA sont elle aussi intermédiaires puisqu’il présente a la fois une activité
métabolique et sécrétoire importante comme le TA blanc mais aussi une activité¢ de
thermogenése par découplage de la chaine respiratoire avec UCP-1 comme le TA brun??+%?°,
Comme expliqué précédemment, ces dépots de TA beige se retrouvent chez tous les individus
de facon physiologique mais sont présents en plus grande quantité chez les personnes exposées

au froid.

Il existe actuellement trés peu d’études portant sur les sécrétions de ce TA beige, la plupart
s’intéressant aux mécanismes d’apparition et au fonctionnement métabolique de ce tissu.
Certaines ¢tudes semblent toutefois montrer qu’il est, sur ce point, trés proches du TA brun
avec la sécrétion de FGF21, de Nrg4, de VEGF A et B, de certaines BMP ou d’AGPT-1%!. On
retrouve aussi les sécrétions communes a de nombreux tissus adipeux comme 1’adiponectine

ou la leptine par exemple®?.

D. Le tissu adipeux rose :

Contrairement au TA blanc et brun, le TA rose, bien qu’étant un type de tissu adipeux a part
entiere, ne provient pas d’une différenciation directe des CSM mais d’une transdifférenciation
du TA blanc mammaire. Le TA blanc mammaire est le composant principal de la glande
mammaire, il contient des cellules endothéliales, des fibroblastes et des adipocytes agencés
autour des glandes épithéliales mammaires (Figure 10). Les glandes €pithéliales s’arrangent en
une arborescence connectée a un unique et méme canal, débouchant sur la papille mammaire.
Le concept de TA rose est trés récent et émergent. Il s’agirait d’'une modification du TA
mammaire apparaissant au cours de la gestation?**>33, Ce tissu porte ce nom de rose a cause de
sa couleur rosée lors des observations macroscopiques. Au cours de la gestation, les adipocytes
mammaires vont changer de phénotypes, former des glandes mammaires et s’associer aux
glandes épithéliales mammaires, développées précédemment dans le microenvironnement
mammaire. Sous 1’action de certaines hormones oestro-progestatives, les adipocytes vont ainsi
acquérir des caractéristiques épithéliales et leur gouttelette lipidique va se subdiviser afin de
former des alvéoles chargées en lipides. L’apparition de cette structure lobulo-avéolaire et
glandulaire va ainsi permettre de modifier le métabolisme de ces cellules pour qu’elles puissent
utiliser les lipides stockés afin de produire du lait>*. La présence de ce tissu est donc temporaire

et a pour seul but d’assurer la production de lait qui suivra I’accouchement (Figure 11).
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. Des cas particuliers de tissus adipeux : le tissu adipeux periprostatigue et
le tissu adipeux médullaire.

Comme nous avons pu le voir il existe différents types de tissus adipeux avec des particularités
qui sont propre a chacun. Cependant, il peut aussi exister des particularités au sein d’un méme
type de tissu adipeux. Par exemple, au sein du tissu adipeux blanc viscéral on va trouver des
variations de phénotype suivant la localisation et I’organe qu’entoure ces dépots. Nous nous
intéresserons ici a deux de ces cas particuliers, le tissu adipeux périprostatique et le tissu

adipeux médullaire.

A. Le tissu adipeux périprostatique :

1. Salocalisation et ses origines :

Nous nous intéressons ici au tissu adipeux périprostatique (TAPP) car il s’agit d’un TA blanc
présentant un lien particulier avec la prostate et le cancer de la prostate. En effet le TAPP
entoure la prostate sous la forme de différents dépots. Le TAPP n’est alors séparé de la prostate
que par une mince barriére de collagéne appelée la capsule prostatique?***3>(Figure 12). De
facon intéressante, bien que ce tissu soit un TA blanc viscéral, il présente des particularités qui
lui sont propres, comme un contenu plus ¢levé en CSM que les autres tissus adipeux. Par
exemple, il semble aussi subir des modifications originales en cas d’obésité ou de cancer de la
prostate. Ces deux particularités seront décrites dans les parties correspondantes®*>2, Peu de
données sont connues sur la différenciation de ce TAPP mais il est probable qu’elle s’effectue
a partir de CSM de facon relativement semblable a la différenciation du TA blanc. Toutefois,
une étude récente a montré que les inhibiteurs de la 5 alpha-réductase sont capables de limiter
le développement et la croissance du TAPP. Il semblerait donc que la différenciation du TAPP

soit influencée par la 5 alpha réductase et donc in extenso par la dihydrotestostérone®¢.

2. Ses fonctions :

Les fonctions métaboliques du TAPP sont semblables a celles du TA blanc avec des capacités
a stocker des lipides sous formes de triglycérides®!®?37, Cependant, on observe quelques
particularités en termes de qualité et de variabilité de contenu en acides gras comparé a celui
d’un TA blanc classique avec un contenu trés riche en acide gras mono-insaturés et peu de
d’acide gras polyinsaturés 232%°. Pour autant que les effets de telles modifications lipidiques ne

sont actuellement pas connus.
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On retrouve des sécrétions communes au TA blanc comme la leptine, 1’adiponectine ou
I’angipoietine 1, mais aussi une forte expression de certaines protéines impliquées dans le

remaniement de la matrice extracellulaire avec MMP 2 et 9163240,

Figure 12 : Histologie du tissu adipeux périprostatique. D’aprés American Urological Association collection

B. Le tissu adipeux médullaire :

1. Salocalisation et sa répartition :

Ce TA médullaire est un des composants majoritaires de la moelle osseuse. Néanmoins, il ne
se trouve pas dans tous les os. On le retrouve majoritairement dans la moelle osseuse des os
longs (fémur, tibia, humérus, radius ...) et des os plats (os du crane, cotes ...). De fagon
comparable aux tissus adipeux viscéraux et sous-cutanés composés d’adipocytes et de cellules
stromales contenues dans une matrice composée en grande partie de collagenes de types
variés (types I, III, IV et V)**! le « tissu adipeux médullaire » se compose majoritairement
d’adipocytes mais aussi de cellules myé¢loides et stromales contenues dans une matrice
vacularisée?*. 1l existe une seconde subdivision de ce tissu adipeux au sein d’un méme os. On
identifie ainsi le tissu adipeux médullaire constitutif, contenu dans ce qui était autrefois appelé
la moelle jaune, et le tissu adipeux médullaire régulé, contenu dans ce qui était autrefois appelé
la moelle rouge**(Figure 13). La moelle jaune et le tissu adipeux médullaire constitutif se
situent au niveau de I’os cortical, au centre de la cavité médullaire chez ’Homme. Il présente
des fonctions majoritairement métaboliques et peu hématopoiétiques. A 1’opposé, le tissu
adipeux médullaire régulé et la moelle rouge se situent aux extrémités des os dans la partie

trabéculaire. Ils contiennent moins d’adipocytes et présentent une activité majoritairement

48



hématopoiétique’*®. Nous reviendrons sur les fonctions de ce tissu adipeux médullaire dans
une prochaine partie. Il est important de noter pour les études expérimentales que la souris et
les autres rongeurs présentent un agencement spatial inversé de ces dépots. La moelle rouge
se situe alors au centre de 1’0s et la moelle jaune en périphérie’**. De méme, concernant la
croissance de la masse adipeuse médullaire, elle évolue de maniére centrifuge (du centre vers
les extrémités) chez I’Homme, alors qu’elle évolue de maniére centripéte (des extrémités vers
le centre) chez la souris**. Enfin, si les adipocytes médullaires représentent la population
principale de la moelle osseuse humaine chez les rongeurs et en particulier chez la souris, elle
est largement supplantée par les polynucléaires (en particulier les polynucléaires

)245

neutrophiles)™. Ces résultats soulignent donc que la transposition des résultats obtenus chez la

souris & I’homme doit étre interprétée avec la plus grande précaution.

Figure 13 : Anatomie des os long et de la moelle osseuse. D’aprés Major Differences’ Medical picture database

2. Des origines complexes : une différenciation par étapes

Les adipocytes médullaires sont tous issus des cellules souches mésenchymateuses de la moelle
osseuse (CSM). Ils partagent d’ailleurs leur origine avec celle des ostéoblastes, qui sont les
cellules a I’origine du remaniement osseux et en particulier de la production de la matrice
osseuse!!. Au cours de la différenciation ces CSM médullaires sont recrutées au niveau de
niches médullaires qui peuvent a la fois accueillir les cellules souches hématopoiétiques et les

CSM!1:246247 On assiste donc dés la maturation des adipocytes médullaires a une compétition
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avec I’hématopoiese (Figure 14). Cette compétition est d’ailleurs a 1’origine de la dichotomie

entre le tissu adipeux médullaire régulé et le tissu adipeux constitutif>** :

- Au niveau du tissu adipeux médullaire constitutif les niches médullaires vont
majoritairement accueillir des CSM qui se différencieront en adipocytes médullaires ou en
ostéoblastes.

- Au niveau du tissu adipeux médullaire régulé les niches médullaires vont majoritairement

accueillir des cellules souches hématopoiétiques et devenir des niches hématopoiétiques.

Figure 14 : Devenir des CSH et CSM. Différentes différenciations possibles des CSH (a) et des CSM (b). (c)
Schéma de la niche médullaire périvasculaire permettant la différenciation des CSM et des CSH. D’aprés Reagan

M. et al, 2016, Nature Review of Rhumatology

Cette différence de recrutement au sein des niches dépend des cellules qui les compose, de leurs
sécrétions et de leur activité. La niche hématopoiétique/mésenchymale médullaire est une niche
trés riche et variée contenant des cellules réticulaires, des ostéoblastes, des adipocytes
médullaires, des cellules endothéliales périvasculaires et certaines cellules immunitaires. Le
recrutement des CSH s’effectue par chimioattraction grace aux cellules réticulaires sécrétrices
de CXCLI12, aux cellules endothéliales périvasculaires activées sécrétant de la sphingosine-1-
phosphate et aux CSM exprimant la nestine®*®**¥23 A 1’opposé, pour obtenir une niche
mésenchymale médullaire recrutant les CSM et les différenciant en ostéoblastes ou en
adipocytes médullaires, il est nécessaire d’avoir la présence d’adipocytes médullaires actifs
sécrétant de la leptine et de I’adiponectine, ainsi que des ostéoblastes activés. Il est intéressant
de voir que les ostéoblastes et les adipocytes médullaires sont eux-mémes des acteurs de leur

propre différenciation : leur propre activation va conduire les CSH a entrer dans un mécanisme
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de dormance et favoriser le recrutement de CSM au niveau des niches!"?*>°_ Ainsi, une
activation des ostéoblastes par I’hormone parathyroidienne empéche 1’activation des CSH les
maintenant dans un état de dormance et diminuant I’hématopoiése?!. Les adipocytes
médullaires matures quant a eux empéchent la chimioattraction des CSH au profit des CSM
mais ont aussi une action inhibitrice sur la différenciation des CSH, provoquant un effet délétere
sur I’hématopoiese. Il existe donc un phénoméne d’auto-induction des adipocytes et des
ostéoblastes conduisant a la chute de I’hématopoicse et favorisant un remaniement osseux et un

développement du TA médullaire!!?*3,

Ce phénomene est d’ailleurs présent dans de
nombreuses pathologies ou modifications des fonctions du tissu adipeux, comme le
vieillissement et 1’obésité**>?>*. Nous décrirons ces phénomeénes au cours d’une prochaine

partie portant sur les modifications du tissu adipeux.

Au-dela de cette différence entre les niches pro-CSH et pro-CSM, il existe un second degré de
différenciation. En effet, les CSM peuvent se différencier aussi bien en ostéoblastes qu’en
adipocytes médullaires>>*?>°, Cet engagement dans 1’une ou I’autre des voies de différenciation
est controlé par les adipocytes médullaires de la niche qui induisent une différenciation des
CSM en adipocytes médullaires par une sécrétion importante de leptine 2°¢2°%, L’interaction
entre la matrice extracellulaire de la niche et les intégrines de la CSM vont aussi jouer un role
important en activant la voie Akt qui va inhiber la différenciation ostéogénique et favoriser
I’adipogenese par I’activation de PPARYy et des protéines C/EBP, acteurs essentiels dans la
différenciation adipogénique’**?*. A I’opposé, une sécrétion basse de leptine mais élevée
d’adiponectine, associée a la présence de PTH, va plutot entrainer les CSM vers une
différenciation en ostéoblaste. Dans les CSM, on observe alors une activation des voies
Wnt/Becat, Notch, BMP et Hedgehog qui vont toutes inhiber la différenciation adipogénique et
favoriser I’ostéogénique par activation de RunX2 et de 1’Osterix**?*°. On comprend donc que
la différenciation d’une CSM obéit a deux degrés de sélection. Le premier prend en compte la
sélection de I’origine de la cellule souche recrutée par la niche, a savoir CSH ou CSM. Dans un
second temps, la CSM doit s’engager dans la voie de différenciation adipocytaire plutdt que
dans la voie ostéoblastique. Les adipocytes médullaires matures semblent donc étre des acteurs
de ce phénomene et semblent impliqués dans 1’obtention de nouveaux adipocytes médullaires

matures (Figure 15).

Une fois matures, les adipocytes médullaires sont d’aspect assez semblable a un adipocyte
blanc mais néanmoins de taille plus petite. Il s’agit de cellules rondes avec une gouttelette

monoloculaire lipidique repoussant le noyau vers la périphérie. Concernant leur phénotype, il
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reste a ce jour treés discuté. La plupart des signatures les placent phénotypiquement trés proches
du TA blanc avec I’expression de PPAR-y et des protéines qu’il régule tels que GPDH, LPL,
I’adiponectine et la leptine®®**%*, Malgré cela, certaines études leur préteraient des propriétés
communes avec les tissus adipeux beige et brun, notamment par 1’expression de marqueurs
spécifiques tels que PGCl-a , CIDEA, PRDM16, TBX1 ou TMEM?26%34261-263  Néanmoins,
I’aspect monoloculaire de la gouttelette lipidique, ainsi qu’une absence d’expression basale
d’UCP1 sans induction semble indiquer un phénotype plus proche du TA blanc que du beige.
Toutefois, au vu de leurs caractéristiques, ils semblent que les adipocytes médullaires présentent
un phénotype qui leur est propre avec des caractéristiques du TA blanc, du beige, du brun mais

aussi d’autres facteurs spécifiques®®! 26,

Figure 15 : Voie de différenciation contrélant le devenir des CSM en adipocytes ou en ostéoblastes. D’aprés
Chen Q et al, 2016, Cell death and differentiation.

Ces résultats restent toutefois a prendre avec précaution et esprit critique. La plupart de ces
¢tudes sont contradictoires et réalisées a I’aide de mode¢les in vitro ou ex vivo issus de la
différenciation de CSM murine ou humaine. Or, des résultats obtenus au sein de notre
laboratoire semblent indiquer de grandes différences entre les adipocytes médullaires matures
humains et ceux obtenus par différenciation in vitro ou ex vivo de CSM 2*2, 1l se pourrait donc
qu’il existe un biais dans 1’analyse phénotypique de ces adipocytes a cause de 1’utilisation de
modeles trop ¢éloignés de la réalité biologique. Néanmoins, on peut espérer que le regain
d’intérét sur 1’étude du role des adipocytes médullaires ainsi que de nouvelles techniques
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expérimentales aboutiront a des études plus précises et plus proches de la réalité biologique.

3. Ses fonctions et son réle dans I’homéostasie du corps humain :

D’un point de vue fonctionnel, le TA médullaire présente aussi des fonctions qui lui sont
propres. Il joue un grand réle dans I’homéostasie de la moelle osseuse et intervient dans la
différenciation des cellules hématopoiétiques et des cellules ostéoblastiques, par des actions et
des mécanismes décrits dans la partie précédente®*’-*%4, Les adipocytes médullaires jouent aussi
un role important dans le renouvellement de la matrice osseuse. En effet, ils partagent leurs
précurseurs avec ceux des ostéoblastes et il existe donc un équilibre entre la production
d’adipocytes et d’ostéoblastes. Si cette derniére penche trop vers le c6té adipocytaire, on
observe une diminution des ostéoblastes et du renouvellement osseux**?*°, Dans ce cas, il y a
alors un envahissement de la cavité médullaire par le TA médullaire ainsi qu’une destruction
de la matrice osseuse minérale, aboutissant a 1’ostéoporose. Ce phénomene est d’autant plus
amplifi¢ que certains adipocytes médullaires expriment RANK-L, un ligand activateur des
ostéoclastes (cellules responsables de la destruction de la matrice osseuse)?*>?%®. Ce mécanisme
apparait dans certaines pathologies du tissu adipeux comme [’obésit¢é ou méme

physiologiquement au cours du vieillissement.

Les progéniteurs adipocytaires du TA médullaire sont aussi capables de migrer vers des sites
précis afin de renouveler a distance les tissus adipeux. Les cellules médullaires remplagant ainsi
les adipocytes viscéraux ou sous-cutanés se différencient au niveau du dép6t adipeux et
acquiérent le phénotype et les fonctions d’un adipocyte blanc du tissu d’accueil®®?. Cette
fonction fait du TA médullaire un formidable réservoir nécessaire a la régénération des

différents tissus adipeux blancs du corps humain.

Concernant le métabolisme de ces adipocytes médullaires, il reste actuellement de nombreuses
zones d’ombres. Certains articles semblent indiquer la présence des mémes fonctions de
lipogenése et de lipolyse qu’un adipocyte blanc classique®*®?%’. Cependant, la méme question
se pose que pour le phénotype, ces études ayant été menées sur modeles in Vitro ou ex vivo issus
de la différenciation de CSM murine ou humaine?***372%% Le comportement métabolique de
ces adipocytes semble d’autant plus particulier qu’en cas de restriction calorique, on observe
une accumulation d’adipocytes hypertrophiés au sein de la moelle osseuse?®’, alors que dans
le cas des adipocytes blancs viscéraux, les adipocytes et les dépdts de tissus adipeux

diminuent en taille®”. 11

se pourrait donc que les fonctions métaboliques de ces adipocytes
soient assez différentes des adipocytes blancs. Trés peu d’études s’y étant intéressées, on ne

sait encore que peu de choses au sujet du métabolisme des adipocytes médullaires.
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Cependant, on peut citer I’exemple d’une étude récente semblant suggérer une fonction
lipolytique voire de B-oxydation au sein de ces cellules, mais ces résultats nécessitent d’étre

confirmés2¢’

Par ailleurs, une étude menée trés récemment par notre équipe semble indiquer que les adipocytes
médullaires présentent un profil lipidique qui leur est propre, avec un contenu enrichi en certains

242 Ces modifications sont

lipides et tout particuliérement en cholestérol et en monoacylclycérols
associées a un profil enzymatique particulier en ce qui concerne le métabolisme lipidique, avec
une augmentation des enzymes du métabolisme du cholestérol et une diminution des enzymes de

la lipolyse, en particulier des monoacylglycérols lipases®*.

Au vu des spécificités métaboliques que nous avons pu observer jusqu’a maintenant dans ces
adipocytes médullaires, nous avons suggéré qu’ils appartenaient a une classe distincte

d’adipocytes que nous avons proposé d’appeler les « adipocytes jaunes »**2.

Les modifications physiologigues et physiopathologigues du tissu
adipeux :

A. Les méthodes d’évaluations : IMC et autres techniques

La plupart des modifications physiopathologiques du tissu adipeux vont passer par une
modification de la masse de ce tissu et des fonctions des différents dépots. Afin de mieux
comprendre leur classification clinique, il est important d’étudier la notion d’indice de masse
corporelle. Cet indice s’obtient en divisant le poids (kg) du patient par le carré de sa taille (cm).
11 est un outil essentiel en clinique car suivant la valeur obtenue, le patient va pouvoir étre classé

dans différentes catégories®’! :

- Dénutrition : IMC < 16

- Maigreur : IMC [16-19]

- Poids normal : IMC [19-24,9]

- Surpoids : IMC [25-29,9]

- Obésité modérée : IMC [30-34,9]

- Obésité moyenne : IMC [35-39,9]

- Obésité sévere (morbide) : IMC > 40

Il est a noter que bien que I'IMC soit un indice couramment utilis¢ et validé en clinique, il
possede néanmoins des limites importantes. Il ne peut par exemple pas étre utilisé chez les

sportifs de haut niveau, pour lesquels une masse musculaire particulierement élevée perturbe
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cette échelle. Il en va de méme pour les nourrissons ou les personnes tres agées, pour lesquels
les changements physiologiques de masses graisseuses et musculaires ne permettent pas une

mesure adéquate®’!.

Du fait de I’importance de 1’obésité du point de vue de la santé publique et des limites de
’utilisation de I’IMC, de nombreuses autres méthodes sont pratiquées ou expérimentées pour
diagnostiquer cette pathologie. Celles-ci peuvent étre simples comme les mesures de tour de
bras, taille ou hanches mais aussi plus complexes comme la mesure de I’impédance
bioélectrique ou encore la densitomeétrie par immersion du corps du patient. D’une maniére
générale, ce sont les méthodes les plus complexes qui sont les plus efficaces et les plus
pertinentes!é’. A I’heure actuelle, les trois méthodes les plus efficaces pour évaluer 1’obésité

sont :

- La dilution isotopique qui permet d’obtenir par calcul la masse graisseuse du patient suite
a la dilution d’un isotope radioactif dans son organisme.

- L’absorptiométrie de rayon X bi-photon qui utilise des rayons X de basse énergie pour
définir la proportion de masse non-grasse, grasse et osseuse au sein du patient.

- Latomodensitometrie et I’'IRM qui permettent de définir avec précision la masse grasse du
patient.

Ces trois méthodes, bien que les plus efficaces, sont & ce jour encore coliteuses en termes

financier et logistique et ne peuvent donc pas étre utilisées pour une pratique réguliére et

quotidienne.

B. L’obésité
1. Description et physiopathologie :

Selon I’OMS, en 2014 11% des hommes et 15% des femmes étaient obéses, soit 600 millions
1de personnes dans le monde. Des chiffres d’autant plus impressionnants si on y ajoute les 1,9
milliards de personnes en surpoids. Cette évolution de 1’obésité et du surpoids dans la
population est d’ailleurs d’autant plus impressionnante qu’elle est particulierement rapide avec
un doublement des chiffres depuis 1980. Au vu de ces données et des nombreuses comorbidités
associées a cette pathologie, 1’obésité apparait clairement comme un enjeu de santé majeur du

monde moderne!®”'70,

L’obésité correspond a une accumulation excessive et anormale de masse graisseuse. Il peut y
avoir plusieurs étiologies. Néanmoins, la raison la plus commune est la cause nutritionnelle et

métabolique. Dans ce cas, les apports caloriques sont supérieurs aux dépenses énergétiques de
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I’individu. Le stockage des lipides et des glucides devient alors plus élevé que leur dépense
sous forme d’énergie!>?">27 (Figure 16). Cet excédent de lipide va donc venir s’accumuler au
niveau du tissu adipeux. Il existe aussi des formes familiales d’obésité, beaucoup plus

complexes, ajoutant a cela des causes d’origine génétique’’.

Certains facteurs
environnementaux ou traitements peuvent aussi favoriser 1’obésité en ayant par exemple une
action orexigene. L’obésité est par ailleurs souvent associée au diabéte de type 2 et a d’autres
syndromes métaboliques'®®. On aurait cependant tort de réduire simplement 1’obésité et ses
complications a leur définition comme une accumulation de tissu adipeux. En effet, des études
montrent que le type de tissu adipeux accumulé joue aussi un role important. Ainsi, une
accumulation de tissu adipeux dans les parties basses du corps (majoritairement compos¢ de
tissu adipeux sous-cutané) va augmenter la masse adipeuse mais ne va pas induire les
modifications métaboliques classiques de I’obésité (résistance a 1’insuline, hyperglycémie et
dyslipidémie) et va méme avoir un effet protecteur contre ces problémes. Au contraire,
I’accumulation de tissu adipeux dans les parties hautes du corps (tissu adipeux viscéral) va

fortement augmenter la masse adipeuse viscérale et induire toutes les complications

métaboliques de I’obésité clinique?”.

Figure 16 : Balance énergétique du TA blanc dans I’obésité. D’aprés Langin et al 2011, Cell Metabolism

2. Les effets sur les différents tissus adipeux :

Au niveau cellulaire, les adipocytes du TA blanc vont dans un premier temps augmenter en
taille (phénoméne d’hypertrophie) puis, une fois une taille critique atteinte, se multiplier en
nombre en recrutant de nouveaux précurseurs (phénomene d’hyperplasie). C’est I’accumulation
de ces deux phénoménes qui va aboutir a I’expansion du TA blanc?’. La phase d’hypertrophie
peut étre facilement réversible alors que la phase d’hyperplasie se traite beaucoup moins

facilement. Par ailleurs, au niveau du tissu dans sa globalité, on observe une vascularisation
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limitée qui va aboutir a la formation de zones d’inflammation et d’hypoxie. Cette inflammation
se caractérise par une forte infiltration de ce tissu par des cellules immunitaires et en particulier
par des macrophages et des lymphocytes?’””. Ces phénoménes peuvent parfois aboutir a lamort
par nécrose de certains adipocytes qui se retrouvent alors entourées par une couronne de
macrophage M1, formant ainsi une crown-like structure (CLS), phénomeéne retrouvé
fréquemment dans le TA blanc obése?’®. Le métabolisme ainsi que les capacités sécrétoires de
I’adipocyte blanc sont elles aussi modifiées par 1’obésité et on observe une variation du
phénotype avec par exemple une diminution de la sécrétion d’adiponectine et une augmentation
de celle de leptine. Ainsi, les sécrétions du TA blanc viscéral et celles du TA blanc sous-cutané

se retrouvent modifiées'® (Figure 17).

Concernant le TA brun, sa présence et la taille des dépots adipeux bruns sont inversement
corrélées a I’obésité des patients. L’activité thermogénique du TA brun se retrouve ainsi
globalement diminuée par un contexte d’obésité*”*?%. Cette perte d’activité diminuerait la
consommation de lipides et de glucides par ce TA et favoriserait donc 1’accumulation de tissu
adipeux blanc?®. Le développement du TA beige diminue lui aussi en cas d’obésité®!. Les
raisons de cette diminution de la transdifférenciation du TA blanc ne sont pas encore connues
mais certaines ¢tudes semblent indiquer que I’augmentation de 1’adiponectine et la baisse de la
leptine bloquent cette action en favorisant le maintien du TA blanc?®!. Tout comme pour le TA
brun, la perte du TA beige diminue la consommation de lipides et de glucides dédiés a la

thermogenése et favorise donc I’obésité par déséquilibre de la balance énergétique®®!
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Figure 17 : Variation des sécrétions des TA blancs viscéraux et sous-cutanés en contexte normopondéral et

d’obésité. D’aprés Laurent et al, 2014, Medecine Science
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Concernant le TA rose, aucune étude ne s’est encore intéressée a 1’effet de 1’obésité sur le

développement de ce TA.

De facon intéressante, le TAPP, bien que considéré comme un TA blanc viscéral, semble se
comporter de fagon particuliére puisque les études montrent qu’il n’y a pas de corrélation entre
le volume de ce TA et I’obésité du patient (indiquée par I'IMC)>3>23%282_Son volume semble
plutot corrélé a I’age et aurait aussi avoir une influence sur le développement du cancer de la
prostate, deux faits intéressants, que nous décrirons plus tard dans des parties adéquates. Par
ailleurs, tout comme dans le TA blanc, on retrouve de fortes modifications sécrétoires de ce
tissu dans un contexte d’obésité et/ou de dépdts de TAPP abondants?*. Ces modifications de

sécrétions pourraient entre autres favoriser le développement des tumeurs prostatiques.

Le TA médullaire suit les modifications du TA viscéral puisque chez I’homme on sait que les
patients obeses présentent un envahissement médullaire graisseux avec une augmentation du
volume de ce TA lors des mesures par IRM. Les études chez la souris montrent aussi, tout
comme pour le TA viscéral, une augmentation du volume des adipocytes (hypertrophie) comme

c’est le cas dans le TA blanc viscéral en cas d’obésité.

C. Larestriction calorique :
1. Description et physiopathologie :

Un autre contexte physiopathologique du tissu adipeux est la restriction calorique avec défaut
de malnutrition. La restriction calorique consiste en une diminution des apports énergétiques
nécessaires a plus ou moins long terme. En temps normal, cette restriction calorique a plutot un
effet positif voire protectrice vis-a-vis de I’obésité et d’autres maladies®®*2%. Néanmoins,
quand celle-ci devient excessive, des problémes de malnutrition peuvent apparaitre comme
c’est le cas dans les comportements anorexigénes?*®?%7 (Figure 18). Ce type de comportement
peut apparaitre suite & un probléme psychologique, physiologique ou a cause de certains
traitements. Nous nous intéresserons aux formes d’anorexie associées a une malnutrition et non
pas a la forme plus légere de restrictions caloriques. De la méme maniére, nous ne décrirons
pas le comportement du tissu adipeux en cas de cachexie, qui est une modification beaucoup

plus complexe du tissu adipeux mais aussi d’autres tissus comme le tissu musculaire.

Bien que beaucoup moins répandue que 1’obésité, 1’anorexie (en particulier d’origine nerveuse)
n’en reste pas moins un probléme de santé¢ publique important (avec une prévalence annuelle

de 0,37 %)?®8. Par ailleurs comprendre les mécanismes sous-tendant la restriction calorique et
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I’anorexie nous permet de mieux appréhender le fonctionnement et le métabolisme complexe

des différents tissus adipeux.

Figure 18 : Balance énergétique du TA blanc dans ’anorexie. D’aprés Langin et al, 2011, Cell Metabolism

2. Les effets sur les différents tissus adipeux :

D’un point de vue physiopathologique la dénutrition agit comme I’inverse de 1’obésité. On
observe ainsi une diminution des apports caloriques sans augmentation du stockage
énergétique. Le manque d’apport va donc induire une rupture de la balance énergétique et donc
une diminution progressive des réserves. On assiste alors a une augmentation de la lipolyse et
a une diminution de la taille des dépots adipeux blanc avec des adipocytes de plus petite taille.

Ce phénoméne apparait dans tous les TA blancs, qu’ils soient centraux ou périphériques®®’.

Concernant le TA brun, peu d’études portent sur son role clinique dans 1’anorexie ou la
restriction calorique sévere. Néanmoins, une étude clinique semble indiquer une diminution des

290

dépdts de tissu brun et de leur activité thermogénique=™. Il reste néanmoins a savoir si la perte

du tissu adipeux et de son activité est une cause ou une conséquence de 1’anorexie®* 2%, 11
semble par ailleurs que les patients anorexiques présentant un dépdt de TA brun plus important
soient davantages protégés contre 1’ostéoporose associée a cette maladie. Bien que les raisons
a I’origine de ce phénomene soient encore inconnues, on suppose que le TA brun agirait comme
un réservoir ce cellule souches ostéoblastiques qui rejoindraient la cavit¢ médullaire pour

restaurer cette activité?** 2%, Concernant le TA beige, il existe peu de données concernant son

¢tat dans un contexte anorexique. Néanmoins, il semblerait qu’il subisse les mémes
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modifications que le TA brun, a savoir une réduction de [’adipogencése avec une

transdifférenciation diminuée et une diminution de ’activité thermogénique?®>.

Concernant le TA rose, il n’existe pas de données précises du lien potentiel entre ce TA et
I’anorexie. Néanmoins, ce tissu dérivant du TA blanc, on peut supposer qu’il subit I’influence
de I’anorexie lui aussi. Concernant le lien entre lactation et anorexie, les études portant sur ce
point montrent que les femmes anorexiques présentent des défauts lors de 1’allaitement.
Néanmoins, il est difficile de savoir si les causes de ces arréts sont d’ordres psychologique ou
physiologique. Une ¢étude s’est intéressée a la qualité du lait et a pu y observer des carences
dans sa composition. On peut donc supposer que le contenu lipidique de ces adipocytes et le

métabolisme du lait se retrouvent modifiés par I’anorexie et la restriction calorique?*+2%.

L’équilibre de la moelle osseuse et des cellules qui la composent est, lui aussi, fortement
perturbé dans un contexte d’anorexie. On assiste ainsi a une diminution de 1’os cortical (partie
la plus solide de 1’0os majoritairement composée de matrice osseuse) et une augmentation de la
partic dédiée a I’os trabéculaire (partic de I’os contenant la majorité de la moelle
osseuse)’*?2327  Ce phénomeéne a pour origine une augmentation de la masse adipeuse
contenue dans la moelle osseuse au détriment de la matrice osseuse, avec des adipocytes
médullaires de taille augmentée et des dépots plus larges. Cette modification vient d’une plus
grande différenciation des CSM médullaires dans la voie adipogénique au lieu de la voie

ostéogénique®®2%3-27,

Ce changement de différenciation vient d’une modification de
I’environnement médullaire due a une diminution des taux sériques de I’'IGF-1 et de la leptine,
deux événements pouvant favoriser la différenciation adipogénique medullaire’®. Comme
expliqué précédemment, les cellules souches issues du TA brun pourraient étre recrutées au
niveau médullaire et inverser la dégradation de la matrice osseuse grace a une nouvelle

production d’ostéoblastes>*>.

D. Le vieillissement :

1. Description et physiopathologie :

Le vieillissement peut étre défini comme ’ensemble des changements qui interviennent au
cours de la vie d’un organisme. D’un point de vue biologique et gérontologique, le terme

« vieillissement » revét un aspect péjoratif. Il s’agit de la dégradation et de la modification
graduelles des fonctions d’un organisme au cours de la vie d’un individu. Cependant, du point

de vue de la physiologie et de la biologie cellulaire, ce concept apparait de plus en plus
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complexe et semble étre intimement li¢ au phénomene de sénescence cellulaire. Les termes de
vieillissement biologique et de sénescence sont d’ailleurs de plus en plus employés comme
synonymes en biologie?®®. Pour une cellule, la sénescence se définit comme I’arrét de la
prolifération. C’est un événement complexe qui peut intervenir dans de nombreux cas. La
plupart du temps, il s’agit d’une sénescence réplicative. C'est un phénoméne de régulation
physiologique au cours duquel les télomeres se retrouvent fortement raccourcis suite a des
réplications multiples. La cellule arréte alors de proliférer mais reste métaboliquement active

c’est ce que 1’on appelle 1’état de sénescence'”

. Dans d’autres cas, I’entrée en sénescence peut
s’activer suite a des dommages de I’ ADN induits par des espéces réactives de I’oxygene ou par
’activation de certains oncogénes®®?*. En dehors de I’absence de réplication, il existe de
nombreuses modifications phénotypiques liées a la sénescence. Bien que ces modifications
soient pour la plupart propre a chaque type cellulaire, on trouve de nombreux points communs
comme 1’augmentation des sécrétions de cytokines pro-inflammatoires, une surexpression des
ligands des cellules immunitaires, I’augmentation des signaux de survie ou encore I’apparition
d’une activité béta-galactosidase!">?%¢3% 11 est donc clair que la senescence est un phénoméne
plus complexe que le simple vieillissement au sens commun du terme. Ainsi I’apparition d’une
sénescence au niveau d’un organisme peut étre indépendante du concept d’age et certains
individus d’age avancé peuvent ne pas présenter de signes liés au vieillissement biologique ou
a la sénescence. Concernant le tissu adipeux, 1’étude de sa senescence est trés récente mais de
nombreux résultats semblent indiquer un phénotype particulier et propre a ce tissu ayant
potentiellement un impact sur I’organisme entier. Les causes de la sénescence du tissu adipeux

sont peu connues a I’heure actuelle. Néanmoins deux mécanismes peuvent a ce jours étre

proposes.

Tout d’abord, il a ét€ montré que 1’accumulation de dommages oxydatifs au niveau de I’ADN
ou la réduction des télomeres activaient les voies dépendantes de pS53. Cette activation de p53
débouche ainsi sur le changement de phénotype des adipocytes avec I’apparition d’une
résistance a 1’insuline ainsi que d’une modification des sécrétions et du métabolisme avec une
augmentation de sécrétion de chimiokines comme CCL2 et CCL9 ainsi qu’une diminution de
la sensibilité a I’insuline et une augmentation de la lipolyse. 173301392 ] est a noter que bien que
la question de la senescence ne soit pas directement évoquée dans cet article, une activation de
p53, en particulier suite a des dommages chroniques a I’ADN, est un ¢lément majeur influant
sur I’entrée des cellules en sénescence’®. Il est aussi montré, que cet effet est induit par la

réduction de taille des télomeres, un événement capable de provoquer la sénescence
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cellulaire®®. Ces mécanismes pourraient donc étre proposés afin d’expliquer ’entrée en
sénescence des adipocytes suite a ces événements. Par ailleurs, cet effet étant induit et renforcé
par 1’obésité*®, ces études soulévent la question du lien entre obésité, vieillissement et

sénescence.

Plus récemment la Sirtuin 1 (encodée par le géne SIRT1), une désacétylase dépendante du
NADP, a été mise en évidence comme une enzyme majeure impliquée dans le contrdle du
vieillissement et de la sénescence®®. La Sirtuin 1 est en temps normal une protéine anti-
vieillissement qui va permettre d’augmenter la longévité d’un organisme et d’améliorer la
fonction de certains organes comme le cerveau, le foie, le pancréas mais aussi et surtout le TA
blanc. Dans ce dernier, la Sirtuin 1 va favoriser la lipolyse, la sensibilité a I’insuline et 1’activité
mitochondriale, tout en limitant la lipogenése, I’inflammation, la différenciation adipocytaire
et ’entrée en sénescence. Cet effet est en particulier dépendant de I’activation de PGC-1a et de
’inhibition des activités de PPARy, et NF-kB% (Figure 19). Dans certaines situations

..)3083%7 "1a Sirtuin 1 va

pathologiques (régime trop riche en lipides, stress oxydatif important .
étre phosphorylée par INK-1 puis dégradée par le protéasome®*®. La perte des fonctions de la
Sirtuin 1 va ainsi aboutir au développement de nouvelles pathologies ainsi qu’a un
vieillissement biologique et une sénescence des différents tissus. Il est a noter que 1’effet de la
Sirtuin 1 est intimement li¢ a 1’état énergétique du tissu adipeux. En effet, I’obésité**” diminue
activité de la Sirtuin 1 alors que la restriction calorique I’augmente’”. La question se pose
donc a nouveau de la place de la sénescence dans 1’obésité et du rle protecteur d’une restriction

calorique faible contre cette pathologie.
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Figure 19 : Effet de Sirtl sur le tissu adipeux. D’aprés Fuenres E. et al, 2013, molecular medicine report
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2. Les effets sur les différents tissus adipeux

Tout comme dans 1’obésité, le vieillissement du tissu adipeux associe a la fois des modifications

morphologiques et sécrétoires des tissus adipeux.

Du point de vue de la morphologie et de la répartition des dépots adipeux blancs, on observe
globalement une diminution des dépdts sous-cutanés et une augmentation des dépots viscéraux.
Concernant les différents types de tissus adipeux, on observe une perte du TA brun®®’ avec I’age
ainsi qu’une diminution des dépots beiges, en particulier dans le tissu sous-cutané®!'. 1l en
résulte donc une perte globale des fonctions de thermogenése associée a un déséquilibre
énergétique. Au niveau de 1’adipocyte blanc, tout comme dans 1’obésité, on observe une
hypertrophie (augmentation de la taille de la gouttelette) et une hyperplasie (augmentation du

nombre d’adipocytes au sein du tissu)!”>%,

Le TAPP réagit lui aussi au vieillissement puisque le volume des dépots de TAPP est fortement
corrélé a I’age du patient. On assiste donc a une expansion du TAPP avec le vieillissement du
patient?*>?3®_ Ce phénoméne se retrouve aussi associé au lien entre Age et cancer de la prostate

que nous décrirons dans une prochaine partie.

Les adipocytes médullaires suivent les mémes modifications morphologiques que les
adipocytes blancs et on observe une forte augmentation de la masse adipeuse médullaire*!!. On
voit alors apparaitre chez 1’individu 4gé¢ un envahissement médullaire par le tissu adipeux ainsi

qu’une dégradation de la matrice osseuse et ’apparition d’ostéoporose' 266311,

Concernant les modifications phénotypiques et sécrétoires, on retrouve un état inflammatoire
du tissu adipeux mais avec une différence majeure. Les adipocytes sécrétent, dans ce cas, de
plus grandes quantités de COX-2, d’IL-1, d’IL-6 et de TNF-a. Contrairement a 1’obésité ou
I’inflammation vient en grande partie de la suractivation des macrophages présents au sein du
tissu!”, ces sécrétions sont capables d’augmenter le recrutement de cellules immunitaires mais
aussi leur activation vers un état inflammatoire latent’**12, Bien que le mécanisme reste mal
connu, cet état pro-inflammatoire des adipocytes semble particulierement lié¢ a I’expression de

certains récepteurs comme le récepteur a la Ghreline!”.

La senescence du tissu adipeux a, par ailleurs, de nombreuses implications dans d’autres
pathologies. Il semblerait qu’elle soit corrélée a 1’apparition du diabéte de type 2, de I’obésité
et de certains cancers. Nous décrirons le lien entre cancer et tissu adipeux sénescent au cours

d’une prochaine partie! 1298313,
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Au cours de cette partie nous avons pu voir que le tissu adipeux est un organe complexe, avec
de nombreuses spécificités et une grande variabilité. Il est aussi capable d’exercer de
nombreuses fonctions aussi bien métaboliques que sécrétoires. Afin d’étudier le lien qui existe
entre le tissu adipeux et le cancer de la prostate et I’influence que ce tissu peut avoir sur les
capacités invasives d’une tumeur. Dans notre prochaine partie, nous nous intéresserons donc au
microenvironnement tumoral et plus précisément au role que peut avoir le tissu adipeux dans

cet environnement.
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PARTIE 11l : Microenvironnement et progression tumorale

I. Geénéralités sur le microenvironnement :

Au cours des derniéres années, il apparait de plus en plus clairement que le cancer est une
maladie complexe ne se limitant pas uniquement aux cellules tumorales mais pouvant aussi
modifier les cellules a proximité de la tumeur. On parle alors de maladie tissulaire. Il a été
montré que le micro-environnement tumoral joue un réle majeur dans le développement et les
différentes étapes de la maladie cancéreuse!. Ces cellules du microenvironnement peuvent
induire des modifications dans les cellules tumorales et inversement peuvent elles-mémes subir
I’influence de ces dernieéres. On définit a I’heure actuelle trois grands types de composants du
1,314,315

microenvironnement tumoral impliqués dans le dialogue avec les cellules tumorales

(Figure 20) :

Figure 20 : la complexité du microenvironnement tumoral. Mueller M et al, Nature Review of Cancer, 2014

- En premier lieu, on retrouve les cellules d’origine mésenchymateuse'*!>. Cet ensemble
regroupe des cellules variées aux fonctions tres différentes, parmi lesquelles on retrouve
les fibroblastes, les myofibroblastes, les CSM3!, les adipocytes®* ou encore les cellules
endothéliales®!”. Les fibroblastes, myofibroblastes et CSM sont capables de promouvoir
la croissance tumorale en interagissant avec les cellules tumorales ou encore en

favorisant ’apparition de cellules souches cancéreuses (CSC)*'>16. Les cellules
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endothéliales sont essentielles afin de permettre la vascularisation tumorale et la
néoangiogenese qui sont nécessaires aussi bien au développement local de la tumeur
qu’a sa dissémination métastatique®!”*!8. Les cellules tumorales peuvent agir sur ces
cellules de différentes fagons. Elles peuvent ainsi favoriser leur recrutement et leur
prolifération au niveau du site tumoral, comme c’est le cas pour les fibroblastes*!®, ou
encore activer ces cellules en induisant un changement phénotypique, ce qui est le cas
pour la plupart des cellules mésenchymateuses>. Les cellules tumorales jouent aussi un
r6le majeur dans I’activation des cellules endothéliales et dans [’activation des
mécanismes de I’angiogenése®!®.

On trouve ensuite les cellules d’origine hématopoiétique. On y retrouve majoritairement

319322 comme les lymphocytes

des cellules de I’immunité avec les cellules lymphoides
T, B et NK, ainsi que les cellules d’origine myéloides comme les macrophages, les
polynucléaires ou les MDSC?. Le r6le de ces cellules est assez ambivalent puisqu’il
peut étre aussi bien anti-tumoral (avec par exemple les lymphocytes T cytotoxiques, NK
ou les macrophages M1) que pro-tumoral (avec les lymphocytes T régulateurs ou les
macrophages M2). Cette ambivalence de I’environnement immunitaire de la tumeur est
par ailleurs particulierement étudiée afin de développer de nouvelles immunothérapies
pour influencer cette balance vers une fonction anti-tumorale’?****. Les cellules
tumorales vont agir aussi bien sur le recrutement que sur la prolifération et I’activation
des cellules immunitaires au niveau du site tumoral.

Enfin il existe des composants non-cellulaires au sein du micro-environnement.
Majoritairement, il s’agit des composants de la matrice extra-cellulaire (MEC)

..)*®. On peut séparer deux sous-types de MEC,

(protéines, glycanes, protéoglycanes .
la membrane basale (riche en collagene de type IV, en laminine et fibronectine) et la
matrice interstitielle (riche en collagene fibrillaire, en protéoglycanes et en
glycoprotéines)®'>32°, Les deux matrices, bien que de compositions différentes,
possedent des roles a la fois fonctionnels et structurels. Elles peuvent ainsi participer a
I’architecture de la tumeur et a la formation des niches tumorales, favorisant ainsi la
progression tumorale et I’angiogenese. La dégradation de cette matrice par les sécrétions
cellulaires va aussi permettre de libérer des facteurs favorisant le développement de la
tumeur. Au niveau de la matrice cellulaire, les cellules tumorales vont avoir une action
locale induisant la dégradation de la MEC. Cette action de dégradation peut venir soit

de la sécrétion directe d’enzymes de dégradation par les cellules tumorales, soit de la

sécrétion de ces enzymes par des cellules mésenchymateuses du microenvironnement
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suite a leur activation par les cellules tumorales. La dégradation de la MEC va permettre
la libération de facteurs de croissance et une modification de sa structure favorisant

I’invasion cellulaire.

1. Les adipocytes dans le microenvironnement

Parmi les cellules d’origines mésenchymateuses, les adipocytes ont été récemment identifiés
comme des acteurs majeurs du microenvironnement tumoral. Longtemps négligées et
considérés comme des cellules inertes avec peu d’implications en dehors d’un role structurel,

ces cellules sont en fait capables d’interagir par différents mécanismes avec les cellules

7

tumorales*’. Par ailleurs, le tissu adipeux va pouvoir agir a différentes étapes de la

dissémination puisqu’on retrouve des dépots adipeux aussi bien au niveau des sites primaires

(dépots périprosatique et cancer de la prostate®, tissu adipeux mammaire et cancer du sein®>%,

dépots péricolique et cancer du colon®?*¥?%), qu’au niveau des sites métastatiques (moelle

osseuse et métastase osseuse, tissu adipeux omentale et métastase viscérales*?>>*!) (Figure 21).

Figure 21 : La proximité entre tissu adipeux et cellules tumorales dans les cancers invasifs. Coupe
histologique d’un tissu adipeux mammaire normal ( A ), d’un carcinome mammaire ( B ), prostatique ( C ) et d’un
meélanome ( D ) aprés coloration a ’hématoxyline-éosine. Les adipocytes localisés au front invasif (FI) de la
tumeur (T) ont une taille et un contenu lipidique diminués par rapport a ceux du tissu adipeux normal. D’apres
Laurent et al, Médecine science (Paris),2014

D’autre part, 1’obésité, un état pathologique dii & une augmentation de la quantité de tissu
adipeux, est fortement liée au développement de certains cancer, soulignant 1a aussi, le lien
entre tissu adipeux et cancer'**2. Bien que les mécanismes liés a ce phénomeéne ne soient pas

333

encore totalement connus, il existe des indices épidémiologiques”. Ainsi, I’obésité semble
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335 et du codlon3® mais semble aussi

augmenter la survenue des cancers du sein***, du pancréas
corrélé a une agressivité plus élevée avec un moins bon pronostic. Dans le cas particulier du
cancer de la prostate, I’obésité ne semble pas avoir d’influence sur I’incidence du cancer mais
semble en modifier son pronostic'*. En effet, les patients obéses ne développent pas plus de
cancer que les autres, mais les cancers qu’ils développent sont plus agressifs et prompts a

disséminer et sont donc de plus mauvais pronostic.

A. Les adipocytes associés au cancer

Le tissu adipeux est ainsi présent dans le microenvironnement de nombreux cancers. On pense
bien entendu en premier lieu au cancer du sein ou la tumeur se développe dans la glande
mammaire entourée par le tissu adipeux environnant®. Dans ce cas, les cellules tumorales restent
séparées des adipocytes lors du développement in Situ, mais envahissent ce tissu une fois la
membrane basale franchie. D’autres cancers peuvent aussi entrer en contact avec des tissus
adipeux a différentes étapes de leur progression. C’est le cas du cancer de la prostate (tissu
adipeux périprostatique)’*’, du cancer colorectal (tissu adipeux péricolique et périrectal)*?*-33°
et du mélanome (tissu adipeux sous-cutané)***34°. Dans ces cas, on trouve souvent au front
invasif des tumeurs localement avancées, un contact direct entre cellules tumorales et
adipocytes du tissu adipeux voisin®’. Néanmoins, ce n’est pas le seul moment ni le seul endroit
ou les cellules tumorales peuvent entrer en contact avec le tissu adipeux. En effet, au cours de
la métastase du mélanome, les cellules tumorales peuvent redisséminer au sein de la peau vers
un autre site et ainsi rentrer en contact avec une nouvelle zone du tissu hypodermique®*!. Mais
surtout, les cellules tumorales métastasant a I’os (cancer du sein, de la prostate, du poumon) ou
se développant au sein de la moelle osseuse (hémopathies malignes comme le myélome
multiple) vont étre en contact avec les adipocytes médullaires!. Comme expliqué
précédemment, les adipocytes médullaires sont mal connus et font a ce jour encore 1’objet de
nombreuses recherches, y compris dans leur lien potentiel avec les pathologies

cancéreuses>#24,

Par ailleurs, notre équipe a fait partie des premicres a montrer qu’en contact avec les cellules
tumorales le phénotype des adipocytes peut se trouver modifié*. Notre équipe a ainsi nommé
ce nouveau phénotype CAA pour adipocytes associés au cancer”. Il se caractérise par un aspect
de « dédifférenciation » avec une perte des marqueurs des adipocytes matures (leptine,
adiponectine, FABP4, LHS) et une lipolyse aboutissant a une diminution voire perte de la

goutelette lipidique®. Leurs sécrétions sont également modifiées avec une augmentation de la
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sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL6, IL1B, TNFa) mais aussi de protéines de
remodelage de la matrice telles que la MMP11°2*2, Ces CAAs vont ainsi étre capable
d’augmenter les capacités invasives et migratoires des cellules tumorales et de faciliter leur
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un mécanisme essentiel dans la progression et la

343

dissémination du cancer’*’. Méme s’ils ont été initialement identifiés dans le cancer du sein, les

CAA se retrouvent aussi dans d’autres cancers et sont visibles dans des ¢tudes histologiques.

344

Ils ont ainsi été décrits dans le cancer de la prostate invasif>*’, de I’ovaire®, du colon®** et dans

le mélanome** (Figure 22).

Figure 22 : Place et fonctions des adipocytes dans le microenvironnement tumoral. D’aprés Laurent et al,

Medecine science (Paris), 2015

Lorsque I’exposition des adipocytes et des CAAs aux cellules tumorales se prolonge, nous
avons pu mettre en évidence que, dans le cancer du sein, un nouveau phénotype apparaissait.
Les adipocytes mammaires vont ainsi acquérir un phénotype plus fibroblastique aussi bien sur
le plan morphologique que par ’expression de certains facteurs comme FSP-1. Nous avons
donc nommé cette nouvelle population de cellules ADFs (pour Adipocyte-Derived
Fibroblasts)*. Leurs fonctions et sécrétions sont aussi modifiées dans ce sens avec une
production accrue de fibronectine et de collagene de type I et une augmentation de leurs

capacités migratoires. Cette réorientation des adipocytes matures en ADFs est associée a la
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réactivation de la voie Wnt/p-caténine en réponse & Wnt3a sécrétée par les cellules tumorales®.
Tout comme les CAAs, les ADFs vont étre capables d’influencer 1’agressivité et les capacités
migratoires et invasives des cellules tumorales. Ils sont aussi retrouvés dans des échantillons

cliniques de cancer du sein* (Figure 22).

B. Effet des adipocytes sur la progression locale : survie et prolifération
cellulaire

1. Les facteurs solubles

Dans un premier temps, les adipocytes vont agir sur le développement des tumeurs localisées
en favorisant la prolifération et la survie des cellules tumorales. Cet effet peut étre médié par
plusieurs mécanismes et en particulier par les facteurs solubles sécrétés par les adipocytes. Ces
facteurs vont ainsi pouvoir agir aussi bien de fagon paracrine, a proximité de la tumeur, que de

maniére endocrine, a distance®*¢3%.

La leptine, une cytokine sécrétée principalement par les adipocytes, possede un effet pro-
tumoral bien établi dans différents cancers comme le sein, le poumon, I’ovaire ou le cancer
colorectal?*%332, Cet effet est dii & ’activation du récepteur a la leptine présent a la surface des
cellules tumorales et débouchant sur 1’activation des voies PI3K (Phospholnositol-3-Kinase),
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et JAK-2/STAT-3 (Janus tyrosine Kinase-2/Signal
Transducer and Activators of Transcription 3). Ces voies vont alors favoriser la prolifération
des cellules tumorales®>. La leptine est aussi capable d’agir sur I’angiogenése et d’induire une

meilleure néovascularisation des tumeurs et donc un meilleur développement®>2,

A T’opposé I’adiponectine possede plutdt un rdle anti-tumoral. On retrouve ainsi un faible
niveau d’adiponectine dans le sérum de patients atteints de certains cancers comme le cancer
du sein®**. Elle agit par I’intermédiaire du récepteur AdipoR1 présent a la surface des cellules
tumorales et va induire 1’activation des voies dépendantes de I’AMPK, c-Jun et des
MAPK?33356_ Cette adipokine est alors capable d’induire I’apoptose dans les cellules tumorales
diminuant la progression tumorale mais aussi dans les cellules endothéliales diminuant ainsi
I’angiogenese. Elle peut aussi augmenter la sensibilité a I’insuline et diminuer la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires. Un contexte inflammatoire chronique ainsi que la résistance a

I’insuline sont des états pouvant aussi permettre I’apparition de nouveaux cancers*®.
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De nombreuses autres adipokines sont impliquées dans la prolifération des cellules tumorales.
On pourrait ainsi citer I’IGF-1 dont un haut taux sanguin augmente le risque d’apparition de
certains cancers (cancer du sein, du colon, du poumon ou de la prostate)*’¢. Cette molécule
sécrétée par les adipocytes peut ainsi interagir avec les cellules tumorales grace au récepteur
IGF-1R et favoriser leur prolifération et leur résistance a 1’apoptose par activation des voies
PI3-K/Akt et MAP-K*7-3! On peut aussi noter le role de ’'HGF d’origine adipocytaire dans la

362,363

prolifération des cancers du sein et de I’ovaire ou encore de la résistine dans les cancers

du sein et de la prostate®®+36,

Le tissu adipeux peut aussi influencer la croissance tumorale en modifiant la sécrétion de
différentes hormones. Dans le cas des hormones oestrogéniques, les adipocytes possédent une
enzyme aromatase. Cette enzyme, aussi appelée cytochrome P19, est capable de catalyser la
transformation des androgenes en oestrogenes par phénolisation du cycle A des hormones
androgéniques. Les adipocytes peuvent donc produire naturellement des cestrogénes®¢®3¢7,
Cette sécrétion directe des adipocytes va fortement influencer le développement des cellules
tumorales mammaires sensibles a cette hormone qui stimule leur prolifération par
I’intermédiaire des récepteurs aux cestrogénes®*®. L’importance de ce phénoméne se voit surtout
au moment de la ménopause ou le tissu adipeux devient la principale source de production
d’cestrogénes dans le corps de la patiente et favorise le développement de tumeurs
mammaires>®%. On observe aussi un effet important chez les patientes obéses, ot I’expression
de I’aromatase du tissu adipeux est globalement augmentée et accroit le risque de cancer du
sein*?3% Les adipocytes peuvent aussi induire une modification la sécrétion d’autres
hormones comme I’insuline. Dans ce cas, c’est la résistance des adipocytes a I’insuline et la
situation pathologique associée qui vont aboutir a une augmentation de la sécrétion d’insuline
par le pancréas. Il en résulte une hyperactivation de I’axe IGF-1 qui a une activité pro-mitogéne

favorisant la prolifération des cellules tumorales*¢!-370-37!,

Dans le cas précis du cancer de la prostate, on retrouve des études témoignant de I’action des
adipokines du TAPP sur les cellules tumorales prostatiques en influant sur la prolifération etla
motilité des cellules par I’intermédiaire de la leptine et de I’IL-6 et une action anti-tumorale de

I’adiponectine’%163,

En cas d’obésité la plupart des effets décrits précédemment sont amplifiés. Pour les adipokines

330.372 et une diminution de la sécrétion

on observe une augmentation de la sécrétion de leptine
d’adiponectine®’, renforgant la croissance tumorale et la néoangiogenése. Les sécrétions

d’autres adipokines comme I’'IGF-137* ’THGF?"> ou la resistine®’® sont aussi amplifiées dans
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I’obésité, renforcant ainsi les mécanismes qui leurs sont associés. Concernant les hormones, on
observe une augmentation de I’activité aromatase et donc de la sécrétion d’cestrogénes®’’-78,
La résistance des adipocytes a I’insuline étant renforcée dans le contexte d’obésité, on observe

une augmentation de I’insulinémie et des effets associés®™.

Les adipocytes peuvent aussi sécréter des cytokines pro-inflammatoires parmi lesquelles on
trouve majoritairement 1’11-6, le TNF-a et PAI-1377%° Ces sécrétions vont induire un état
d’inflammation chronique qui va favoriser un remaniement de la matrice tissulaire®®!, une

381382 ot un recrutement local de macrophages et d’autres

augmentation de I’angiogénése
cellules immunitaires®’*%3. Ces effets vont permettre de favoriser le développement de la
tumeur mais aussi son agressivité. Ces cytokines peuvent aussi avoir des effets directs sur la
croissance tumorale comme par exemple 1’IL-6 qui peut étre sécrétée par les CAA et qui semble
responsable de 1’effet pro-invasif de ces derniers sur les cellules tumorales mammaires®. Ces
cytokines ont donc un effet majeur dans le développement du cancer et de la maladie tissulaire.
Leur sécrétion est elle aussi renforcée dans 1’obésité aboutissant a une plus forte inflammation
du tissu adipeux favorisant le développement des tumeurs environnantes*®*. Par ailleurs, il
existe aussi une action indirecte des adipocytes et des cytokines pro-inflammatoires sur la
sécrétion d’cestrogeéne chez les patients obese. Cette action passe par la sécrétion des adipokines
inflammatoires comme I'IL-1p*°. Ces cytokines sont responsables du recrutement de
macrophages M1 dans le tissu adipeux. Il va alors se former des crown-like structures (couronne
de macrophages entourant un adipocyte mort) dans lesquelles les macrophages vont étre
exposés a des acides gras libres. Il va en résulter une sécrétion de médiateurs inflammatoires
qui vont induire 1’expression de 1’aromatase dans les cellules du tissu adipeux et les cellules
tumorales mammaires®*”-3°_ Cette sécrétion accrue d’cestrogéne va donc 1a aussi promouvoir le
développement des cancers hormonodépendant. Concernant le vieillissement du tissu adipeux,
peu de données rapportent une influence sur le développement du cancer en dehors d’études
épidémiologiques. Il n’existe donc pas d’études moléculaires précises montrant le lien entre le
vieillissement du microenvironnement adipeux et le développement de la tumeur. Néanmoins,
les modifications des sécrétions d’adipokines indiquent qu’en cas de vieillissement on observe
une augmentation de la leptine et de cytokines pro-inflammatoires (et de 1’inflammation du
tissu adipeux de maniére générale), ainsi qu’une diminution de 1’adiponectine!’***°. On peut
donc supposer qu’il existe un renforcement de la croissance tumorale par ces mémes

mécanismes.
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2. Le transfert de lipides :

On peut aussi noter ’identification récente d’ un nouveau mécanisme agissant par transfert de
lipides depuis les adipocytes vers les cellules tumorales. Les adipocytes vont ainsi libérer des
acides gras au cours de leur transformation en CAA® qui vont étre captés et utilisés dans les
cellules tumorales par des mécanismes de B-oxydation®3?®, Cette activité des cellules tumorales
est issue d’un changement métabolique au sein des cellules tumorales puisque celles-ci utilisent
plutot des voies de glycolyse a travers 1’effet Warburg®32®, Ce mécanisme de transfert a pour la
premiére fois été montré dans le cancer de I’ovaire avec 1’étude de Niemann et al qui suggére
I’existence d’un transfert de lipides depuis les adipocytes vers les cellules tumorales ovariennes
médié par FABP4 et aboutissant a une augmentation des capacités prolifératives des cellules
tumorales®. 11 a été suggéré que cet effet serait dépendant de ’ATP produite au cours de la -
oxydation. Cependant, aucune preuve réelle de production d’ATP n’a été mise en avant a
I’heure actuelle et I’origine de cet effet sur la prolifération reste donc hypothétique. Par ailleurs,
certains travaux ont mis en avant d’autres roles du transfert de lipides, comme 1’¢tude menée
récemment par notre équipe qui a pu montrer que dans le cancer du sein, le transfert de lipides
va favoriser les capacités invasives des cellules plutot que leur prolifération®?®. Il pourraitdonc
exister des variations d’effet de ce mécanisme suivant le type cellulaire étudié et I’origine de la
tumeur. Les fonctions invasives influant plus sur la dissémination locale et a distance que sur
la croissance tumorale, ces effets du transfert de lipides seront décrits dans la partie suivante.
De nombreuses zones d’ombres sont donc encore présentes a ce jour et il est difficile de savoir
si ces différents mécanismes liés au transfert de lipides sont concomitants ou bien spécifiques
a des modeles ou a une ¢tape de la maladie tumorale. Bien que cela n’ait pas encore été
démontré avec certitude, il est suggéré que I’obésité peut influencer et renforcer le transfert de
lipides et donc les différents mécanismes pro-tumoraux associés.!>*?® A ce jour, aucune donnée

spécifique ne relie le transfert de lipide, le cancer et le vieillissement du tissu adipeux.

C. Effet des adipocytes sur la dissémination locale et a distance

1. Les MMP et le remaniement de ’ECM :

Afin que les cellules tumorales puissent migrer au sein du stroma qui les entoure, il est
nécessaire qu’il soit dégradé. Cette action s’effectue par une grande famille d’enzyme : les
métalloprotéases de la matrice (MMP). Les MMP jouent donc un réle essentiel aussi bien au

niveau la dissémination au sein d’un tissu que dans la nidation dans un tissu**">%, Les
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adipocytes sont capables de sécréter de nombreuses MMP et de participer ainsi a la
dissémination cancéreuse, comme c’est par exemple le cas pour la MMP11 dans le cancer du
sein®**¥! ou les MMP2 et 9 sécrétées par le TAPP et influencant la dissémination locale du
cancer de la prostate®. Dans un contexte d’obésité cette sécrétion des MMP peut étre augmentée,
renforg¢ant ainsi la migration des cellules tumorales, comme c’est le cas avec les MMP2 et 9
issues du TAPP!%. Ces enzymes vont permettre de modifier la structure et la ductilité de ’ECM
facilitant la migration et I’invasion des cellules tumorales au sein de ce tissu. Par ailleurs, cette
dégradation de la matrice va permettre la libération, 1’exposition ou le clivage de nombreux
facteurs qu’elle contient et pouvant favoriser la progression et ’invasion tumorales. On pourrait
ainsi citer la MMP11 ,dont un des substrats est le collagene VI, un facteur favorisant I’invasion

des cellules tumorales mammaires®3’-3%,

D’un point de vue structurelle la matrice extracellulaire du tissu adipeux obése se retrouve aussi
modifiée par un état de fibrose qui va favoriser I’inflammation locale et donc le développement
de la tumeur**>*%*, On note aussi en cas d’obésité une augmentation de la vascularisation du
tissu adipeux mais aussi paradoxalement 1’apparition d’hypoxie*®>***. Ces deux derniers
facteurs vont permettre de développer un environnement qui bien que mieux vascularisé
présente aussi une forte inflammation associée a un stress oxydatif. Cette niche initiale sera
ainsi adaptée au développement de nouvelles tumeurs agressives. Dans le cas du vieillissement
du tissu adipeux, peu de données sont connues mais on sait que, tout comme dans 1’obésité, ce

tissu est beaucoup plus inflammatoire et fibrotique qu’un tissu normal®®

On peut donc supposer
que le tissu adipeux sénescent pourrait avoir un role semblable au tissu adipeux obese dans la

promotion de 1’agressivité tumorale et de la dissémination.

2. Le transfert de lipides dans la métastase

Les échanges métaboliques ne jouent pas qu’un rdle au niveau local mais ont aussi une
importance au niveau métastatique. Tout comme au niveau local, les adipocytes agissent par
transfert de lipides vers les cellules tumorales et modifient le métabolisme des cellules
tumorales. L’effet observé sur la prolifération dans les tumeurs de I’ovaire semble par ailleurs
agir sur la dissémination a distance des tumeurs, puisqu in vivo I’inhibition du transfert de
lipides, par inhibition de FABP4, diminue le taux de métastases®. Par ailleurs, nous avons
récemment montré que ce remaniement métabolique dans le cas du cancer du sein pouvait
favoriser les capacités invasives des cellules tumorales par apparition de cycles futiles de -

oxydation consommant ces lipides®?®. Ils peuvent aussi agir au niveau du site métastatique en
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favorisant la nidation par renforcement de 1’invasion osseuse et de la prolifération des cellules
tumorales aprés diss€émination, comme c’est le cas dans le cancer de la prostate ou un transfert
de lipide semble s’effectuer depuis les adipocytes médullaires selon un mécanisme dépendant
de FABP4!3, Cet effet sur la prolifération semble étre relié a un stress oxydatif médié par un
effet Warburg renforce suite a ’activation de HIF-a!'. Il est a noter que cet effet n’a été montré
qu’in vitro dans des études sur la métastase osseuse du cancer de la prostate. Elles font
cependant partie des rares études portant sur un rdle direct des adipocytes dans le
développement des tumeurs solides au niveau du site métastatique osseux. Dans le cadre de la
dissémination métastatique, il a pu étre prouvé que 1’obésité pouvait amplifier ces phénomenes
et favoriser le développement de métastases.!>*?® A ce jour, aucune donnée spécifique ne relie

le transfert de lipides, le cancer et le vieillissement du tissu adipeux.

3. Les chimiokines :

Les chimiokines sont elles aussi des molécules jouant un réle essentiel dans la dissémination
du cancer que celle-ci soit locale ou a distance. Il s’agit de molécules capables de guider la
dissémination des cellules tumorales invasives. Elles sont donc nécessaires car elles permettent
de diriger la migration des cellules tumorales invasives et de les guider vers de nouveaux sites
de dissémination. Bien que le lien entre progression tumorale et sécrétion de chimiokine par
adipocytes n’ait fait I’objet que de peu d’études, il est cependant clair que ces cellules sont
capables de sécréter des chimiokines normalement impliquées dans la chimioattraction des
cellules tumorales telles que CCL2, CXCL12 et CCL5%%>3%, Concernant CCLS3, la sécrétion de
cette chimiokine a ét¢é montrée comme ayant un effet pro-invasif majeur sur les cellules
tumorales mammaires triples négatives que ¢a soit par action directe (EMT, migration dirigée)
ou indirecte (remaniement du micro-environnement, inflammation et recrutement de cellules
immunitaires)®*’ %, D’autres études ont suggéré un effet chimioattractant du tissu adipeux
omental par MCP-1°. Néanmoins, aucune étude n’a pu lier ce phénoméne de chimioattraction
induite par les adipocytes dans la dissémination osseuse. Mes travaux de these ont ainsi permis
de mettre en avant un role de ’axe CCR3/CCL7 a la fois dans la dissémination locale grace au

TAPP mais aussi dans la dissémination métastatique osseuse grace aux adipocytes médullaires.

Dans un contexte d’obésité, la sécrétion des chimiokines peut étre augmentée, comme par
exemple pour les chimiokines CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCLS8, et CCL11%%. On peut donc
supposer qu’il existe une amplification des phénomeénes associés. La méme supposition

pourrait-&tre faite dans le vieillissement puisque le tissu adipeux sénescent subit lui aussi des
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modifications de son profil de sécrétion de chimiokine, qui peuvent ainsi modifier la

dissémination tumorale?*?.

Le mécanisme d’action des chimiokines étant complexe et
particuliérement important pour la suite de notre étude, I’implication des chimiokines dans les

différents cancers, dont le cancer la prostate, fera 1’objet de la prochaine partie.

4. Les exosomes

Enfin, beaucoup plus récemment, il a ét¢ montré un réle potentiel des exosomes d’adipocytes
dans la dissémination des cancers. Les exosomes sont de petites vésicules extracellulaires de
50 nm a 100 nm et qui peuvent agir a distance sur d’autres cellules par transfert de matériel
protéique, lipidique ou nucléique. Dans une étude menée par notre équipe, il a pu étre montré
que les exosomes d’adipocytes sont capables de modifier a distance les cellules tumorales de
mélanomes afin d’augmenter leur capacité invasive et leur potentiel métastatique®’. Ces
exosomes d’adipocytes présentent en effet la particularit¢ de transporter des molécules
impliquées dans la B-oxydation (spécificité uniquement retrouvée dans les exosomes issus de
ces cellules). L’absorption de ces exosomes par des cellules tumorales de mélanomes va induire
des changements métaboliques avec une augmentation de la B-oxydation. Ces cellules vont
ainsi devenir dépendantes de cette voie métabolique qui va permettre un renforcement des
capacités migratoires des cellules tumorales. Cette étude a d’ailleurs pu montrer qu’il existait

un effet de ’obésité renforgant les capacités pro-invasives de ce phénoméne>’

. Il s’agit pour le
moment du seul role connu des exosomes d’adipocytes dans la maladie tumorale. On peut
néanmoins supposer qu’ils agissent aussi sur d’autres mécanismes. En effet, il a pu étre montré
dans des travaux portant sur des exosomes issus d’autres types cellulaires du
microenvironnement que ces vésicules pouvaient agir sur les capacités invasives, prolifératives
des cellules tumorales ou méme sur leur capacité a éduquer a distance la niche métastatique. Il
reste donc probablement beaucoup de fonctions des exosomes d’adipocytes encore inconnues

dans la dissémination des différents cancers*?~404,

Comme nous avons pu le voir, le microenvironnement est un lieu d’interactions complexes
entre les cellules tumorales et le stroma ou elles se développent. Dans cette espace, les
adipocytes jouent un role majeur en agissant sur de nombreuses fonctions des cellules
tumorales. De nombreux mécanismes peuvent soutenir ce dialogue entre cellules tumorales et
cellules stromales. Dans cette prochaine partie, nous décrirons plus en détail la place des

chimiokines dans le développement et I’évolution des cancer. Ces explications permettront

76



d’approcher mon travail de thése qui a porté sur I’impact des chimiokines adipocytaires sur la

dissémination du cancer de la prostate.

77



PARTIE IV : Chimiokines et cancer

I. Généralités :

Les chimiokines sont de petites cytokines (8 a 10 kDa) ayant un réle dans la chimioattraction
des différentes cellules du corps humain. On définit a ce jour quatre grandes familles de
chimiokines classées par leur structure en N-terminal. On les discrimine ainsi par le motif
comprenant les deux premieres cystéines N-terminales ¢loignées ou non par d’autres acides
aminés (désignés par la lettre X). On trouve ainsi les chimiokines C- (aussi appelées y), CC-
(aussi appelées o)), CXC- (aussi appelées B) et CX3C- (aussi appelées 8)**°. Initialement décrites
dans le systtme immunitaire, ces molécules vont interagir directement avec leur récepteur
associé¢ (il existe des couples avec des chimiokines associées a des récepteurs précis). Ce
récepteur est un RCPG, le plus souvent associé¢ a une sous-unité ai de la protéine G, inhibant
’adénylate cyclase et la production d’AMPc*%4%_ On peut néanmoins trouver des récepteurs
aux chimiokines couplés a d’autres sous-unités des protéines G hétérotrimériques (Gq, Gp, et
Gy). Les sous-unités o agissent sur les voies MAPK et Rho**4%, Les sous-unités Gg, et Gy
impliquent en général la voie Ras ou les phospholipases C (PLC). Ces dernicres catalysent le
PIP2 en deux molécules, IP3 et DAG. L’IP3 permet la libération du Ca*" intracellulaire et le
DAG est nécessaire a 1’activation des différentes protéines kinases de type C*°4%, Enfin, les
récepteurs aux chimiokines peuvent aussi s’homodimériser en activant ainsi la voie des Janus
Kinase**® % Ces mécanismes aboutissent a différentes activités mais surtout a un remaniement
du cytosquelette cellulaire permettant la migration de cellules variées. Cette migration se fait
en suivant le gradient de chimiokines : plus on se rapproche des cellules sécrétrices et plus la
concentration de chimiokines est élevée. Les cellules vont donc migrer des zones de faible
concentration en chimiokines vers les zones de haute concentration**®*%, Au-dela de ce réle
canonique, il est désormais connu que certaines chimiokines jouent un réle important dans les

mécanismes de prolifération et de mort cellulaire*®. (Figure 23)

Il.  Chimiokines et progression tumorale :

Bien que longtemps cantonnés aux cellules immunitaires, les récepteurs aux chimiokines sont
aussi retrouvés sur de nombreuses cellules dont les fibroblastes, les cellules endothéliales ou
épithéliales. La présence de récepteurs aux chimiokines a la surface des cellules tumorales n’a
été montrée que trés récemment avec les travaux de 1’équipe de Zlotnik *!°. Les chimiokines

peuvent ainsi jouer un role dans leur progression des cancers de différentes manieres : elles
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peuvent soit influencer la progression en favorisant le développement de la masse tumorale par
la prolifération ou par une action sur le microenvironnement, soit permettre la dissémination a

d’autres sites par la migration dirigée des cellules tumorales****°7 (Figure 23).

Figure 23 : Chimiokine et cancer. A) différentes fonctions des chimiokines et de leurs récepteurs dans le cancer,
B) liste des différentes chimiokines et des récepteurs associés, C) signalisation dépendante des récepteurs aux
chimiokines. D’aprés Wells T.N.C. et al,Trends in pharmacological science, 2006 et Wu Y. et al, PLOS
Pathogens, 2009.

A. Chimiokine et prolifération tumorale :

On retrouve ainsi de nombreux couples chimiokines/chimiorécepteurs impliqués dans la
prolifération des cellules tumorales. Néanmoins, il est intéressant de noter que les couples
principalement impliqués dans ces mécanismes sont spécifiques a chaque fois et varient suivant
le type de cancer. On trouve ainsi le couple CXCL12/CXCR4 impliqué dans la prolifération
des cancers du sein, du poumon et de 1’ovaire*!!, le couple CCL19-CCL21/CCR7*'2 impliqué
dans les carcinomes spino-cellulaires, le couple CCL20/CCR6 dans le cancer colorectal*!?, le

couple CCL27/CCR10 dans le mélanome*'* et le couple CXCR6/CXCL16 dans le cancer dela
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prostate*!®

. Dans d’autres cas, plusieurs récepteurs et plusieurs ligands peuvent étre impliqués
dans cette action pro-proliférative comme dans les cancers du pancréas, les cancers gastriques
et le mélanome ou on retrouve une action a la fois de CXCR1 et CXCR2 (deux récepteurs tres
proches structurellement mais d’activités et de ligands différents) qui peuvent étre associés aux
ligands CXCL1, CXCL2, CXCL3 ou CXCL8*'®47 Certains récepteurs ont aussi une activité
clairement anti-apoptotique, comme cela a été montré dans le cas de CXCRA4, et participent
donc a la progression tumorale par ce mécanisme*!®. Enfin dans de trés rares cas, 1’activation
d’un chimiorécepteur peut inhiber la croissance tumorale en diminuant la prolifération de
certains cancers, comme c’est le cas par exemple de CCRI1 dans les carcinomes

hépatocellulaires ou CCR5 dans le cancer du sein®*"#°.

B. Chimiokine et angiogeneése :

Les chimiokines peuvent aussi moduler la progression locale de la tumeur en agissant sur
I’angiogenese. Elles peuvent agir sur les recrutements des cellules endothéliales par migration
dirigée afin de créer de nouveaux réseaux vasculaires au niveau du site tumoral. Les
chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL11

et CCL16 sont plutdt pro-angiogéniques alors que les chimiokines CXCL4, CXCL9, CXCL10,
CXCLI11 et CXCL14 sont plutét anti-angiogéniques*?°. Certaines chimiokines peuvent aussi
agir en recrutant par migration dirigée des cellules non-endothéliales mais sécrétrices de VEGF

et de PDGF qui vont favoriser I’activation des mécanismes d’angiogenése® 24217423,

C. Chimiokine, migration dirigee et dissemination métastatique :

Au-dela de ces roles dans la survie cellulaire ou I’angiogenese, le role principal des chimiokines
reste I’induction de la migration dirigée. Cette migration joue un role majeur dans les
phénomenes de dissémination aussi bien locaux que métastatiques. En effet, la dissémination
métastatique est un phénomene précis ou seulement certains organes spécifiques seront envahis.
Les cellules stromales de chaque site métastatique vont ainsi étre capables de sécréter des
chimiokines spécifiques qui vont guider certaines cellules tumorales jusqu’a ce site afin de
développer une métastase. Historiquement, le premier axe de ce type qui a été identifié est I’axe
CXCL12/CXCR4 dans le cancer du sein***. Dans cette étude, il avait été montré que les
principaux sites de métastase du cancer du sein (les poumons, le cerveau, les ganglions
lymphatiques, le foie et la moelle osseuse) étaient capables de sécréter de grandes quantités de

CXCLI12 qui pouvaient interagir avec le récepteur CXCR4 des cellules tumorales mammaires.
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Ces dernicres peuvent ainsi €tre guidées dans leur dissémination vers ces sites. Ce role de 1’axe
CXCR4/CXCLI12 a par la suite été retrouvé dans de nombreux cancers tels que le mélanome,
le cancer du poumon, colorectal, gastrique, de 1’ovaire, du pancréas, de I’cesophage, de la
vessie, mais aussi dans l’ostéosarcome, le neuroblastome, le glioblastome et la leucémie
lymphoblastique. Bien que les sites métastatiques de ces cancers soient différents, a chaque fois
leur migration vers un de leur site métastatique, au moins, est conditionnée par 1’axe
CXCR4/CXCLI12 et par la sécrétion des cellules stromales du site métastatique*>>?®. Cet axe
CXCR4/CXCL12 est un exemple classique de ce phénomene car le plus étudié mais il existe
de nombreux autres couples chimiokine/chimiorécepteur impliqués dans ce phénoméne avec
une importance variable en fonction du site métastatique et du cancer. Dans certains cas, deux
axes peuvent étre impliqués dans la migration d’une cellule tumorale vers un méme site, comme
c’est le cas dans le mélanome ou la métastase ganglionnaire est liée a 1’expression des
récepteurs CXCR4 et CCR7. Dans ce cas, 1’activation des deux voies permet un renforcement
de la dissémination métastatique. La plupart des axes impliqués dans les disséminations

métastatiques des différents cancers sont ainsi regroupés dans la figure 24.

Concernant le cancer de la prostate plus spécifiquement, plusieurs études ont établi une
corrélation entre D’agressivit¢é du cancer de la prostate et certains axes
chimiokines/chimiorécepteurs. On retrouve ainsi en particulier I’axe CXCL12/CXCR4 et 7
27428 Paxe CXCL8/CXCRI1 et 242940 et I’axe CCL2/CCR2*¥'*, Tout comme dans le cas
dess cancers précédents, la chimiokine CXCL12 se retrouve impliquée dans la dissémination
du cancer de la prostate. L’expression de CXCR4 et de CXCR7 (un autre récepteur de CXCL12)
se retrouve augmentée dans les épithéliums tumoraux et est corrélées a la progression
tumorale*?®*3>, Cet axe est par ailleurs lié a la métastase osseuse des cancers de la prostate, du
poumon et du sein avec la sécrétion de CXCL12 par les fibroblastes, les ostéoblastes ou
d’autres cellules stromales de la moelle osseuse*?’*2%43  Concernant CXCLS8, sa forte
expression dans les tumeurs prostatiques est corrélée a un Gleason élevé et donc a une plus
grande agressivité tumorale. Cette chimiokine peut se lier a CXCR1 et 2, deux récepteurs
retrouvés dans des tumeurs de haut grade*%*7°  Par ailleurs, on retrouve de forts taux de

439-441

CXCLS dans le sérum des patients avec un cancer de la prostate métastatique osseux et

certains autres ligands de CXCR2 (CXCLI1, CXCL3, CXCLS5 et CXCL6) sont eux aussi

42 Cet axe pourrait donc jouer un

retrouvés dans les tumeurs prostatiques de mauvais pronostic
role aussi bien dans la progression locale que dans la dissémination métastatique du cancer de

la prostate. Néanmoins, aucune preuve n’a prouvé formellement I’implication de CXCR2 et
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CXCRI1 dans la métastase osseuse. Comme expliqué précédemment les seules fonctions
connues de ces récépteurs portent sur la prolifération des cellules tumorales prostatiques. En
ce qui concerne 1’axe CCL2/CCR?2, il semble plutdt jouer un réle dans la dissémination
métastatique a distance*3>**> du cancer de la prostate. Cet axe semble présenter un intérét d’un
point de vue thérapeutique, néanmoins il est important de prendre ces résultats avec précautions
car la plupart des études ne portent que sur des expériences in vitro ou in vivo chez la souris
mais aucun résultat convaincant n’a encore été montré chez I’homme. L’expression de CCR2
est corrélée a I’agressivité des lignées tumorales prostatiques in vitro*!**, Par ailleurs, CCL2
est sécrété au niveau de la moelle osseuse par les HBME (pour Human Bone Marrow

432,443

Endothelial cells) et les cellules stromale de la moelle osseuse Cet axe

CCR2/CCL2pourrait donc joué un rdle dans la migration dirigée des cellules tumorales vers le

site 133-136,142,144 (Figure 24)
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Ganglion lymphatique

Petit intestin
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CXCL10 Poumon pulmonaire
CXCL11 Foie
CXCL12 Poumon Sein, mélanome, rein, thyroide, poumon a petites
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Cancer de la prostate
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Colon, prostate
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Sein, mélanome, I’'cesophage, carcinome squameux,
poumon, gastrique, colorectal, leucémie, lymphome
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Mélanome, carcinome squameux

ig 4 : Implication des différentes chimiokines dans la dissémination métastatique. des cancers. D'aprés

The Skaggs School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences of UC San Diego

Les axes impliquant les chimiokines et leurs chimiorécepteurs apparaissent clairement comme
des acteurs essentiels de la dissémination locale et a distance des cancers. On identifie ainsi de
nombreux axes spécifiques aux différents cancers et sites métastatiques. Néanmoins, bien que

les adipocytes soient capables de sécréter de nombreuses chimiokines, peu de corrélations ont
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¢été faites a ce jour entre chimiokine du tissu adipeux et dissémination des cancers. Aucune
¢tude n’a d’ailleurs pu mettre en évidence le rdéle des adipocytes médullaires dans la
dissémination métastatique osseuse des cancers, alors méme qu’il s’agit des cellules les plus
présentes dans la moelle osseuse et avec la plus grande capacité de sécrétion. Au cours de notre
travail, nous avons donc cherché a étudier la place du tissu adipeux périprostatique et médullaire

dans la dissémination locale et a distance du cancer de la prostate.

Nous avons ainsi pu voir I’importance du microenvironnement tumoral dans le développement
tumoral et le réle majeur qu’y joue les adipocytes (Figure 25). Ces observations nous ont
amenées a penser que les adipocytes pourraient jouer un role dans la dissémination du cancer
de la prostate aussi bien au niveau local qu’a distance. Nous nous sommes donc intéressés a
I’effet des sécrétions du TAPP et des adipocytes médullaires sur les capacités invasives des
cellules tumorales. Dans les prochaines parties je présenterai donc mes résultats de thése en me
concentrant dans un premier temps sur I’influence du TAPP sur la dissémination locale du
cancer de la prostate, puis dans un deuxiéme temps sur 1’influence des adipocytes médullaires
sur le développement de la métastase osseuse. Je m’attacherai a montrer que la dissémination
du cancer de la prostate aussi bien localement qu’a distance dépend des sécrétions adipocytaires
sous la dominance d’un axe chimiorécepteur/chimiokine (CCR3/CCL7). Au cours de mes
démonstrations, je m’intéresserai aussi a 1’effet de I’obésité sur les deux types de dissémination
et a I’effet du vieillissement sur la dissémination métastatique osseuse. Pour terminer, je
conclurai en discutant les résultats que j’ai obtenus et en soulignant les apports ainsi que les

nouvelles questions qu’ils entrainent.

Figure 25 : Réle des adipocytes dans le microenvironnement tumorales. D'aprés Minh et al, Oncotarget 2017
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Résultats
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Article 1

|. Effet du tissu adipeux périprostatique sur la dissemination locale
du cancer de la prostate : role de ’axe CCR3/CCL7

(Laurent et al, Nature communication, January 2016)
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Periprostatic adipocytes act as a driving force for
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Obesity favours the occurrence of locally disseminated prostate cancer in the periprostatic
adipose tissue (PPAT) surrounding the prostate gland. Here we show that adipocytes from
PPAT support the directed migration of prostate cancer cells and that this event is strongly
promoted by obesity. This process is dependent on the secretion of the chemokine CCL7 by
adipocytes, which diffuses from PPAT to the peripheral zone of the prostate, stimulating the
migration of CCR3 expressing tumour cells. In obesity, higher secretion of CCL7 by adipocytes
facilitates extraprostatic extension. The observed increase in migration associated with
obesity is totally abrogated when the CCR3/CCL7 axis is inhibited. In human prostate cancer
tumours, expression of the CCR3 receptor is associated with the occurrence of aggressive
disease with extended local dissemination and a higher risk of biochemical recurrence,
highlighting the potential benefit of CCR3 antagonists in the treatment of prostate cancer.
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xtraprostatic extension is a widely acknowledged adverse

factor in prostate cancer!, and an important determinant of

prostate cancer recurrence after treatment?. The prostate
gland is surrounded by periprostatic adipose tissue (PPAT),
which is, like other fat depots, an active endocrine organ. Adipose
tissue is mainly comprised of adipocytes, although other cell types
contained in the so-called stromal vascular fraction (SVF)
contribute to its growth and function, including adipocyte-
derived stem cells, preadipocytes, lymphocytes, macrophages,
fibroblasts and vascular endothelial cells>*. Mature adipocytes,
first thought of as energy-storing cells, have emerged this last
decade as highly endocrine cells, which are able to secrete
hormones, growth factors, chemokines or pro-inflammatory
molecules, an heterogeneous group of molecules termed
‘adipokines™>*.

It is increasingly clear that obesity, where the normal balance of
adipose tissue secretory proteins is perturbed, is associated with a
greater risk of aggressive prostate cancer with increased local
dissemination®®. Obesity, in particular excess visceral adiposity,
leads to changes in the cellular composition of adipose tissue
(mainly infiltration by macrophages) as well as to modifications
of the secretory pattern of mature adipocytes>*. The existing
correlation between the abundance of PPAT and tumour
aggressiveness suggests a paracrine role for this fat depot
during tumorigenesis’. Limited data exists on the mechanisms
that could be involved in this effect. We uncovered that the
secretions of mature adipocytes possess a strong ability to support
the directed migration of prostate cancer cells, suggesting that
mature adipocytes can affect the early stages of prostate cancer
progression by promoting the spread of cancer cells outside the
prostate gland. This switch from a prostate-confined tumour to a
locally disseminated cancer is viewed as a crucial step in the
progression of the disease at a clinical level?.

A complex network of chemokines, and their associated
recegtors, influences the directed migration of invasive cancer
cells®. Chemokines comprise a large group of small secreted
proteins (8-11kDa in size) that are grouped into four families
(C, CC, CXC and CX3C) depending on the spacing of key
cysteine residues near their N terminus, with the CC and CXC
families representing the bulk of known chemokines®. Directed
migration of cells that express the appropriate chemokine
receptor occurs along a chemokine gradient, allowing cells to
move towards high local concentrations of ligand, a process
known as chemotaxis. The functions of chemokines in
malignancy depend considerably on the chemokine type and on
tumour- and host-dictated characteristics®. Many chemokines
and their receptors affect the development and progression of
prostate cancer, the most evidence being provided for CCR2,
CXCRI1, CXCR2 and CXCR4 (ref. 9). Expression of these four
chemokine receptors is higher in human prostate cancer tissues
when compared with normal epithelium or tissues presenting
benign prostatic hyperplasia, and their expression could
correlate with tumour aggressiveness'®~12, More recently, it has
been demonstrated that a prostate cancer cell line, Du-145,
also expresses the CCR3 receptor'®, whose over-expression was
described previously in human melanoma or kidney cancers!41>,
Chemokines are released by the tumour cells themselves and/or
by host cells, including infiltrating leukocytes, endothelial cells
and fibroblasts®°.

Few studies have investigated the role of mature adipocytes
in this context, although these cells secrete chemokines, the
production of which is upregulated in obesity'®. Using combined
in vitro and in vivo approaches, we demonstrate here that
the ability of PPAT to attract cancer cells away from the
prostate gland is dependent on an original CCR3/CCL7 axis.
The upregulation of CCL7 secretion in obesity facilitates

2

extraprostatic extension and increases local dissemination, this
effect being totally abrogated when the CCR3/CCL7 axis is
inhibited. Our study unravels a new pathway, regulated by
obesity, implicating PPAT in prostate cancer aggressiveness and
suggests new strategies for treatment of advanced prostate cancer
involving CCR3 antagonists, which are currently being developed
for other diseases including asthmal”.

Results

CCR3 drives Ad-CM-induced migration of prostate cancer cells.
The conditioned medium from 3T3-F442A adipocytes (Ad-CM)
significantly promoted the directed migration of all prostate
cancer cell lines studied as compared with the negative control
using 0% fetal calf serum (FCS). The migration of the most
aggressive cell lines, PC-3 and Du-145, was even slightly higher
than that observed with 10% FCS (Fig. 1a). As expected, these
cells expressed chemokine receptors important for prostate
cancer dissemination in humans (CXCR1, CXCR2, CXCR4 and
CCR2)? as well as CCR3 whose function in Prostate cancer
chemotaxis has been recently described in vitro'® (Fig. 1b and
Supplementary Fig. 1a).

Antagonists of these receptors were used to analyse their
involvement in Ad-CM-induced migration. The doses used were
within the range of ICsy (maximal doses between two- and
2.5-fold ICsp) and without toxicity on prostate cancer cells
(Supplementary Fig. 2). The highest doses of CXCR4 (AMD3100
(ref. 18)), CXCR1/CXCR2 (SB225002 (ref. 19)) or CCR2
(sc-202525 (ref. 20)) antagonists inhibited the migration of
PC-3 cells by 10-20% (Fig. 1c). For the CCR2 antagonist, this
inhibitory effect was only present at maximal doses and not at
the described ICs, (ref. 20). For the CCR1/CCR3 antagonist
UCB35625 (ref. 21), a clear dose-dependent effect was found
and this effect was the strongest among all the inhibitors used
(45% inhibition at 200nM compared with control). A CCR3
neutralizing monoclonal antibody (mAb) gave similar results
(50% inhibition compared with control) and migration was
unaffected by a mAb against CCR1, which is not expressed by
prostate cancer cells (Fig. 1b,d). Use of CXCR2 and CXCR4
neutralizing mAbs also confirmed the results obtained with the
pharmacological inhibitors with a decrease of PC-3 migration by
15% and 20%, respectively (Fig. 1d). Combination of both
CXCR2 and CXCR4 mAbs inhibited the migration of PC-3 cells
by 25% (compared with a 50% inhibition in the presence of CCR3
mADb alone), whereas a 60% decrease was observed in the
presence of the three blocking mAbs (CCR3, CXCR2 and CXCR4;
Fig. 1d). The combined effect of blocking mAbs appears,
therefore, rather additive than synergistic. Similar results were
obtained with combination of inhibitors. In all cases, the effect of
CCR1/3 antagonist alone was greater than the effect of
combination of CXCRI1/2, CCR2 and CXCR4 antagonists
(Supplementary Fig. 3). Experiments using blocking mAbs
and pharmacological inhibitors conducted with Du-145 cells
confirmed these results (Supplementary Fig. 1b,c). Taken
together, these results highlight that CCR3 alone is a master
regulator of prostate cancer cells migration towards Ad-CM.

The CCR3 receptor was expressed in cell lines derived from
several tumour models (breast, colon, pancreas and melanoma)
that come into contact with surrounding adipose tissue during
invasion?? (Supplementary Fig. 4a). The migration of these cells
in response to Ad-CM was correlated with their aggressiveness.
In contrast to prostate cancer cells, inhibition of CCR3 had no
effect on the Ad-CM-directed migration of all but one cell line
(20% inhibition in the breast cancer cell line MDA-MB231;
Supplementary Fig. 4b). These results were confirmed using
CCR3 blocking mAb (Supplementary Fig. 5). Use of
pharmacological inhibitors and blocking mAbs showed that
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Figure 1 | Adipocytes promote the migration of prostate cancer cells in a CCR3-dependent manner. (a) In vitro migration of the indicated prostate cancer
cell lines towards a medium containing either 0% (used as a negative control) or 10% FCS, or towards conditioned medium obtained from 3T3-F442A
mature adipocytes (Ad-CM). Data are shown as mean £ s.e.m. (n=05). (b) One representative experiment out of three showing the expression of
chemokine receptors (CXCR1, CXCR2, CXCR4, CCR1, CCR2 and CCR3) detected by flow cytometry in the human prostate cancer cell line, PC-3. Solid
histogram: control isotypes; open histogram: indicated antigens. (¢) In vitro migration towards Ad-CM in the presence of increasing doses of the indicated
receptor antagonists. Cells were pre-incubated with the receptor antagonists for 30 min at 37 °C before their addition to Transwell chambers. The receptor
antagonists were also present during the migration assay (12 h). The molecules were used within a range of doses that inhibit chemotaxis; the line
surrounding the histogram indicates the previously described ICsq of the inhibitors in chemotaxis experiments. Data are shown as mean £s.e.m (n=3).
(d) Similar experiments were performed in the presence of blocking monoclonal antibodies (mAbs) directed against CXCR1, CXCR2, CXCR4, CCR1, CCR3
or control IgG at 10 pg ml ~1 used alone or in combination. Bar plots represent the percentage of migrating cells relative to the migration of untreated cells
(set to 100%). Data are shown as mean * s.e.m (n = 3). The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus
untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: * statistically significant by Student's t-test P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
NS, not significant. n stands for the number of replicated independent experiments.

both CXCR2 and CXCR4 are predominantly involved in the
migration of the other cancer models towards Ad-CM
(Supplementary Fig. 5). For example, the CXCR4 blocking mAb
inhibits the migration of melanoma or pancreatic cancer cells
towards Ad-CM by 40% (Supplementary Fig. 5). These results
highlight that the balance between active receptors and secreted
chemokines varies from one tumour type to another, with the
preferential and specific involvement of CCR3 in prostate cancer.

Role of the CCR3/CCL7 axis in adipocytes-induced chemotaxis.
To detect the CCR3 ligand secreted by adipocytes, we conducted
a proteomic analysis of Ad-CM and reproducibly detected six
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secreted chemokines: CXCL1, CXCL5, CXCL12, CCL2, CCL7
and CCL9, whose presence in Ad-CM was validated by ELISA
(Supplementary Table 1). CXCL1 and CXCL5 bind to CXCR2,
CXCL12 to CXCR4 and CCL2 to CCR2 (Fig. 2a)23. Of note,
no ligand for CXCR1 was found in the adipocyte secretome,
in accordance with the absence of effect of the CXCRI blocking
mAb on the migration of all the tested models (Fig. 1d,
Supplementary Figs 1lc and 5). Among the chemokines
identified in our proteomic study, only CCL7 has been
described as a ligand for CCR3 (ref. 24) (Fig. 2a). Since the
secretion of CCL5, another CCR3 ligand, has been described for
mammary adipocytes®>, we dosed this chemokine by ELISA in
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Figure 2 | CCL7/CCR3 axis is involved in the directed migration of prostate cancer cells towards PPAT. (a) Graphic representation of chemokines
identified by proteomic analyses of Ad-CM and their corresponding receptors. (b) In vitro migration of Du-145 and PC-3 cells towards medium without
serum in the presence or absence of CCL7 recombinant protein (1-100 ngml—"). Data are shown as mean +s.e.m. (n=3). The statistical differences
between the mean percentages of migrating cells in experiments performed in the presence versus in the absence of CCL7 were evaluated with Student’s
t-tests. (¢) In vitro migration of Du-145 and PC-3 cells towards Ad-CM in the presence of m/pAbs directed against CCR3 or CCL7, or control I1gG

(10 pgml=—"). Bar plots represent the percentage of migrating cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%). Data are shown as

mean = s.e.m (n=3). The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus untreated cells was evaluated
with Student's t-tests. (d) CCL7 secretion by murine visceral adipose tissue (mu-VAT, three samples) or human periprostatic adipose tissue (hu-PPAT, five
samples). Data are shown as mean £ s.e.m. (e) In vitro migration of PC-3 cells towards mu-VAT and hu-PPAT conditioned medium (AT-CM) in the presence
or absence of CCR3 antagonist (UCB35625, 200 nM), blocking m/pAbs directed against CCR3 or CCL7, or control I1gG (10 ugml 1. Bar plots represent
the percentage of migrating cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%). Data are shown as mean £ s.e.m. (n=23). The statistical
significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus untreated cells was evaluated with Student's t-tests. (f) Graphic
representation of the site of the staged biopsies performed in human prostatectomy specimens (n=3) is shown (left panel) and the expression of CCL7 in
these biopsies is shown (right panel). The mean expression of CCL7 in staged prostate biopsies was compared with the mean expression in PPAT.
Statistical analysis: * statistically significant by Student's t-test P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS, not significant. n stands for the number of replicated
independent experiments. n stands for the number of replicated independent experiments.

4 | 7:10230 | DOI: 10.1038/ncomms10230 | www.nature.com/naturecommunications


http://www.nature.com/naturecommunications

ARTICLE

Ad-CM. As shown in Supplementary Table 1, the level of CCL5
was almost undetectable in Ad-CM (mean concentration
0.01ngml ! for 1 x 10° cells compared with 28.3ngml ! for
CCL?), in accordance with the results of our proteomic analysis.
Expression of CCL7 by adipocytes has been only described in one
study using the murine pre-adipocyte cell line 3T3-L1 (ref. 26).
As illustrated by its alternate name, monocyte chemotactic
protein 3 (MCP-3), CCL7 was originally shown to recruit
monocytes to sites of injury and mediate local inflammatory
responses. This chemokine has since been shown to regulate the
migration of multiple immune cells, including T lymphocytes,
natural killer cells, immature dendritic cells, basophils and
eosinophils®’. CCL7 could also be implicated in the chemotaxis
of cancer cells to metastatic sites, although in vivo studies are
limited in number and mainly concern gastric and colorectal
cancers?®?, To our knowledge, the role of CCL7 in the
chemotaxis of prostate cancer cells has never been studied.

A set of results confirmed the role of CCL7 in the migration of
prostate cancer cells towards Ad-CM. Prostate cancer cells (PC-3
and Du-145) underwent chemotaxis in response to increasing
doses of recombinant CCL7 (Fig. 2b) and their migration was
inhibited by CCL7 neutralizing polyclonal antibody (pAb) when
Ad-CM was used as a chemoattractant (Fig. 2c). Similar results
were obtained with LNCaP and C4-2B, two less aggressive
prostate cancer cell lines, highlighting the role of the CCR3/CCL7
axis in the chemotaxis of prostate cancer cells in response to
adipocyte secretions (Supplementary Fig. 6). CCL7 was also
detected in CM of mouse visceral adipose tissue (mu-VAT-CM)
and in that of human PPAT (hu-PPAT-CM; Fig. 2d). The
migration of prostate cancer cells towards CM from these
primary tissues also depended on the CCR3/CCL7 axis (Fig. 2e).
We sought to assess the role of adipose tissue in the
CCL7-directed migration of prostate cancer cells. We first verified
that prostate cancer cells do not secrete this chemokine
(Supplementary Fig. 7a) and that the inhibition of CCR3/CCL7
did not affect cell migration in response to 10% FCS
(Supplementary Fig. 7b). Punch biopsy samples of human
prostatectomy specimens taken from the PPAT or from inside
the prostate gland revealed a strong gradient of CCL7 expression
(Fig. 2f), suggesting that CCLY7 is secreted by PPAT and passively
diffuses to the prostate peripheral zone through the prostate
capsule, that has been shown to be a permeable barrier®.
Therefore, the gradient of CCL7 found in PPAT will be able to
promote the directed migration of invasive tumour cells
expressing the CCR3 receptor.

CCR3/CCL7-induced chemotaxis is enhanced by obesity.
Obesity is associated with poor outcome in prostate cancer
patients™®. In obesity, changes in adipocyte size affect the
metabolic and endocrine functions of adipose tissue,
and infiltration by macrophages contributes to systemic
inflammation and metabolic syndrome. CCL7 has been
reported to be over—exgressed in adipose tissue in a context of
obesity at mRNA levels'® and we confirmed this over-expression
in the VAT of obese individuals and mice (Fig. 3a and
Supplementary Fig. 8a). Leptin and CCL7 expression were
correlated, suggesting that CCL7 secretion is related to the
hypertrophic state of adipocytes®' (Supplementary Fig. 8b). Using
ELISA, we confirmed that the secretion of CCL7 was higher in
obese, when compared with lean mu-VAT-CM (Fig. 3b).

The migration of prostate cancer cells in response to mu-VAT-
CM was significantly higher when cells migrate towards CM
obtained from the VAT of obese mice compared with that of lean
animals (1.9-fold increase; Fig. 3c). Importantly, this effect was
totally abrogated when the CCR3/CCL7 axis was inhibited using
pharmacological inhibitors or specific blocking mAbs (Fig. 3c).

Mature adipocytes and the so-called SVF were then separated to
determine the main source of CCL7 secretion in adipose tissue
(Fig. 3d). In lean conditions, the secretion of CCL7 was slightly
higher in adipocytes than in the SVF, and a dramatic increase of
CCL7 expression was observed in obesity only in mature
adipocytes (around fivefold increase compared with lean condi-
tions; Fig. 3e). When the secretions of adipocytes isolated from
the mu-VAT of obese mice were used as a chemoattractant, the
migration of prostate cancer cells was enhanced compared with
secretions from adipocytes isolated from lean mice (Fig. 3f). As
shown before for whole adipose tissue, the use of pharmacological
inhibitors and CCR3/CCL7 blocking m/pAbs completely
abrogated the increase of tumour cell migration observed in
obesity (Fig. 3f). The SVF fraction has a slight but significant
effect on prostate cancer migration. However, this effect was
independent of the CCR3/CCL?7 axis and obesity (Supplementary
Fig. 9). Adipocytes isolated from human PPAT exhibit very short-
term survival in culture (<4h). To circumvent this problem, we
derived adipocytes from ex vivo differentiation of progenitors
present in the SVF fraction of three patients. These adipocytes
secrete CCL7 and use of Ad-CM prepared from these cells
supported prostate cancer cells migration in a CCR3-dependent
manner (Supplementary Fig. 10). Comparison of cells differ-
entiated from lean versus obese patients would have been
informative in the context of our study.

Since it has been demonstrated that mature adipocyte CXCL12
secretion (the ligand for CXCR4) is enhanced by obesity>2, we
investigated the role of the CXCR4/CXCLI12 axis in our model.
First, we demonstrated that the secretion of CXCL12 in isolated
mature adipocytes was only slightly regulated by obesity when
compared with CCL7 (1.6-fold increase for CXCL12 and fivefold
increase for CCL7; Supplementary Fig. 11a) in accordance with
previously published data®2. Secretion of CXCLI2 was also
detected at low levels in the SVF, with a slight enhancement in
obesity (Supplementary Fig. 11a). Using the conditioned medium
from isolated adipocytes, we further demonstrated that both
CXCR4 and CXCL12 blocking mAbs inhibit the migration of
PC-3 cells by about 20% in obese, but not lean, conditions
(Supplementary Fig. 11b). However, the enhanced chemotaxis
towards the secretion of mature adipocytes isolated from obese
animals was still observed in the presence of CXCR4/CXCL12
blocking mAbs in opposition to CCR3/CCL7 m/pAbs that
completely abrogated this effect (Supplementary Fig. 1lc).
Thus, obesity increases the directed migration of prostate
cancer cells by modulating the secretory pattern of mature
adipocytes, this effect being mainly dependent on the
CCR3/CCL7 axis.

Over-expression of CCR3 in aggressive human tumours. We
sought to investigate the role of CCR3 in human prostate cancer
and, to begin with, we studied its expression in a first tissue
microarray (TMA) containing 10 normal prostate samples and 91
human prostate cancer annotated with cancer differentiation
(Gleason score). CCR3 was expressed in prostate cancer, but not
in normal epithelium (Fig. 4a), and its expression was correlated
with Gleason score that reflects both the extent of glandular
differentiation and the pattern of growth of the tumour in the
prostatic stroma (a high score is associated with an aggressive
tumour and poor prognosis)*® (Supplementary Table 2). Very
interestingly, the proportion of tumours expressing moderate and
high levels of CCR3 increased in 4+3 compared with 344
Gleason scored tumours. Despite a similar global Gleason score
(7), it has been shown that a higher contingent of undifferentiated
cells within the tumours (Gleason 4 + 3) significantly worsens the
prognosis as compared with tumours that exhibit a larger
differentiated contingent (Gleason 3 +4)34,
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Figure 3 | CCL7 secretion by mature adipocytes is positively regulated in obesity and promotes an increased directed migration of prostate cancer
cells. (a) MRNA were extracted from murine visceral adipose tissue (mu-VAT) of age-matched C57BL/6 mice either lean or obese (after 12 weeks of high-
fat diet). Expression of CCL7 mRNA was evaluated by RT-gPCR. A panel of genes whose expression has been shown to decrease (Adiponectin, ADPN) or
increase (tumor necrosis factor-oo (TNF-a0), Leptin) in obesity was used as a control to validate the samples. Data are shown as mean +s.e.m. (n=5).
(b) Secretion of CCL7 in mu-VAT-CM obtained from lean or obese C57BL/6 mice (three animals per group). Data are shown as mean £ s.e.m. (n=3).
(€) In vitro migration of PC-3 cells towards mu-VAT-CM obtained from lean or obese animals (three animals per group) treated or not with CCR3 inhibitor
(UCB35625 200 nM), blocking m/pAbs directed against CCR3 or CCL7, or control isotype (all used at 10 pg ml ~1). Data are shown as mean * s.e.m.
(n=3). The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus untreated cells was evaluated with Student's
t-tests. (d) Graphic representation of the cellular components of adipose tissue. (e) CCL7 secretion by primary adipocytes or SVF cells isolated from
mu-VAT of C57BL/6 lean or obese mice (six animals per group). Data are shown as mean £ s.e.m. (n=3). (f) In vitro migration of PC-3 cells towards
mu-VAT adipocyte-CM. Adipocytes were isolated from the mu-VAT of lean or obese C57BL/6 mice (six animals per group) in the presence or absence of
blocking m/pAbs directed against CCR3 or CCL7 or control I1gG (10 pug ml~1). Data are shown as mean +s.e.m. (n=3). The statistical significance of
differences between means of migrating cells (in %) in treated versus untreated cells was evaluated with Student’s t-tests. The differences between the
percentages of migrating cells towards Ad-CM isolated from mu-VAT from obese versus lean mice are also shown. Statistical analysis: * statistically
significant by Student's t-test P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS, not significant. n stands for the number of replicated independent experiments.

We then constructed a second fully annotated TMA from
prostatectomy pieces of 101 patients that underwent surgery
between 1 February 2010 and 1 December 2011 in the
Department of Urology of the University Hospital of Toulouse
(Supplementary Tables 3 and 4). The clinical and biochemical
(post-operative serum Prostate-Specific Antigen (PSA)) outcomes
of the patients were updated in March 2015. CCR3 staining was
then performed in this second TMA and scored by two
pathologists into low-, intermediate- and high-expressing
tumours. Stained areas of all tumours were digitalized and
protein expression was quantified using ImageJ software plugins

to obtain more accurate measures than the traditional evaluation
relying on manual scoring®3. We verified that the results
obtained were in accordance with the three groups defined by the
manual scoring (see Methods section). As shown in Table 1 and
Fig. 4b, CCR3 expression was positively correlated with Gleason
score, the size of the undifferentiated component (percentage of
tumour classified as Gleason 4 or 5), localization at the peripheral
zone of the prostate gland, local extension of the prostate cancer
(shown by pT stage), the presence of lymphatic emboli and
biochemical recurrence (BCR). Of note, CCR3 was significantly
over-expressed in tumours from obese patients (body mass index
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Figure 4 | CCR3 is expressed in prostate cancer and its expression is correlated with poor prognosis and a high risk of local extension.

(@) Immunohistochemical staining for CCR3, as well as hematoxylin counter-staining, was performed in normal epithelium and human prostate cancer
tissues. Two pathologists, who were blind to clinical data, independently scored CCR3 expression. Pictures show a representative experiment for each of the
staining intensities of CCR3 expression found in human tumours (low, moderate and high expression) whereas normal epithelium remains negative in all
tested samples (pictures, zoom 40 x ). Scale bars, 50 pm. (b) CCR3 expression was evaluated by immunohistochemistry on a TMA containing 101 tumours
in duplicate. The boxes represent the median (black middle line) limited by the 25th (Q1) and 75th (Q3) percentiles. The whiskers are the upper and lower
adjacent values, which are the most extreme values within Q3 +1.5(Q3 — Q1) and Q1 —1.5(Q3 — Q1), respectively. These box plots represent CCR3 values
comparing tumours Gleason score, tumour localization, tumour stage, patients with and without lymphatic emboli or biochemical recurrence. For the
correlation between CCR3 expression and variables with more than two ordered classes regarding disease severity (for example, Gleason score or tumour
stage), we used Spearman’s correlation tests assuming a monotonic relation between considered variables. We used Student's t-tests (notified by *) to
correlate CCR3 expression to non-ordered categorical variables (for example, presence or not of emboli or biochemical recurrence). The biochemical
recurrence, as defined by the European Association of Urology guidelines, corresponded to two PSA readings >0.2ngml .

correlated with surgical treatment failure (Supplementary
Fig. 12a). Very interestingly, when compared in patients exhi-
biting or not surgical treatment failure at 1 year of follow-up
within the four Gleason score classes (i.e. < 7,7 (3+4 or 4+ 3),
>7), CCR3 values were systematically higher in patients

(BMI) 30-35 kgm’z, 7.9 % of the cohort). This result probably
indirectly indicates that their surrounding PPAT express higher
levels of CCL7 since it has been demonstrated that chemokines
are able to regulate the expression of their own receptors®’.

We sought to enlarge these results linking CCR3 to prognosis by

investigating its role in surgical treatment failure defined either by
BCR, locoregional recurrence or distant metastases or by the use
of adjuvant radiation or hormonal deprivation therapy, criteria
that we used in a previous study>®. CCR3 values were strongly

with surgical treatment failure regardless of Gleason scores
(Supplementary Fig. 12b). Moreover, the differences in CCR3
values were greater in case of favourable Gleason score (<7;
Supplementary Fig. 12b). Finally, we observed in a small series of
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Table 1 | Histological and immunohistochemical
characteristics of the cohort.
CCR3 quantifications P value
(arbitrary units),
median (extant)
Prostatectomie piece weight (g) 48.5 (11.4-94.7) 0.82
PSA before surgery (ngml~T) 485 (11.4-94.7) 0.38
Gleason score
Gleason <7 27.2 (1.4-85.0) <0.001
Gleason =7 (3+4) 47.0 (21.0-90.2)
Gleason =7 (4+3) 52.2 (30.6-75.7)
Gleason >7 57.0 (44.7-94.7)
Tumour localization
Transition zone 37.6 (11.4-62.8) 0.04*
Peripheral zone 49.7 (17.3-94.7)
Percentage of low differentiated 48.5 (11.4-94.7) <0.001
contingent (grade 4 and 5)
pT stage
pT2b 39.9 (31.9-71.1) 0.03
pT2c 414 (11.4-75.7)
pT3a 51.6 (17.3-90.2)
pT3b 60.0 (35.9-94.7)
Lymphatic emboli
No 47.4 (1.4-90.2) 0.02*
Yes 62.0 (44.7-94.7)
Lymph node invasion
Nx (no node dissection 43.4 (18.7-71.1) 0.40*
performed)
NO 49.6 (11.4-94.7)
N1 56.4 (44.7-71.1)
Biochemical recurrence
No 42.1 (1.4-90.2) <0.001*
Yes 61.5 (42.2-94.7)
Body mass index (BMI)
Lean (BMI<30 kgm_z) 47.4 (11.4-85.0) 0.01*
Obese (BMI>30kgm~2) 64.6 (27.7-94.7)
PSA, prostate-specific antigen; TMA, tissue microarray.
CCR3 expression was evaluated by immunohistochemistry on a TMA containing 101 tumours in
duplicate. For the correlation between CCR3 expression and quantitative data (for example
prostate weight) or variables with more than two ordered classes regarding disease severity
(for example Gleason score or tumour stage), we used Spearman correlation tests assuming a
monotonic relation between considered variables. We used Student's t-tests (notified by *) to
correlate CCR3 expression to non-ordered categorical variables (for example presence or not of
emboli or biochemical recurrence). The biochemical recurrence, as defined by the European
Association of Urology guidelines, corresponded to two PSA readings >0.2ngml =",

eight patients that CCR3 expression was slightly upregulated in
tumour cells present at the invasive front compared with cells
from the centre of tumours, this effect being more pronounced in
overweight and obese patients (Supplementary Fig. 13). Note that
some blood vessels (indicated by blue stars) also express CCR3
but that quantification was only performed in tumour glands
(indicated by arrows) under the supervision of two pathologists.
These compelling results show for the first time that CCR3 is
expressed in prostate cancer and that its expression, amplified in
obesity, is correlated both with the occurrence of aggressive
prostate cancer, BCR and surgical treatment failure.

CCR3 has a major role in tumour progression in obese mice.
We then used an orthotopic graft model in the obesity-sensitive
C57BL/6 murine strain®*4 to assess the importance of the
CCR3/CCL7 axis and its regulation by obesity during prostate
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cancer dissemination in vivo. Like all prostate cancer cells studied
so far, TRAMP-C1P3 expressed the CCR3 receptor but not CCR1
(Fig. 5a). Recombinant CCL7 protein induced the migration
of TRAMP-CI1P3 cells and inhibition of the CCR3/CCL7 axis
impaired their migration towards Ad-CM (Fig. 5b,c). We
engineered TRAMP-CIP3 cell lines stably expressing three
different short hairpin RNAs (shRNA) against CCR3 (m4CCR3,
m5CCR3 and m6CCR3). CCR3 expression at the cell surface was
27-40% lower in these cells than in wild-type cells (WtCCR3;
Fig. 5d). Their migration towards Ad-CM was about twofold
lower than that of wtCCR3 cells and migration was the most
impaired in the m6CCR3 cell line (Fig. 5e). In contrast with
wtCCR3 cells, the migration of shCCR3 cells in response to
Ad-CM was not affected by the use of the CCR3 inhibitor,
UCB35625 (Fig. 5e). Of note, the migration of shCCR3 cells was
similar to wt cells when 10% FCS was used as a chemoattractant,
highlighting the specificity towards CCR3 of the observed
migration defect (Supplementary Fig. 14). Finally, in contrast
with shCtrl cells, the migration of m6CCR3 cells in response to
mu-VAT-CM from obese or lean mice was similar and was not
affected by the inhibition of the CCR3/CCL7 axis (Fig. 5f),
highlighting again the key role of this axis in the increased
prostate cancer migration observed in conditions of obesity.

ShCtrl and m6CCR3 cells were injected into the prostate of
C57BL/6 mice. After 3 weeks, tumours formed in animals injected
with shCtrl cells were significantly larger in mice fed a high-fat
diet (HFD) than in those fed a normal diet (Fig. 6a,b). In both
lean and obese conditions, tumours formed in mice injected with
cells deficient in m6CCR3 were significantly smaller than in those
injected with shCtrl cells (Fig. 6a,b). Furthermore, depletion of
CCRS3 totally abrogated the differences in tumour size observed
between lean and obese mice after injection of the parental cell
line. Persistent in vivo CCR3 depletion was confirmed by
immunohistochemistry on excised tumours (Fig. 6b). We and
others have previously demonstrated that when tumour cells
come into contact of adipose tissue, adipocytes disappear,
fibroblast-like cells accumulate and a desmoplastic stroma ensues,
indicating that a cross-talk promoting the tumour’s proliferative
and invasive capacities is being established*! ™3, In control
tumours, PPAT thickness was smaller in areas in contact with
tumour and this tissue was almost completely absent in obese
animals (Fig. 6b). The observed differences in tumour size for
shCtrl cells between obese and lean mice (Fig. 6a) suggest that the
cross-talk between adipocytes and tumour cells is amplified in
obesity, leading to increased tumour progression. CCR3-deficient
tumours were smaller in size, and the surrounding PPAT was still
present and thicker than in control tumours, demonstrating that,
in these conditions, adipose tissue is not modified by the tumour.
At proximity to CCR3-deficient tumours in obese animals, as
expected, adipocytes were hypertrophic compared with those of
lean mice, increasing PPAT thickness (Fig. 6b, middle panel).
Although we assessed that the short-term (up to 5 days) growth
of CCR3-deficient cells was similar to wt cells (Supplementary
Fig. 15), we cannot formally exclude that long-term CCR3
depletion intrinsically affects tumour growth and survival. In
conclusion, in mouse models, our compelling results show that
CCR3 is therefore a major determinant of prostate cancer
progression by influencing tumour size and adipose tissue
remodelling and that its effect is substantially influenced by
obesity.

Discussion

There is increasing evidence in the literature that tumour-
surrounding adipocytes might affect tumour progression. When
tumour cells invade the adipose tissue, we and others have
demonstrated that these invasive cells dramatically impact
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Figure 5 | Down-regulation of CCR3 expression in TRAMP-C1P3 cells. (a) One representative experiment out of three showing CCR1 and CCR3
expression detected by flow cytometry in the murine prostate cancer cell line TRAMP-C1P3. Solid histogram: control isotypes; open histogram: CCR1 or
CCR3. (b) In vitro migration of TRAMP-C1P3 towards medium without serum, supplemented or not with CCL7 recombinant protein (1-100 ng ml ~1). Data
are shown as mean + s.e.m. (n=23). The statistical differences between the mean percentages of migrating cells in experiments performed in the presence
versus in the absence of CCL7 were evaluated with Student's t-tests. (¢) In vitro migration of TRAMP-C1P3 cells towards Ad-CM as a chemoattractant
treated or not with UCB35625 (200 nM), anti-CCR3, anti-CCL7 Abs, or control isotype (10 ug ml =1, Data are shown as mean + s.e.m. (n=23). Data are
expressed as the percentage of migrating cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%). The statistical significance of differences between
means of migrating cells in treated versus untreated cells was evaluated with Student's t-tests. (d) Mean fluorescence intensity of CCR3 expression
determined by flow cytometry in TRAMP-C1P3 cells (WT), transfected with control shRNA (shCtrl) or with one of three different shRNA sequences
targeting the CCR3 receptor (shm4, m5 and m6CCR3). Data are shown as mean £ s.e.m. (n =3). The statistical significance of differences between means
of fluorescence in control or CCR3 invalidated cells versus WT cells was evaluated with Student's t-tests. (e) In vitro migration of TRAMP-C1P3 cells
transfected with either shCtrl or three different shRNA sequences targeting the CCR3 receptor (shm4, m5 and m6CCR3) towards Ad-CM. As indicated,
cells were treated with the CCR3 antagonist UCB35625. Data are shown as mean £ s.e.m. (n=23). (f) In vitro migration of TRAMP-C1P3 cells transfected
with either shCtrl or shm6CCR3 towards CM of mu-VAT adipocytes obtained from lean or obese mice. As indicated, cells were treated with Abs against
CCR3 or CCL7, or control isotype (10 ugml~1). Data are shown as mean +s.e.m. (n= 3). Statistical analysis: * statistically significant by Student’s t-test
P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS, not significant. n stands for the number of replicated independent experiments.

adipocytes that then exhibit a modified phenotype and specific to be a general phenomenon??. In vivo, morphological changes
biological features. We named these adipocytes ‘Cancer- and delipidation of adipocytes at proximity to tumours are also
Associated Adipocytes’ (CAA)**#4 In turn, CAAs modify observed. When adipose tissue is in contact with tumours,
cancer cells’ characteristics/phenotype leading to more aggres- this tissue disappears and is replaced by a desmoplastic
sive behaviour characterized by increased proliferative and reaction?>#44¢ (see also Fig. 6b). Reaching the surrounding
invasive capacities, mediated by the secretion of proteases, adipose tissue is therefore a key step in tumour progression. At a
pro—inﬂammatogy cytokines and modulation of cancer cell clinical level, this switch from a prostate-confined tumour to a
metabolism*?24°, Acquisition of a CAA phenotype has been locally disseminated cancer is also viewed as a crucial step in the

observed in various cancer types, including prostate, and appears  progression of the disease?. Based on our in vitro experiments, we
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Figure 6 | CCR3 contributes to prostate cancer progression in vivo and this event is regulated by obesity. (a) GFP-tagged shCtrl or m6CCR3 transfected
TRAMP-CI1P3 cells were injected into the prostate (dorsal lobe) of 18 week-old C57BL/6 mice fed a standard rodent diet (normal diet, ND) or a high-fat diet
(HFD). Graphs depict the tumour volume measured 21 days after injection. The mean weight of the mice before the injection, as well as the mean
tumour size + s.e.m. in each group, is shown on the legend (N> 8 tumours per group). (b) Representative photograph of a tumour from each group taken
with white light (Trans) imaging (upper line of the picture; T, tumour; SV, seminal vesicles). The three other lines represent tumour sections from each
group after hematoxylin-eosin (H&E) coloration (top and middle, T, tumour; AT, adipose tissue) and CCR3 staining in tumours (lower line). The
hypertrophy of adipocytes in obese mice is shown by their comparison with adipocytes from lean mice in mice grafted with the shm6CCR3 cell line
(mean size in ND: 56.47 £ 16.63 um versus mean size in HFD: 133.53 £ 23.82 um, P<0.001, as determined using ImageJ software). Scale bars, respectively,
for 2.5,10 and 20 x : Tmm, 250 and 125 um. (c) Quantitative expression of CCR3 staining with ImageJ. Data are shown as mean + s.e.m. (three tumours in

each group with five fields per tumour). Statistical analysis: ***

propose that this key step could be controlled by mature
adipocytes, which promote the migration of tumour cells to
PPAT through chemokine secretion. Ability of tumour cells to
migrate towards a chemokine gradient indicates that they have
developed a metastatic phenotype (with both migratory and
invasive capacities)®. Interestingly, acquisition of this phenotype
might be also facilitated by surrounding PPAT that expresses
inflammatory cytokines, including interleukin-6 (ref. 47), and
metalloproteinases?®, both favoring the invasive properties of
tumour cells®®~>!, We used in vitro and in vivo approaches
(murine models) but also human tumours to show that mature
adipocytes secrete CCL7, which diffuses through the capsule to
the peripheral zone of the prostate. Here CCL7 interacts with the
CCR3 receptor to promote cell migration along the chemokine
gradient, across the prostate capsule towards PPAT. This axis,
with the exception of one in vitro study, has not been previously
implicated in cancer>?. Hypertrophic adipocytes secrete large
amounts of CCL7, which stimulates adipocyte-dependent
directed migration, and then, would facilitate extraprostatic
extension in obesity (recapitulated in Fig. 7). The observed
increase in migration associated with obesity is totally abrogated
when the CCR3/CCL7 axis is inhibited, highlighting its key role
in this altered condition. Although the effect of the CCR3/CCL7
axis appears predominant in the enhanced migration of prostate
cancer cells, our work underlines that other chemokines and
their associated receptors, might be involved in prostate cancer
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statistically significant by Student's t-test P<0.001, NS, not significant.

directed migration towards adipose tissue. First, we demonstrated
that CXCR2 and CXCR4 also contribute to this effect (Fig. 1c,d),
and inhibition of the CXCR4/CXCL12 axis exhibited a slight but
significant effect in obese conditions (Supplementary Fig. 11b).
Second, in the presence of CXCR2, CXCR4 and CCR3 blocking
mAbs, 40% of cells still migrate, highlighting the involvement of
other receptors that remain to be identified (Fig. 1d). As reviewed
recently>?, multiple chemokines and their receptors (including, in
addition to the receptors tested in our study, CCR5, CCR7, CCRY,
CXCR3, CXCR5 and CXCR7) are involved in prostate cancer
directed migration. These additional receptors could therefore
deserve further investigation in our model. Although not
investigated in a context of obesity, a previous study
demonstrated that the homing of ovarian cancer cells to the
omentum (a large fat pad that extends from the stomach and
covers the bowel and the most frequent intra-peritoneal
localization of metastatic ovarian cancer) might predominantly
involve a CXCR1/CXCLS8 axis, at least in vitro and in murine
models*®. These results highlight that the homing of tumour cells
to surrounding adipose tissue would depend considerably on
tumour- and host-dictated characteristics (thar is, the specific
secretion pattern of adipose depots). Such a concept is supported
by our results with other types of cancer demonstrating, at least
in vitro, that their migration towards Ad-CM is rather dependent
on the CXCR2 and CXCR4 receptors, with no involvement of the
CCR3 receptor (Supplementary Fig. 5). The absence of CCR3
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Figure 7 | Schematic representation of the proposed role of PPAT in the
local dissemination of prostate cancer and its amplification in obesity.
Mature adipocytes secrete the chemokine CCL7, which diffuses through the
capsule to the peripheral zone of the prostate. The interaction between
CCL7 and the CCR3 receptor, expressed by invasive tumour cells, promote
their migration outside of the prostate gland. Hypertrophic adipocytes
secrete larger amounts of CCL7, which increases adipocyte-dependent
directed migration facilitating extraprostatic extension in obesity.

involvement in migration towards Ad-CM, despite its expression
in other cellular models, is intriguing and is not explained at the
present time. It is interesting to note that in contrast to prostate
cancer (Supplementary Fig. 7a), the other models have been
previously reported secrete CCL7 (refs 29,54). This autocrine
secretion could lead to the absence of a CCL7 gradient between
tumour cells and Ad-CM, therefore, hindering directed
migration. In addition, it has been previously documented that
CCR3 activity exhibits a marked sensitivity to relatively small
changes in the extracellular environment (such as pH and ionic
strength)® that can potentially be achieved by tumour cell
metabolism. This could also represent an interesting hypothesis
since it has been proposed that prostate cancer cells might exhibit
unique metabolic features with a higher dependence on lipid
metabolism than aerobic glycolysis for growth and survival®S.

In conclusion, deciphering the pivotal chemokine/chemokine
receptor axis for adipose tissue-induced chemotaxis in each
tumour type would considerably help to set up specific
therapeutic strategies especially in obese patients since increased
local dissemination is also observed for other cancer types, breast
cancer providing the most convincing evidence to date®”. In
human prostate cancer, we showed that the expression of the
CCR3 receptor, which is upregulated in obese patients, is
associated with aggressive prostate cancer with extended
localization and a higher risk of both BCR and treatment
failure. To our knowledge, the correlation between expression of a
chemokine receptor and these different parameters of prostate
cancer progression has never been reported within the same
study. Our results highlight the clinical relevance of CCR3
expression in prostate cancer local dissemination. Indeed, first,
CCR3 expression is correlated with Gleason score that reflects
both the extent of glandular differentiation and the pattern of
tumour growth in the prostatic stroma®®. In fact, higher Gleason
scores are characterized bZ isolated islets of cancer cells that are
able to locally disseminate®®. Second, prostate capsule penetration
and local spread, which correspond with pT stage, are also
strongly correlated with CCR3 expression. Third, our
experiments also suggest that cells expressing higher levels of

CCR3 are recruited to the invasive front and this effect is
amplified in overweight and obese patients (Supplementary
Fig. 13). Therefore, our results suggest new strategies for the
treatment of advanced prostate cancer involving CCR3
antagonists, which are currently being developed for other
diseases including asthma!”.

Methods

Antibodies. mAbs against CCR1 (clone 141-2, reference D063-3) and CCR3
(clone 444-11, reference D085-3) obtained from MBL International (Woburn,
MA, USA) were used for flow cytometry (20 pgml ~!) and as blocking antibodies
(10 pgml ~ 1y in the migration assays. Anti-CCR2 (clone E68, reference ab32144),
used for flow cytometry (20 pgml ~ 1), and anti-CCR3 (clone Y31, reference
ab32512), used for immunohistochemistry (15 pigml ™~ 1) mAbs were purchased
from Abcam (Cambridge, MA, USA). Monoclonal Abs against CXCR1 (Clone
42705, reference MAB330), CXCR2 (clone 48311, reference MAB331) and CXCR4
(clone 44716, reference MAB172) were used for flow cytometry (20 ugml ~1) and
as blocking antibodies in the migration assays (10 ugml ~!), and were obtained
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). mAbs against human CCL7 (Clone
36320, reference MAB282) and pAbs against murine CCL7 (reference AF-456)
were used as blocking antibodies in the migration assays (10 ugml ~1) were
obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). CXCL12 blocking mAbs
(Clone 79014) directed against murine CXCL12 were obtained from R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) and used for migration assay (10 ugml ~1).

Inhibitors and recombinant chemokines. Recombinant CCL7 protein was
obtained from Peprotech (Rocky hill, CT, USA). The antagonist of CXCR1 and
CXCR2, SB225002 (ref. 19) was purchased from Tocris (Bristol, UK) and used at
final concentrations from 1 to 100 nM. SB225002 inhibits neutrophil chemotaxis in
response to CXCL1 and IL8 in vitro (ICso=20nM)'®. The CXCR4 antagonist,
AMD?3100, which inhibits CXCL12-stimulated chemotaxis (ICso= 50 nM)°, was
purchased from Sigma-Aldrich and used at final concentrations from 1 to 100 nM.
The inhibitor targeting CCR2, sc-202525, which inhibits CCL2-induced
chemotaxis (ICs5o =10 nM)2° was purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, TE, USA) and used at final concentrations from 1 to 25 nM. The inhibitor
targeting CCR1 and CCR3, UCB35625 was purchased from Tocris (Bristol, UK)
and used at final concentrations from 1 to 200 nM. This molecule inhibits
CCL11-induced chemotaxis in cells transfected with CCR3 (with an ICs, value of
93.8 nM)2!. The maximal doses (between two- and 2.5-fold the ICso) do not exhibit
toxicity on prostate cancer cells as determined by 3-(4,5-diMethylThiazol-2-yl)-
2,5-diphenylTetrazolium bromide (MTT) assays after 24 h exposure (<15%
decrease in the number of treated cells compared with untreated control). All the
molecules were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO). The final DMSO
concentration of each dilution was used in all corresponding controls.

Cell lines and culture. The human prostate tumour cell lines LNCaP (ATCCCRL-
1740), C4-2B (from DSMZ, Braunschweig, Germany), Du-145 (ATCCHTB-81)
and PC-3 (ATCCCRL-1435; provided by Dr Olivier Cuvillier, IPBS, Toulouse,
France) were used in this study. LNCaP, Du-145 and PC-3 are derived from
human prostate carcinoma metastases (lymphonodal, brain and bone lesions,
respectively®0=62). C4-2B cell line was derived from a bone metastasis after
orthotopic transplantation of C4-2 cells (subclone of LNCaP) in nude mice®.

The human colon carcinoma cell lines sw480 (ATCCCCL-228) and sw620
(ATCCCCL-227; provided by Dr A. Ferrand, CRCT UMR 1037, Toulouse, France),
the pancreatic cancer cell line CAPAN (ATCC HTB-79) and PANC- I
(ATCCCRL-2547) (provided by Dr C. Bousquet, CRCT UMRI1037, Toulouse,
France), the breast cancer cell lines T-47D (ATCC HTB-133) and MDA-MB321
(ATCCCRM-HTB-26; provided by Dr K. Bistricky, LBME), the melanoma cell
lines 501mel and Lul205 (gifts from Dr L. Larrue, Institut Curie, Orsay, France ).
All cell lines were cultured in RPMI medium (Invitrogen, Auckland, NZ)
supplemented with 10% FCS, 125 mgml ~! streptomycin and 125 Ul ml !
penicillin, in a humidified atmosphere of 5% CO,.

The murine prostate cancer cell line TRAMP-C1P3 (ATCCCRL-2730)% was
kindly provided by Dr Richard P. Ciavarra (Eastern Virginia Medical School,
Norfolk, VA) and cultured in DMEM medium (Invitrogen, Auckland, NZ)
supplemented with 10% FCS, 5mgml~! insulin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), 10nM dihydrotestosterone (Sigma-Aldrich) and antibiotics. The
TRAMP-CI1P3 was obtained using an in vivo selection scheme of intraprostatic
implantation of TRAMP-C1 cells, derived from a prostate adenocarcinoma in
transgenic C57BL/6 mice expressin§ the antigen SV40 under the control of the
prostate specific probasin promoter’. All the cell lines were used within 2 months
after resuscitation of frozen aliquots. To obtain TRAMP-C1P3 cells with stable
downregulation of CCR3 expression, cells were transduced with the lentiviral
vector PLVTMH containing either control or shRNA coding sequences for murine
CCR3 (NM_009914). Note that cells transduced with lentiviral vectors also
expressed GFP. Interference sequences were generated with the ‘siDesign’
Dharmacon tool. The sequences of the sense strands of the shRNAs generated are:
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m4CCR3 5'-cgcgtccccAGACCACACCCTATGAATAttcaagagaTATTCATAGG
GTGTGGTCTtttttggaaat-3', m5CCR3 5'-cgcgtcccc GACCACACCCTATGAATAT
ttcaagagaATATTCATAGGGTGTGGTCtttttggaaat-3' m6CCR3 5'-cgegtccccGGTG
AGAGGTTCCGGAAACttcaagagaGTTTCCGGAACCTCTCACCttttttggaaat-3’
under the control of the H1 promoter. Nucleotide sequences targeting CCR3 are
shown in capital letters, whereas the sequence responsible for the hairpin structure
and sequences necessary for the directional cloning are shown in lowercase letters.
293T cells were kindly provided by Genethon (France) and cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% FCS. Generation of
293T-LVTHM-shCCR3 and preparation of high-titer lentiviral vector pseudotyped
with VSV-G protein was performed as followed. Subconfluent 293T cells were
cotransfected with 20 pg of a plasmid vector, 15 ug of pCMV-AR8.91, and 5 pug of
pMD2G-VSVG by calcium phosphate precipitation. After 16 h medium was
changed, and recombinant lentivirus vectors were harvested 24 h later. Cells
(50 x 10%) were plated on 35-mm dishes 24 h before transduction with viral vectors
at a multiplicity of infection of 10:1 (refs 64,65). One week after transduction and
amplification, sterile fluorescence-activated cell sorting was used to select a
population consisting of >90% GFP-expressing cells. The cells were kept in
culture for a maximum of 1 month and the expression of GFP was checked
every week.

The murine 3T3-F442A pre-adipocyte cell line was cultured in DMEM
(Invitrogen, Auckland, NZ) supplemented with 10% FCS, 2mM glutamine
and antibiotics. Differentiation was induced by incubating confluent cells in
differentiation medium (DMEM supplemented with 10% FCS and50 nM insulin)
for up to 14 days after which more than 90% of the cells had accumulated fat
droplets.

Ad-CM was obtained by incubating the murine adipocytes in DMEM medium
containing no FCS and 1% BSA (Sigma-Aldrich) and, after 12h, the medium was
harvested and immediately stored at — 80 °C. Media from a six-well plate in which
the cells were differentiated was pooled to create one sample of Ad-CM. The frozen
aliquots were only used once, as for all the conditioned media used in our study.
For migration assays, the conditioned medium was diluted to one half in DMEM
medium containing 1% BSA. Cell lines were authenticated on the basis of viability,
recovery, growth rate and morphology. Cell lines were regularly tested for
mycoplasma contamination.

Mice. Mice were handled in accordance with National Institute of Medical
Research (INSERM) principles and guidelines. C57Bl6/] male mice were obtained
from Janvier (Le Genest St Isle, France). Mice were housed conventionally in an
animal room at constant temperature (20-22 °C) and humidity (50-60%), and with
a 12h light-dark cycle. All the mice had free access to food and water throughout
the experiment. The C57Bl6/] mice were assigned to a normal diet (PicoLab Rodent
Diet 20, Purina Mills, Inc., Brentwood, MO, USA) or HFD (Research Diets, Inc.,
New Brunswick, New Jersey, USA). The energy contents of the diets were as
follows: 16% protein, 81% carbohydrate and 4% fat for the normal diet; 20%
protein, 20% carbohydrate and 60% fat for the HFD. C57Bl6/] mice (initially

10 weeks old) were fed a normal diet or a HFD for 8-10 weeks. A 10-week period
of HFD is used to mimic the development of obesity in humans associated with the
emergence of insulin resistance and low-grade inflammation®. To collect visceral
adipose tissue (mu-VAT), mice were killed at 20 weeks. For intraprostatic injection
of TRAMP-CI1P3 cells expressing control (Ctrl) or anti-CCR3 shRNA, we used
mice fed either a normal diet or a HFD at 18 weeks. The mice continued to be fed
either a normal diet or HFD and were killed 3 weeks later (21 weeks old). The
Midi-Pyrénées animal ethics committee approved all procedures.

Conditioned medium from mu-VAT. Mu-VAT was dissected from lean or obese
mice immediately post mortem. Mu-VAT was weighed and 1 g of tissue was placed
immediately in 8 ml of DMEM medium supplemented with 1% BSA. Mu-VAT
was incubated overnight at 37 °C in a humidified incubator with 5% CO,, the
medium was collected (mu-VAT-CM) and stored in small aliquots at — 80 °C.
Mu-VAT-CM was obtained from three animals from each group (lean or obese).

Conditioned medium from isolated adipocytes and SVF. In particular
experiments (see text), mature adipocytes and SVF cells were isolated from whole
mu-VAT. Briefly, mu-VAT (1g of tissue) was incubated in 8 ml of DMEM, 1%
BSA in the presence of liberase at a final concentration of 25 pgml ~! (Roche
Applied Science, Meylan, France) for 30 min at 37 °C under shaking. After
digestion, FCS at a final 5% concentration was added to inhibit the liberase. The
samples were then centrifuged (20 min, room temperature, 100 g) to separate
adipocytes (floating cells) from the SVF (pellet). Six animals from each group (lean
or obese) were used for one experiment. The pooled isolated primary adipocytes
and SVF cells were then cultured (5 x 10° cells) in 5 ml of DMEM (without serum)
containing 1% BSA for 24 h and the CM was collected at the end of the incubation
period and immediately stored at — 80 °C.

Hu-PPAT samples. hu-PPAT samples were collected from radical prostatectomy
in accordance with the recommendations of the ethics committee of the Rangueil
Hospital (Toulouse, France). All patients gave their informed consent to participate
to this study, which was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki

12

Principles as revised in 2000. PPAT samples were collected at a distance from
the tumours and were macroscopically devoid of fibrosis. These samples were
collected and treated within 15 min after the surgery to limit the delay between
devascularization and freezing, thus ensuring the preservation of labile molecules.
PPAT samples were weighed and 1g of tissue was placed immediately in 5ml

of DMEM supplemented with 1% BSA. Hu-PPAT was incubated overnight at
37°C in a humidified incubator with 5% CO, and the medium was collected
(hu-PPAT-CM). For each patient (n=5), hu-PPAT-CM was separated into small
aliquots and immediately stored at — 80 °C. In specified experiments, staged
biopsies were performed in three independent prostatectomy pieces (punch biopsy
with 4 mm trocard). These biopsies were performed in PPAT, at the same level as
the prostate capsule and inside the prostate gland (at 2 and 4 cm from the prostate
capsule, for biopsy 2 and 3, respectively). After sampling, the tissues were frozen
in liquid nitrogen and stored at — 80 °C. For CCL7 ELISA assays, tissues

were dissociated with a tissue dissociator, which enables the release of secreted
substances from the tissue (GentleMACS, Miltenyi Biotec, Inc., Auburn, CA, USA),
in 1 ml of buffer containing PBS 1 x and 1% BSA.

Ex vivo differentiation of progenitors cells from the SVF of hu-PPAT. PPAT
pieces were submitted to collagenase digestion as previously described in Methods,
then centrifuged to separate adipocytes from SVF (pellet). The SVF was then used
for ex vivo differentiation. Briefly, confluent cells (day 0) were differentiated

in DMEM containing 1 pM insulin, 10 pM dexamethasone, 0.5 mM IBMX,
supplemented with 10% FCS, 2mM glutamine and antibiotics. Two days post
induction, medium was changed to DMEM containing only 1 uM insulin, 10% FBS
with glutamine and antibiotics. After 10-14 days of culture in lipogenic medium,
Ad-CM was attained by incubating the obtained mature adipocytes (obtained
from human PPAT) in DMEM medium containing no FCS and 1% BSA
(Sigma-Aldrich) for 12 h, after which, the medium was harvested, and immediately
stored at — 80 °C. The media from each six-well plate of differentiated cells was
pooled to create one sample of Ad-CM. The frozen aliquots were only used once,
as for all the conditioned media used in our study. For migration assays, the
conditioned medium was diluted to one half in DMEM medium containing

1% BSA.

Human visceral adipose tissue. Human visceral adipose tissue (hu-VAT) was
collected according to the guidelines of and the full ethical approval from the Ethics
Committee of Toulouse Rangueil and Nancy Jeanne d’Arc Hospitals. All patients
gave their informed consent to participate in the study and research was conducted
in accordance with the Declaration of Helsinki Principles as revised in 2000 (http://
www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/). Hu-VAT samples from normal
weight individuals were obtained from eight patients undergoing intra-abdominal
surgery (aged 42.7 + 4.5 years, BMI 23.1 £ 3.3kgm ~2). Hu-VAT from obese
individuals was obtained from 18 patients suffering from morbid obesity grade III
undergoing bariatric surgery (aged 44.5 * 1.8 years, BMI 47.6 + 1.3kgm ~ 2). Tissue
samples were immediately frozen in liquid nitrogen after removal and stored at
—80°C. Samples were then used for mRNA extraction and quantitative reverse
transcription PCR (RT-qPCR).

Boyden chamber migration assays. For cell migration, 2 x 10° serum-deprived
cells were seeded in the upper chamber of Transwell plates (obtained from Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Germany, 8 pM pores). The lower chamber was filled
with either DMEM without serum, DMEM containing 10% FCS or Ad-CM.
Similar experiments were also performed with lower chambers filled with
mu-VAT-CM, primary Ad-CM, SVF-CM (from lean or obese mice) or
hu-PPAT-CM. After 12 h incubation at 37 °C, non-migrated cells were removed by
wiping the upper side of the membranes with a cotton swab. This step was omitted
for a control assay to assess the total number of viable cells at the end of the
experiment. The transmigrated cells present in the undersurface of the inserts were
stained with Toluidine blue 1% supplemented with 0.1 M borax (Sigma, St Louis,
MO, USA). Membranes were then cut and incubated in a lysis buffer (Tris-HCI
6.25mm (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 10% B-mercaptoethanol). Absorbance at
570 nm was measured with a 100 pl aliquot in duplicate transferred to a 96-well
plate (LQUANT from Biotek Instrument Inc, Winooski, VT, USA). In particular
experiments, cells were pre-incubated for 30 min at 37 °C with blocking mAbs
directed against CCR3, CCL7 or control IgG at a final concentration of 10 pgml ~ 1
or with pharmacological inhibitors against CXCR1/2, CXCR4, CCR1/CCR3 or
CCR2. Experiments with recombinant chemokine CCL7 were also performed. In
this case, the chemokine was added to the culture medium containing 0.1% BSA
without serum in the lower chamber.

Flow cytometry and ELISA. For flow cytometry analyses, 1 x 10° prostate tumour
cells were fixed using paraformaldehyde solution (3.7% diluted in PBS) during
20 min at 4 °C. After washing with PBS, cells are incubated for 2h at 4°C with
10-20 ugml ~ ! of mAbs (as recommended by the manufacturer) or matched
control isotypes at similar concentrations. After washing with PBS containing
0.5% BSA and 2% FCS, cells were incubated for 30 min at 4 °C with secondary
fluorescein-labelled IgG. The cells were analysed in a FACScan flow cytometer
(Becton Dickinson, Franklin Lanes, NJ). Secreted murine and human CCL7 were
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Table 2 | Primers used for RT-qPCR analysis.

Genes Species Forward primer Reverse primer [C]
CCL7 Murine 5-AAGATCCCCAAGAGGAATCTCAA-3 5-CTTCCCAGGGACACCGACTA-3' 900 nM
CCL7 Human 5-AAACCTCCAATTCTCATGTGGAA-3 5'-CAGAAGTGCTGCAGAGGCTTT-3’ 900 nM
Leptin Murine 5-GGGCTTCACCCCATTCTGA-3’ 5'-TGGCTATCTGCAGCACATTTTG-3' 900 nM
Leptin Human 5'-CCTTCCAGAAACGTGATCCAA-3 5-GGCCAGCACGTGAAGAAGAT-3' 900 nM
Adiponectin Murine 5'-TGGAATGACAGGAGCTGAAGG-3' 5'-TATAAGCGGCTTCTCCAGGCT-3 300nM
Adiponectin Human 5'-GCAGAGATGGCACCCCTG 5-GGTTTCACCGATGTCTCCCTTA-3’ 900 nM
TNF-o. Murine 5-TGGGACAGTGACCTGGACTGT-3' 5-TTCGGAAAGCCCATTTGAGT-3' 300nM
TNF-a Human 5'-CCGAGTCTGGGCAGGTCTAC-3’ 5'-TGGGAAGGTTGGATGTTCGT-3 300nM
GAPDH Murine and Human 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’ 500 nM
HPRT Murine and Human 5'-TGGCCATCTGCCTAGTAAAGC-3 5'-GGACGCAGCAACTGACATTTC-3’ 500 nM
RT-gPCR, quantitative reverse transcription PCR.

quantified with an ELISA kit from Peprotech and R&D Systems, respectively,
according to the protocols provided by the manufacturers. Secreted murine
CXCL12 was quantified with an ELISA kit from R&D systems, according to the
protocols provided by the manufacturers.

RNA extraction and RTq-PCR. Total RNAs were extracted using the RNeasy mini
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Gene expression was analysed using
RT-qPCR. Total RNAs (1 ng) were reverse transcribed for 60 min at 37 °C using
Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, Auckland, NZ) in the presence of a
random hexamer. A minus reverse transcriptase reaction was performed in parallel
to ensure the absence of genomic DNA contamination. RT-qPCR was performed
starting with 25 ng of cDNA and 300, 500 or 900 nM concentration of a mix of
sense/antisense primers (depending on genes) in a final volume of 25 pl using the
SYBR Green Universal PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Fluorescence was monitored and analysed in a GeneAmp 7300 detection system
instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA). Analysis of housekeeping genes
HPRT and GAPDH (500 nM) was performed in parallel to normalize for gene
expression. Data were analysed by the 2~ 2ACt method and presented as fold
change relative to a control sample after normalization against the expression of
housekeeping genes. Here Ct corresponds to the number of cycles needed to
generate a fluorescent signal above a predefined threshold. All primers used in this
study have been validated for PCR efficiency and are presented in Table 2.

Analysis of the adipocyte secretome by mass spectrometry. Ad-CM

(serum- and phenol red-free) was collected on ice, centrifuged and filtered to
remove cell debris and supplemented with complete protease inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich). A total of 5ml of Ad-CM was concentrated with StrataClean
resin (Stevens, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. After
reduction and alkylation of cysteine, the sample was separated by 12% acrylamide
SDS-PAGE. Proteins were visualized by Coomassie Blue staining and each lane
was cut into 13 homogenous slices and subjected to in-gel tryptic digestion. The
tryptic digest was analysed by nano liquid chromatography coupled with tandem-
mass spectrometry with an Ultimate3000 system (Dionex, Amsterdam, The
Netherlands) coupled to an LTQ-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany)®’, except that peptides were eluted with a 5-50%
gradient of solvent B for 60 min at a 300 nlmin ~ ! flow rate. Mascot was used to
automatically extract peak lists from raw files. MS/MS data were searched against
all entries in the Mus musculus database and identified peptides were validated with
in-house software®’, except that 1% false discovery rate was used for validation.

Surgical orthotopic implantation of TRAMP-C1P3 cells. Intraprostatic grafts of
either TRAMP-C1P3 shCtrl or shm6CCCR3 were established in 18 week-old
C57BL/6 mice fed either a normal diet or HFD by surgical orthotopic implantation.
Mice were anaesthetized by isoflurane inhalation and placed in the supine position.
A lower midline abdominal incision was made and 30 pl of tumour cell suspension
(2 x 10° cells) was injected into the dorsal lobe of the prostate with a 30-gauge
needle and glass syringe. The surgical wound was closed in two layers with

4-0 Dexon interrupted sutures. All procedures were performed with a dissecting
microscope. The local Institutional Animal Care and Use Committee approved the
experimental protocols described in the study.

Autopsy and histology. All mice were killed 21 days later. A midline incision was
made to access to the abdominal cavity. The tumours were removed en bloc with
the seminal vesicles and the surrounding adipose tissue, weighed, and a picture of
the tumours was taken. Tumours were then fixed in 4% paraformaldehyde and
embedded in paraffin. Sections were stained with hematoxylin and eosin to confirm
the nature of the disease and to assess extraprostatic extension and the aspect of
adipose tissue. CCR3 expression was determined with the protocol described for
human samples (see below).

Patients and prostate cancer TMA. The first TMA, previously developed by the
Pathology Department of Toulouse Rangueil Hospital, containing specimens of
prostate cancer (n =91 in duplicates) and normal epithelium (# =10 in duglicates)
was used to report CCR3 expression in relation to cancer differentiation®, The
sum of tumour Gleason scores was recorded for each microarray. The second fully
annotated TMA was engineered from prostatectomy pieces of 101 patients that
underwent surgery between 1 February 2010 and 1 December 2011 in the
Department of Urology of the University Hospital of Toulouse (directed by
Professor P. Rischmann). The clinical and biochemical (PSA measurement)
follow-up of the patients was updated in March 2015. Surgical treatment consisted
of a robot-assisted, open-retropubic radical prostatectomy. Prostatectomy was
associated in some cases with ilio-obturator bilateral lymphadenectomy (standard
or extended). All patients included in the study had localized disease without
metastasis (as assessed by clinical and radiological examinations) at the time of the
surgery. All patients signed a consent form for the use of their tissue samples for
scientific purposes before surgical intervention. The surgery specimen was treated
within 15 min of its removal to limit the delay between devascularization and
freezing, thus ensuring the preservation of labile molecules. Tissue samples were
placed in cryovials, frozen in liquid nitrogen and stored at — 80 °C. Two
pathologists (Dr Catherine Mazerolles and Dr Youri Socrier), who were blind to
clinical data, independently selected the areas of interest used for the preparation of
TMA. Selected tumour areas had a morphology and histological differentiation
similar to the tumour Gleason score of the whole tumour or the worst Gleason
score found in the tumour in the case of multifocal tumours. After selecting the
sample block, 0.2 mm diameter core samples were included according to a
predetermined pattern in a recipient block. Gleason scores, pathological and
clinical stage, surgical margins (a positive surgical margin was defined as cancer
cells in contact with the inked specimen surface), follow-up time and BCR, as
defined by the European Association of Urology guidelines by two PSA readings
>0.2ngml~! (ref. 69), were available for all patients. Surgical treatment failure
was defined by patients exhibiting either BCR, locoregional recurrence or distant
metastases or by the use of adjuvant radiation or hormonal deprivation therapy, as
previously defined®®.

Analysis of the expression of CCR3 by immunohistochemistry. Immuno-
histochemical experiments were performed to detect the expression of CCR3 in
prostate cancer TMA. Immunostaining was performed with the EnVision FLEX
Mini Kit, High pH (Dako Autostainer/Autostainer Plus; Dako France, Trappes,
France). The TMA were immersed in xylene to remove paraffin and then
rehydrated by successive baths of graded alcohol (100-70% and then distilled
water), followed by treatment with the antigen unmasking solution for antigen
retrieving (Citrate Target Retrieval Solution from Dako) in a water bath at 95°C.
After saturation of endogenous peroxidases (Peroxidase blocking solution from
Dako), the samples were incubated with the primary anti-CCR3 antibody (diluted
to 1/100). TMAs were then incubated with FLEX/HRP conjugate secondary
antibody (EnVision FLEX + Mouse and Rabbit from Dako). The samples were
rinsed, then treated with liquid DAB (BioGenex, San Ramon, CA) and washed with
distilled water. Finally, the counter-staining was carried out with hematoxylin
(Dako) and the various TMA were mounted with Eukitt reagent. Two pathologists,
who were blind to clinical data, independently scored CCR3 expression in human
tumours as negative, low, moderate (mid) or high (manual scoring). None of the
tumours were negative for CCR3 expression. The slides were then digitally scanned
via Hamamatsu Nanozoomer 2.0RS and analysed with the device software
provided by the manufacturer. The intensity of CCR3 staining has been quantified
by computer through the use of Image] software, with tumour staining separated
using deconvolution plug-in3>3°, As a first step, we used a color deconvolution
technique to separate the pure DAB and hematoxylin stained areas leaving a
complimentary image. The pixel intensities of separated DAB or hematoxylin
images range from 0 to 255. Value 0 represents the lightest shade of the color while
255 represent the darkest shade of the color in the image. To assign an automated
score by judging the pure DAB staining pattern, a histogram profile of every image,
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that is, the number of pixels of a specific intensity value versus their respective
intensity was raised using Image] standard programme feature. Note that we
excluded the pixel intensity values corresponding to the unspecific staining.
Intensity for each tumour gland was quantified after manual selection of the area of
interest under the supervision of pathologists. Finally, we verified that the results
obtained were in accordance to the three groups defined by the manual scoring
(median signal  s.e.m., low expression: 28.5 * 4.1, moderate: 46.2 + 2.0, high:
56.0 & 3.1 arbitrary units).

Expression of CCR3 in pT3 human tumours. Frozen tissues obtained after radical
prostatectomy of eight patients with pT3a or pT3b prostate cancer, defined by two
pathologists (Dr Catherine Mazerolles and Dr Youri Socrier), were analysed for
CCR3 expression. Four of these patients presented BMI<25 and four BMI > 25.
All these patients underwent surgery between 1 February 2010 and 1 December
2011 in the Department of Urology of the University Hospital of Toulouse
(directed by Professor P. Rischmann) and signed a consent form for the use of their
tissue samples for scientific purposes before surgical intervention. The staining of
CCR3 and slides digitalization has been performed as previously. Note that some
blood vessels also express CCR3 but that quantification was only performed in
tumour glands under the supervision of two pathologists.

Analysis of cell number by thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) assay.
PC-3 or TRAMP-CI1P3 cells transfected with either a control vector (shCtrl) or an
sh directed against CCR3 (shm6CCR3) were plated (3 x 10% cells) in quadruplicate
for each time point in a 96-well plate. Following the attachment of all cells after 6 h,
the number of viable cells was measured by an MTT assay. Briefly, 100 ul of MTT
(50 mgml ~ 1y was added to the wells and incubated for 2 h. After aspiration, 100 pl
of DMSO was added to each well and incubated for 15min at 37 °C to solubilize
the bio-reduced coloured MTT-formazan and to lyse the cells. The optical density
was read at 570 nm in a microplate reader.

Statistical analysis. The statistical significance of differences between means was
evaluated with unpaired Student’s ¢-tests. All statistical tests were two-sided.

P values below 0.05 (*), <0.01 (**) and <0.001 (***) were deemed as significant
and ‘NS’ was used to denote not significant. For the analysis of TMA, we first
performed a descriptive analysis with the clinical and biological features of patients.
We then examined the clinical and biological characteristics of patients to identify
patients with aggressive and extended tumours. For the correlation between CCR3
expression and quantitative data (for example, prostate weight) or variables with
more than two ordered classes regarding disease severity (for example, Gleason
score or tumour stage), we used a Spearman’s rank correlation test assuming a
monotonic relation between considered variables. We used the Student’s t-test to
correlate CCR3 expression to non-ordered variables represented by a category
(for example, presence or absence of lymphatic emboli). Non-parametric tests are
more conservative than parametric tests. In some cases, we also expected a lack of
statistical power given the limited size of some sub-populations of variables. Leptin
and CCL7 expression in hu-VAT were correlated using Pearson’s correlation
analysis.
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Supplementary Figure 1. CCR3 is involved in the migration of Du-145 cells towards Ad-CM. (a)
One representative experiment out of three showing the expression of chemokine receptors (CXCR1,
CXCR2, CXCR4, CCR1, CCR2 and CCR3) detected by flow cytometry in the human prostate cancer
cells, Du-145. Solid histogram: control isotypes; open histogram: indicated antigens. (b) Du-145 cells
were pre-incubated or not with the SB225002 (CXCR1/2 inhibitor, 50nM), AMD3100 (CXCR4 inhibitor,
100nM), sc-202525 (CCR2 inhibitor, 25nM) or UCB35625 (CCR1/3 inhibitor, 200nM) for 30 minutes
and migration towards Ad-CM (obtained from in vitro differentiated 3T3-F442A mature adipocytes) was
performed for 12 h in the presence of inhibitors. (¢) Similar experiments were performed in the
presence of cells treated or not with control isotype, anti-CXCR1, anti-CXCR2, anti-CXCR4, anti-
CCR1 or anti-CCR3 mAbs, all used at 10ug ml™". Data are expressed as the percentage of migrating
cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%) and are shown as meanzs.e.m (n=3).
The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus
untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: * statistically significant
by Student's t-test, p<0.05, *** p<0.001, NS for not significant. n stands for the number of replicated
independent experiments.
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Supplementary Figure 2. Pharmacological inhibitors used in migration assays are not toxic for
prostate tumor cells. The effect of the chemokine receptors inhibitors on PC-3 cells viability was
determined using MTT assays. Cell viability was determined with cells exposed during 24 h to
increasing doses of the pharmacological inhibitors. Data are expressed as the number of treated
viable cells relative to the viability of untreated cells (set to 1) and are shown as meants.e.m (n=3).
The statistical significance of differences between means of viable cells (in %) in treated versus
untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: NS for not significant. n
stands for the number of replicated independent experiments.



_‘A
o N
g ¢

*k

=]
o
1

60
40-

% of migrating cells
(compared to Ad-CM)

204

0 T T

CXCR1/2 inhibitor (50nM) - +
CXCR4 inhibitor (100nM) - - +

CCR2 inhibitor (25nM) - - - + -
CCR1/3 inhibitor (200nM) - - - - +

+ + + +

Supplementary Figure 3. CCR3 receptor is a key player in prostate cancer cell migration
towards Ad-CM compared to CXCR2, CXCR4 and CCR2. PC-3 cells were pre-incubated or not with
the SB225002 (CXCR1/2 inhibitor, 50nM), AMD3100 (CXCR4 inhibitor, 100nM), sc-202525 (CCR2
inhibitor, 25nM) or UCB35625 (CCR1/3 inhibitor, 200nM) for 30 minutes and migration towards Ad-CM
(obtained from in vitro differentiated 3T3-F442A mature adipocytes) was performed for 12 h in the
presence of inhibitors (used alone or in combination). Bar plots represent the percentage of migrating
cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%). Data are shown as meants.e.m (n=3).
The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %) in treated versus
untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: Statistical analysis: *
statistically significant by Student's t-test p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS for not significant. n
stands for the number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 4. CCR3 is not involved in the migration of other cancer models towards
Ad-CM. (a) One representative experiment out of three showing CCR3 expression detected by flow
cytometry in human prostate cancer (Du-145 and PC-3), breast cancer (T-47D and MDA-MB231),
melanoma (501mel and Lu1205), pancreatic cancer (CAPAN and PANC-1) and colon cancer (sw620
and sw480) cell lines. Solid histogram: control isotypes; open histogram: CCR3. CCR1 expression
was not detected in all the cell lines (data not shown) (b) In vitro migration towards either 0% FCS or
Ad-CM (in vitro differentiated 3T3-F442A mature adipocytes) of human prostate cancer (Du-145 and
PC-3), breast cancer (T-47D and MDA-MB231), melanoma (501mel and Lu1205), pancreatic cancer
(CAPAN and PANC-1) and colon cancer cells (sw620 and sw480) treated or not with UCB35625
(200nM). Cells were pre-incubated with the inhibitor for 30 minutes and the inhibitor remained present
during the migration (12 h for prostate, breast, pancreas, colon cancer models and 24 h for melanoma
cells). For each cancer model a poorly aggressive cell line (T-47D, 501mel, CAPAN and sw620) and
an aggressive cell line (MDA-MB231, Lu1205, PANC-1 and sw480) were chosen. Note that the
migration of aggressive cells towards Ad-CM was higher than poorly aggressive cells. The migration
towards 0% FCS that relied on chemokinesis was not affected by CCR3 inhibitor in all tested models.
CCRS3 inhibitor affects the migration towards Ad-CM of prostate cancer cell lines and of one breast
cancer cell line MDA-MB231 (to a slight extent, 20% inhibition). The migration of the other models was
unaffected by CCR3 antagonist. Data are shown as meants.e.m (n=3). The statistical significance of
differences between means of migrating cells (in %) in treated versus untreated (NT) cells was
evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: * statistically significant by Student's t-test p<0.05,
*** p<0.001, NS for not significant. n stands for the number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 5. Migration of breast, pancreatic, colon cancers and melanoma towards
Ad-CM predominantly involves CXCR2 or CXCR4 receptors. (a) One representative experiment
out of three showing CXCR1, CXCR2, CXCR4 and CCR2 expression detected by flow cytometry in
human breast cancer (MDA-MB231), melanoma (Lu1205), pancreatic cancer (PANC-I) and colon
cancer (sw480) cell lines. Solid histogram: control isotypes; open histogram: chemokine receptor
expression. (b) In vitro migration towards Ad-CM (in vitro differentiated 3T3-F442A mature adipocytes)
of human breast cancer (MDA-MB231), melanoma (Lu1205), pancreatic cancer (PANC-I) and colon
cancer cells (sw480) treated or not with the SB225002 (CXCR1/2 inhibitor, 50nM), AMD3100 (CXCR4
inhibitor, 100nM), sc-202525 (CCR2 inhibitor, 25nM) or UCB35625 (CCR1/3 inhibitor, 200nM), with
control |sotype anti-CCR1, anti-CCR3, anti-CXCR1, anti-CXCR2 or anti-CXCR4 mAbs, all used at
10ug ml™". Cells were pre- mcubated with the |nh|b|tors or mAbs for 30 minutes and the inhibitors or
mAbs remained present during the migration experiments (12 h for prostate, breast, pancreas, colon
cancer models and 24 h for melanoma cells). The line surrounding the histogram indicates the mAb
that induces the highest inhibitory effect in cell migration. Bar plots represent the percentage of
migrating cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%). Data are shown as
meants.e.m (n=3). The statistical significance of differences between means of migrating cells (in %)
in treated versus untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-tests. Statistical analysis: *
statistically significant by Student's t-test p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS for not significant. n
stands for the number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 6. CCR3/CCL7 axis is involved in the migration of the poorly aggressive
prostate cancer cell lines, LNCaP and C4-2B, towards Ad-CM. (a) One representative experiment
out of three showing the expression of chemokine receptors (CCR1 and CCR3) detected by flow
cytometry in the human prostate cancer cells, LNCaP and C4-2B. Solid histogram: control isotypes;
open histogram: indicated antigens. (b) Migration of LNCaP and C4-2B cells towards Ad-CM in the
presence or not of UCB35625 (200nM), or control IgG or m/pAbs directed against CCR3 or CCL7
(10ug mI™"). Data are shown as meants.e.m (n=3). The statistical significance of differences between
means of migrating cells (in %) in treated versus untreated (NT) cells was evaluated with Student’s t-
tests. Statistical analysis: ** statistically significant by Student's t-test p<0.01, *** p<0.001, NS for not
significant. n stands for the number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 7. Absence of autocrine secretion of CCL7 in prostate cancer cells. (a)
Dosage of CCL7 by ELISA in the CM of indicated prostate cancer cell lines. CM was obtained by
incubating prostate tumor cells overnight in medium without serum containing 1% BSA. At the end of
the incubation period, the medium was collected and stored in small aliquots at -80°C. The secretion
of CCL7 is shown as meants.e.m (n=3) and hu-PPAT CM is used as a positive control. (b) /n vitro
migration of PC-3 cells towards a medium containing 10% FCS used as a chemoattractant treated or
not with UCB35625 (200nM), anti-CCR1 or anti-CCR3 mAbs, anti-CCL7 pAbs, or control isotype (all
used at 10ug ml'1). Data are shown as meants.e.m (n=3). The statistical significance of differences
between means of migrating cells (in %) of treated versus untreated cells (NT) was evaluated with
Student’s t-tests. Statistical analysis: NS for not statistically significant. n stands for the number of
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Supplementary Figure 8. CCL7 expression is up-regulated in human VAT in obesity. (a) mRNA
were extracted from human visceral adipose tissue (hu-VAT) of either lean (N=8) or obese (N=18)
patients undergoing abdominal surgery. Expression of CCL7 mRNA was evaluated by RT-qPCR. A
panel of genes whose expression has been shown to decrease (Adiponectin, ADPN) or increase
(TNFa, Leptin) in obesity was used as a control to validate the samples. Data are shown as
meanzts.e.m. Statistical analysis: * statistically significant by Student’s t-test; p< 0.05, ** p< 0.01. (b)
Pearson’s correlation between leptin (marker of adipocytes hypertrophy) and CCL7 expression. The
correlation between leptin and CCL7 expression suggests that CCL7 secretion is related to the
hypertrophic state of adipocytes.
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Supplementary Figure 9. The directed migration of prostate cancer cells towards the secretions
of SVF does not involve the CCL7/CCR3 axis. /n vitro migration of PC-3 cells treated or not with the
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from adipocytes or SVF cells isolated from the VAT of C57BL/6 lean or obese mice (six animals per
group). Data are shown as meants.e.m (n=3). Statistical analysis: * statistically significant by
Student's t-test p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS for not significant. n stands for the number of
replicated independent experiments. Note that the % of migrating cells was significantly higher when
SVF-CM was used as a chemoattractant compared to 0% serum. The migration of prostate cancer
cells towards SVF-CM was unaffected by obesity and CCR3 antagonist.
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Supplementary Figure 10. Ex vivo differentiated mature adipocytes from ADSCs present in the
SVF of PPAT secrete CCL7 and are able to support prostate cancer directed migration in a
CCR3 dependent manner. (a) Representative image of mature adipocytes obtained after ex vivo
differentiation of ADSCs isolated from human PPAT (hu-PPAT-dAd). Scale bars, 50pm. (b) CCL7
secretion by ex vivo differentiated adipocytes. Data are shown as meants.e.m (n=3). (¢) In vitro
migration towards Ad-CM obtained from ex vivo differentiated adipocytes in the presence of
UCB35625 (200nM). Cells were pre-incubated with the receptor antagonist for 30 minutes at 37°C
prior to their addition to Transwell chambers. The receptor antagonist was also present during the
migration assay (12 h). Data are shown as meants.e.m (n=3). Statistical analysis: * statistically
significant by Student's t-test p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS for not significant. n stands for the
number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 11. CXCR4/CXCL12 axis is poorly involved in the migration towards Ad-
CM obtained from lean and obese mice. (a) CXCL12 secretion by primary adipocytes or SVF cells
isolated from mu-VAT of C57BL/6 lean or obese mice (six animals per group). Data are shown as
meants.e.m (n=3). (b) Adipocytes were isolated from the mu-vat of lean or obese C57bl6 mice (six
animals per group). In vitro migration of PC-3 cells towards mu-VAT adipocyte-CM was performed in
the presence or absence of blocking mAbs directed against CXCR4 or CXCL12, or control IgG (10ug
ml™"). Data are shown as means.e.m (n=3). The statistical significance of differences between means
of migrating cells (in %) in treated versus untreated cells was evaluated with Student’s t-tests. The
differences between the percentages of migrating cells towards Ad-CM isolated from mu-VAT from
obese versus lean mice are also shown. (c) Inhibition of the CCR3/CCL7, but not CXCR4/CXCL12
axis totally abrogates the enhanced chemotaxis observed in obesity. The histograms represent the
ratio of migration towards conditioned medium of primary isolated adipocytes from obese to lean mice
in each treated conditions. Statistical analysis: * statistically significant by Student's t-test p<0.05, ***
p<0.001, NS for not significant. n stands for the number of replicated independent experiments.
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Supplementary Figure 12. CCR3 expression is higher in tumors from patients exhibiting
surgical treatment failure in all classes of Gleason. (a) Boxplots of CCR3 values comparing
patients with and without surgical treatment failure. We used Student’s t-test to correlate CCR3
expression to the occurrence or not of a surgical treatment failure (which is a non-ordered variable
represented by a category). The median values for CCR3 expression in the two categories are shown.
(b) Boxplots of CCR3 values comparing patients at one year of follow-up within the four Gleason score
classes. CCR3 values were systematically higher in patients with treatment failure regardless of
Gleason score class. Discrepancies in CCR3 values tended to be greater in case of favorable Gleason
score (<7). The boxes represent the median (black middle line) limited by the 25th (Q1) and 75th (Q3)
percentiles. The whiskers are the upper and lower adjacent values, which are the most extreme values
within Q3+1.5(Q3-Q1) and Q1-1.5(Q3-Q1), respectively. N defines the number of individuals within
each group.
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Supplementary Figure 13. CCR3 expression is increased in tumor cells present at the invasive
front and this effect is increased in overweight and obese patients. (a) Immunohistochemical
staining for CCR3 (with HE counter-staining) was performed in eight whole slices of human pT3a and
pT3b prostatectomy pieces. Pictures show a representative experiment (obtained for patient with BMI
= 28 kg m2™"). A: picture of the whole slice after staining with CCR3; (B, C): zoom of the intra-tumoral
CCRS staining in two representative zones; (D, E): zoom of the CCR3 staining at the invasive front in
two representative zones. Scale bars, for A, 500 ym and for B, C, D, E, 100 ym. (b) Histograms show
CCRS3 expression in tumor cells at the invasive front compared to intra-tumoral areas for four lean
(BMI<25) and four overweight/obese patients (BMI>25). Data are shown as meants.e.m (n=4 tumors
per group). Tumor glands (showed with black arrows) were defined with two pathologists and the
stained areas of tumors were digitalized and protein expression was quantified using Imaged software
plugins. Note that some blood vessels (blue stars) or nerve tissues are also strongly stained but
quantification only considered tumor glands. Statistical analysis: * statistically significant by Student's
t-test p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Supplementary Figure 14. CCR3 invalidation is without effect on prostate cancer cell migration
when 10% FCS is used as chemoattractant. /n vitro migration of the indicated cell lines towards 0%
(left panel) or 10% FCS (righ panel) in the presence or absence of the CCR3 antagonist (UCB35625,
200nM). Note that the observed migration was similar between WT cells and cells transfected with
control vector (shCtrl) or sh directed against CCR3. Furthermore, the migration was unaffected by
treatment with the CCR3 antagonist whatever the cell lines considered. Data are shown as
meants.e.m (n=3). Statistical analysis: NS for not significant. n stands for the number of replicated
independent experiments.
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Supplementary Figure 15. Stable downregulation of CCR3 does not affect cell proliferation.
3x10° TRAMP-C1P3 cells transfected with either control vector (shCtrl) or sh directed against CCR3
(shmB6CCR3) were plated in quadruplicate for each time point in 96 well plates. When all the cells were
attached after 6 h, the number of viable cells was measured by MTT assay and the mean optical
density obtained was set at 1 (t0). Similar experiments were performed after 1, 2, 3 and 5 days and
the values obtained were expressed as fold increase to control. Data are shown as meants.e.m (n=3).
No statistically significant differences were observed between the two cell lines. n stands for the
number of replicated independent experiments.



AC (m;\; ) Description Sae:: NE Score PN Covz;age_
IP100116264 | 14408.9 C-X-C motif chemokine 5 Cxcl5 3 97.92 4 41
IP100131236 | 11276.86 C-C motif chemokine 7 Ccl7 4 163.94 5 34
IP100121856 | 10532.69 Growth-regulated alpha protein Cxcll 3 88.07 3 50
IP100108087 | 16543.55 C-C motif chemokine 2 Ccl2 2 34.80 3 32
IP100125187 | 14203.99 C-C motif chemokine 9 Ccl9 3 93.68 3 28
IPI00108061 | 10310.55 | Isoform Alpha of Stromal cell-derived factor 1 Cxcl12 4 62.88 2 42
IP100311383 | 26938.25 Adiponectin Adipoq 4 250.76 6 26
IP100120465 | 13110.37 Resistin Retn 2 91.85 3 29

Supplementary Table 1: CCL7 chemokine is the only ligand of CCR3 secreted by mature
adipocytes. Results from proteome analysis of Ad-CM (mature adipocytes 3T3-F442A); 4
independent experiments. Chemokines (highlighted in green) identified by nanoLC-MS/MS are listed.
Results obtained for adiponectin and resistin, two well-known adipokines, are also indicated. The
number of experiments in which proteins have been identified (NE), the best score (score), the number
of peptides (PN) and the average sequence coverage for each protein are indicated. The presence of
chemokines and adipokines in the conditioned medium was confirmed by ELISA and multiplex
analysis. Data obtained (mean of two independent experiments) are as following: CCL2 (6.3ng ml™ for
1x10° cells), CCL7 (28.3ng ml™ for 1x10° cells), CXCL1 (32.6ng mI™* for 1x10° cells), CXCL12 (0.8ng
ml™ for 1x10° cells), Adiponectin (32ng miI™ for 1x10° cells) and Resistin (1.7ng ml™ for 1x10° cells).
Moreover seeing that CCL5 (absent of our proteomic analysis) has been identified in the secretion of
mammary adipocytes we have determined CCL5 concentration in Ad-CM by ELISA. The results
showed that the level of CCL5 was almost undetectable (mean concentration 0.01ng ml™ for 1x10°
cells).




CCR3

low moderate high p-value
Gleason <7 14 (66.7) 3(11.1) 2 (4.6)
Gleason score, Gleason (3+4) 5(23.7) 11 (40.7) 6 (14.0)
<0.001
n (percentage per column) Gleason (4+3) 1(4.8) 8 (29.7) 16 (37.2)
Gleason >7 1(4.8) 5(18.5) 19 (44.2)

Supplementary Table 2: Immunohistochemical staining for CCR3, as well as hematoxylin counter-
staining, was performed in normal epithelium (10 samples) and human prostate cancer tissues (91
tumors in duplicate). Two pathologists, who were blind to clinical data, independently scored CCR3
expression. The Gleason score characterizes the glandular architecture of the prostate based on a
score that represents the level of cancer de-differentiation. The Gleason score is comprised of two
numbers, each representing the most common Gleason patterns ranging from 1 to 5, where 1
represents a highly differentiated carcinoma and 5 represents an aggressive de-differentiated one.
Therefore the highest Gleason score is 10 and the lowest 2. A related issue is the clinical usefulness
of the percentage of high-grade carcinoma (Gleason patterns 4 and 5) in a tumor specimen. The
correlation between CCR3 expression and Gleason score has been evaluated by Spearman rank
correlation assuming a monotonic relation between considered variables.




Variables

Percentage
among the cohort

Size of the cohort 101 100
Age at surgery (Years), median (extent) 63 (47-75)
Body mass index (BMI) (Kg/m2), median (extent) 26.1 (19-34)
PSA before surgery (ng/mL), median (extent) 7 (2-37)
Last PSA dosage (ng/mL), median (extent) 0 (0-4.02)
Prostatectomy piece weight (g), median (extent)
48 (22-93)
Length of the monitoring (Days), median (extent) | 765 (62-1736)
Post-surgical treatment, | Monitoring only 71 70.30
number of patients
Radiotherapy only 16 15.84
Hormonotherapy only 7 6.93
Radiotherapy and
hormonotherapy ! 6.93
Post-surgery_evolutlon, Biochemical 14 13.86
number of patients recurrence
Sqrglcgl treatment 30 29.70
failure
No relapse 71 70.30
Death 1 0.99

Supplementary Table 3: All the patients included in the cohort underwent surgery for PCa between
February 1% 2010 and December 1* 2011 at the Urology Department of Toulouse Hospital. Surgical
treatment consisted of a robot-assisted radical prostatectomy, associated in some cases with
lymphadenectomy (standard or extended). All patients included in the study had localized disease
without metastasis at the time of the surgery. Biochemical recurrence was defined by two PSA
readings >0.2ng ml™ according to the European Association of Urology guidelines. ® defined by
patients that exhibit either biochemical recurrence, locoregional recurrence or distant metastases, or
by use of adjuvant radiation or hormonal deprivation therapy. Abbreviations used: BMI, Body Mass

Index; PSA, Prostate Specific Antigen.




. Percentage among
Variables the cohort
<7 18 17.82
Gleason score, number | =7 (3+4) 39 38.62
of patients =7 (4+3) 36 35.64
>7 8 7.92
Percentage of low differentiated contingent 40 (0-100)
(grade 4 and 5), median (extent)
Tumor localization, Transition zone 10 9.90
number of patients Peripheral zone 91 90.10
pT2b 6 5.94
pT stage, nhumber of pT2c 35 34.65
patients pT3a 44 42.57
pT3b 16 15.84
Positive surgical margins, nhumber of patients 22 21.78
Lymphatic emboli, No 93 92.08
number of patients Yes 8 7.92
Bilateral lymphadenectomy, number of patients 79 79.21
_ _ Nx (No node dissection 22 2178
Lymph node invasion, performed)
number of patients NO 74 73.27
N1 5 4.95
CCR3 expression (arbitrary units), median (extent) 48.5 (11.4-94.7)

Supplementary Table 4: Histological and immunohistochemical characteristics of the cohort.
The Gleason score has been defined in Supplementary Table 2. The pT staging represents the size of
the tumor as determined from the prostatectomy specimen. In pT2 tumors, the tumor is confined to the
prostate gland; pT2b tumors involve more than one half of a lobe and pT2c tumors involve both lobes,
For pT3, the tumor extends through the prostate capsule; pT3a tumors exhibit unilateral or bilateral
extension and pT3b tumors invade seminal vesicles.
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Abstract:

Bone metastasis remains the most frequent and the deadliest complication of prostate cancer (PCa). However,
mechanisms leading to tumor cells bone homing remain poorly characterized. Here, we show that human bone
marrow adipocytes (BMAd) take an important part in this process. Using in vitro migration assays, we
demonstrated that the secretions of human BMAd are able to support the directed migration of PCa cells in a CCR3
dependent manner. This effect was amplified by obesity and aging, two clinical conditions known to promote
aggressive and metastatic PCa, and this was due to an up-regulation of the secretion of the CCR3 ligand, CCL7.
In vivo, down-regulation of CCR3 affects bone after injection of tumor cells within the circulation. In human
tumors, a positive regulation of CCR3 gene expression is found in bone metastasis Versus primary tumors.
Furthermore, tumor macro-array analysis revealed that high expressing CCR3 cells are mostly found in bone
compared to other metastatic sites. Thus, our study highlights for the first time the role of BMAJ in the bone
homing of PCa cells and the importance of the CCR3/CCL7 in this process. This study highlights the potential

benefits of CCR3 antagonists in the treatment of PCa.



Introduction

Prostate cancer (PCa) is a major healthcare problem, hitting the third rank in term of mortality by cancer in men
and the first rank in term of incidence (Lee et al., 2017). Meta-analyses have shown consistent associations between
obesity and more advanced stages of PCa as well as higher disease-related mortality (for review see (Nassar et al.,
2018). We have recently shown that the adipose depot surrounding the prostate (Periprostatic adipose tissue,
PPAT) favors the dissemination of the cancer cells outside of the prostate gland, a process amplified in obesity
(Laurent et al., 2016). This process is dependent on the secretion of the chemokine CCL7 by adipocytes, which
diffuses from PPAT to the peripheral zone of the prostate, stimulating the migration of CCR3 expressing tumor
cells (Laurent et al., 2016). In human, expression of the CCR3 receptor is associated with the occurrence of
aggressive disease with extended local dissemination and a higher risk of biochemical recurrence (Laurent et al.,
2016).

Even if local dissemination is a crucial step in PCa progression, the prognosis of PCa is mainly determined by the
presence of metastases, that will be, in about 80 percent of the time, in bones (Gandaglia et al., 2014).
Mechanism(s) that govern(s) the specific homing of PCa cells to bone remain(s) only partially characterized and,
to our knowledge, the role of adipocytes in this process has never been addressed. Bone is an adipocyte-rich organ
and 50 to 70% of the adult bone marrow (BM) volume is composed of adipocytes (BMAd) (Hardouin et al., 2016).
As adipocytes from other depots, BMAd are active secretory cells but their secretory profile and its functional
implication, remain largely unexplored compared to other adipocytes from classical depots such as subcutaneous
(SAT) or visceral adipose tissue (VAT) (Hardouin et al., 2016; Scheller et al., 2016). Experimental findings from
animal models showed that BMAd may act as negative (Naveiras et al., 2009) or positive (Zhou et al., 2017)
regulators of hematopoiesis. BMAJ also display detrimental effects on bone formation throughout the release of
paracrine factors that modulate osteoblast and/or osteoclast differentiation and function (Hardaway et al., 2015; Li
et al., 2016). The number and size of adipocytes in the BM increase with obesity as well as during ageing,
conditions compromising hematopoiesis as well as bone formation, ultimately leading to osteoporosis (Adler et
al., 2014; Li et al., 2016). Obesity and ageing have been also associated with increased bone metastasis in PCa,
highlighting a potential role of BMAJ in this process (Gong et al., 2007; Hardaway et al., 2014).

Tumor homing to bone is dependent on the ability of the cells that constitute the BM microenvironment to
chemoattract the disseminating tumor cells (DTC) and to then ensure their fate (Weilbaecher et al., 2011). Multiple
chemokines and their receptors have been implicated in PCa progression (Vindrieux et al., 2009) but the picture

lacks clarity when the question of bone homing is raised (Park et al., 2018). In PCa, it has been suggested that



DTC can use the same physiological mechanisms as those used by hematopoietic stem cells (HSCs) homing to
bone, involving primarily the CXCR4/CXCL12 axis (Weilbaecher et al., 2011). In animal models, metastatic PCa
directly compete for the occupancy of the HSC niche during localization to the marrow (Shiozawa, 2011). In the
BM microenvironment, CXCL12 is primarily expressed by perivascular mesenchymal stromal cells and at lower
levels by endothelial cells and osteoblast (Morrison and Scadden, 2014). Pre-treatment of the PCa cell line with
anti-CXCR4 antibodies decreases its ability to form bone metastasis in a mouse model (Sun et al., 2005).
Moreover, in vivo treatment with CXCR4 antagonist (plerixaflor) reduce bone metastases after intracardiac
injection of PCa tumor cells in mouse (Gravina GL Prostate 2015). At clinical levels, data are clearly lacking. A
recent review of the literature suggest that the increased expression of CXCR4 in primary tumors is significantly
associated with lymph nodes or bone metastasis occurrence in human (Chen and Zhong, 2015), Besides the
CXCR4/CXCLI12 axis, other studies have implicated the CCL2/CCR2 axis in vitro and in animal models, ,
although the experimental design used, more specifically addressed tumor growth into bones rather than homing
from distant sites (Lu et al., 2009). The aim of our present study was therefore to determine if BMAd could play
a role in the homing of PCa cells to bone, the mechanism(s) involved and if this process could be regulated by
obesity and aging. Our results obtained both in vitro and in vivo (including human tumors) unravels a new role of

fat cells in this process implicating the CCR3 receptor.



MATERIAL and METHODS

Cell lines and culture

The human PCa cell lines C4-2B (from DSMZ, Braunschweig, Germany) and PC-3 (ATCC® CRL-1435™) were
provided by Dr Olivier Cuvillier ; IPBS, Toulouse, France). Cells were cultured in RPMI medium (Invitrogen)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% streptomycin and penicillin (Gibco). The murine PCa cell
line RM1-BM (Power et al., 2009) was kindly provided by Dr Carl Power (Oncology research center, Randwick,
Australia) and cultured in DMEM (Invitrogen) supplemented with 10% FCS and 1% streptomycin and penicillin.
All cell lines used in this study were grown in a humid atmosphere with 5% CO; at 37°C and were used within 2

months after thawing of frozen aliquots.

Human subcutaneous (SAT) and bone marrow adipocytes (BMAd) conditioned media preparation

Paired human SAT and BMAd were collected from patient undergoing hip replacement surgery in the orthopedic
surgery unit from Purpan hospital (Toulouse, France). Briefly, SAT was collected from gluteo-femoral area at the
incision site and bone marrow aspirate is collected from medullary canal prior to the insertion of the femoral insert.
All patient gave their inform consent and the procedure is approved by the French ministry of education and
research (declaration n° DC-2017-2914). BMAd were isolated by flotation and washed at least three times with
DMEM supplemented with 1% BSA (Sigma-Aldrich) and 1% penicillin and streptomycin (DMEM-BSA) to
remove hematopoietic cells. SAT was cleaned of blood vessels and connective tissue and wash in DMEM-BSA.
Conditioned media were obtained by incubating overnight 1g of SAT or BMAd (SAT-CM or BMAd-CM
respectively) in DMEM 1% BSA in a humidified chamber with 5% CO, at 37°C and were stored at -80°C until

use.

Boyden chamber migration assays

Cell migration assays were performed as previously described (Laurent et al., 2016) using SAT-CM or BMAd-
CM diluted to half in DMEM 1% BSA. When indicated, cells were pre-incubated for 30 min at 37 °C with blocking
mADbs (10 pg/ml) directed against CCR3, CXCR1, CXCR2, CXCR4 or control IgG or with pharmacological
inhibitors against CCR1/CCR3, CCR2, CXCR1/2 or CXCR4 at doses defined in our precedent study (Laurent et

al., 2016).



Mice and metastatic assay

C57BL/6] male mice obtained from Janvier (Le Genest St Isle, France) were handled in accordance with the
National Institute of Medical Research’s principles and guidelines.

Metastatic assays were established in 18-week-old C57BL/6 mice fed with a ND by injecting either RM1-BM
cells expressing control (Sh-Ctrl) or anti-CCR3 (Sh-CCR3) shRNA (obtained as previously described (Laurent et
al., 2016)) directly into the left ventricle of the heart (detailed in online data supplements). Two weeks after
surgery, bioluminescence was analyzed using a highly sensitive, cooled CCD camera mounted in a light-tight
specimen box. Imaging and quantification of signals were controlled by the acquisition and analysis software
Living Image® (Xenogen). Animals were given the substrate D-luciferin by intraperitoneal injection at 150 mg/kg
in DPBS (Invitrogen), and anesthetized (1-3% isoflurane). Two to three mice were placed at the same time onto
the warmed stage inside the light-tight camera box with continuous exposure to 1-2% isoflurane. The low levels
of light emitted from the bioluminescent tumors were detected by the camera system and Spictures/minute were
taken. We perform semi-quantitative measure where we put the same threshold of detection of bioluminescence
in order to limit background noise and define positive signal. Then we performed a density integration-based
quantification and compare it between different mice. Mice were then sacrificed, and several tissues were removed
to take GFP picture. Isolated Tibiaec were scanned using microcomputed tomography (Skyscan1076, Skyscan)
with an 8.8 voxel size, and three-dimensional (3D) reconstructions were carried out with a dedicated visualization
software (Amira 5.2, Visage Imaging Inc.). Using tomographic data, histomorphometric analyses were performed

to calculate the bone volume/tissue volume (BV/TV) ratio.

Patients and PCa Tissue Micro Arrays (TMAS)

We used two TMAs to evaluate the expression of CCR3. Written informed consents were obtained for all patients
in accordance of the requirements of the medical ethic committee. The first TMA includes 39 visceral, 24 lymph
node (LN) and 78 bone metastases from 45 castration resistant PCa patients and has been provided by the Prostate
Cancer Bioredepository Network (www.prostatebiorepository.org). These samples were taken after patient death,
during rapid autopsy allowing to obtain a large number of metastatic samples from the same patient. The second
TMA was composed of samples from PCa patients treated at Tours University Hospital (Tours, France), and
includes bone metastases from 13 patients and LN metastases from 11 patients. Using these two TMA, we could
get 87 bone, 34 LN and 38 visceral metastases, as we could not analyse all samples due to loss of tissue core, core

folding or non-interpretable staining. Immunohistochemistry was performed as previously described (Wang et al.,



2017) using the primary anti-CCR3 antibody (Abcam, reference ab32512) diluted to 1/100 and incubated overnight
at 4°C. Two pathologists (pathology unit of Tours University Hospital) who were blind to clinical data,

independently analysed CCR3 expression in human tumours as negative or positive staining.

in silico meta-analysis

The Oncomine database (OncomineTM v4.5) was used to compare the expression of chemokine receptors in
prostate tumors with its expression in bone metastases. We employed filters for selection of conditions and genes
of interest (PCa ; metastasis vs. primary; genes) and we selected nine studies (table 1) including 249 primary sites
and 28 bone metastases of interest for RNA analyses. Data were ordered by ‘overexpression’ and the threshold
was adjusted to P-value < 0.0001; fold change: 2 and gene rank: top 10%. For each database, only genes that met

the criteria for significance were reported.

Statistical analysis

The statistical significance of differences between distributions was evaluated with unpaired Mann Whitney’s tests
or Kruskall Wallis for multiple statistical analyses toward a control. For the TMA analysis, both TMA were
associated and distributions of CCR3 expression in the three sites (lymph node (LN), visceral (V) and bone
metastasis (BM)) were compared using Chi2 distribution comparison. Statistical analysis was performed using
STATA 12 software and GraphPad Prism software. All statistical tests were two-sided. P values below 0.05 (*),

<0.01 (**) and <0.001 (***) were deemed as significant and ‘NS’ was used to denote not significant.



Results

Obesity and aging increase the ability of BMAd to promote the migration of cancer cells.

To study the chemoattractant potential of BMAd, conditioned-media were prepared from either BMAGJ or paired
SAT obtained from male patients (age between 51 and 73 years and with body mass index (BMI) between 20 and
25 kg/m?). Directed migration assays were performed on several PCa cell lines with low (C4-2B) or high (PC-3)
aggressiveness (Fig. 1A). The ability of BMAJ to chemoattract tumor cells was at least equivalent or greater than
the 10 % FCS positive control whereas SAT-CM was significantly less chemoattractant.

As obesity and aging has been associated to increased distant dissemination in PCa (Gong et al., 2007; Hardaway
et al., 2014), similar experiments were performed with samples obtained from obese or aged patients. In obese
conditions, the ability of BMAd-CM to chemoattract tumor cells was increased for C4-2B and PC3 by about 2.6
and 1.7-fold respectively as compared to the control group (Fig. 1B). A slight effect of obesity was observed with
SAT-CM but this effect was less pronounced than with BMAd-CM (Supplementary Fig. 1A). Similarly, the
chemoattractive potential of BMAd-CM from aged patients was increased in PCa cell lines as compared to the

control group (Fig. 1C) with a lower effect observed with SAT-CM (Supplementary Fig. 1B).

CCR3 is an important driver in the directed migration of PCa cells towards BMAd-CM

As stated in the introduction, the clinical implication of chemokines receptor in prostate metastasis is not well
defined. Before investigating the modulation of chemokine receptors expression and function in vitro, and
considering the lack of data concerning the chemokine secretion by BM-Ad, we first search for their implication
in the bone metastasis in human PCa. We used the cancer microarray database, Oncomine to identify expression
microarray datasets that compared the expression of primary tumors versus distant bone metastases in order to
create a specific cohort suitable for meta-analysis. According to previous data, on both local and distant
dissemination, the expression pattern of CCR2, CCR3, CXCR2 and CXCR4 was investigated (Laurent et al., 2016).
We identified 9 datasets, which contained the chosen chemokines receptor expression data that includes overall
286 samples with 249 primary tumors and 28 bone metastatic sites. Using this cohort, we showed that CCR2,
CCR3 and CXCR2 RNA expression was up-regulated in bone metastatic sites compared to primary tumors
whereas CXCR4 expression was down-regulated (Fig. 2A and B). Very interestingly, the highest difference was

found for CCR3 expression. To investigate whether these receptors are involved in the chemoattractant potential

of BMAdJ, both antagonists and blocking mAbs were used in the directed migration assays. UCB35625 is a dual

inhibitor of CCR1/CCR3, but we have previously demonstrated that the PCa cell lines do not express the CCR1



receptor (Laurent et al., 2016). UCB35625 as well as CCR3 neutralizing mAb inhibit the migration of both PC3
and C4-2B cell lines by 40 to 60 % (Fig. 3A). By contrast, no significant effect was seen with antagonists or blocking
mAbs directed against CCR2 (for which no commercial antibody was available), CXCR1, CXCR2 and CXCR4 (Fig.
3A). We then investigated the regulation of these effects by obesity and aging. Inhibition of CCR3 completely
abrogated the increase of cell migration observed in obesity (Fig. 3B) and aging (Fig. 3C) in both PC3 and C4-2B
cell lines. We have previously demonstrated that CCL7 is the main CCR3 ligand regulated by obesity in visceral adipose
tissue (VAT) (Laurent et al., 2016). Similarly, CCL7 secretion is significantly enhanced in BMAd-CM from obese and
aged patients (Fig. 3D). CCL7 secretion was lower in SAT and only regulated by obesity (Fig.3D). These results suggest
that obesity and aging increased the directed migration of PCa cells modulating the secretory pattern of adipocytes, this

effect being mainly dependent on the CCR3/CCL7 axis.

CCRS3 plays a role in bone metastasis in vivo.

In order to evaluate the in vivo relevance of our results, we used a murine PCa cell line, RM1-BM which is able
to metastasize to multiple bony sites after intracardiac injection of immunocompetent C57BL/6 mice. RM1-BM
cell line stably expressing short hairpin RNA against CCR3 (Sh-CCR3) showed 30% decreased of CCR3
expression at the cell surface compared to control (Sh-Ctrl) (Supplementary Fig. 2A and B) without changes of
other chemokine receptors expression (Supplementary Fig. 2B). Migration of sh-CCR3 cells towards murine
adipocyte conditioned media was decreased by 60 % compared to Sh-Ctrl and was not affected by the use of the
CCR3 inhibitor UCB35625 or blocking antibody directed against CCR3 (Supplementary Fig. 2C). Sh-Ctrl and Sh-
CCR3 cells were injected into the left ventricle of C57BL/6 mice. Upon introduction of Sh-Ctrl cells into the
arterial circulation via intracardiac injection, tumors developed in multiple organs (brain, liver, kidneys) as well
as to bones within two weeks of injection (Fig. 4A). In the absence of CCR3 (shCCR3), the rate and size of overall
metastases dramatically decreased (Fig. 4A). The number of mice bearing metastases was 7/9 in control groups
(78 %) only 2/9 (33%) in the mice injected with ShCCR3 cells. Accordingly, the density integration-based
quantification showed a significant decrease of the signal in ShCCR3 versus Sh-Ctrl cells (fig. 4B). This decrease
was further confirmed by the micro-CT analysis performed on isolated tibias. The significant increase of BV/TV
ratio in Sh-CCR3 compared to Sh-Ctrl injected mice highlighted a decrease of osteolysis related to RM1-BM bone
metastasis (fig. 4C).

Finally, to strengthen the clinical relevance of our results, we investigated CCR3 expression in different metastatic
sites of PCa in two independent TMA. As shown in Fig. 5, the number of CCR3 positive tumors was significantly

higher in bone versus visceral metastasis, whereas no significant differences were observed between lymph nodes
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and bone sites. It is interesting to note that the majority of visceral metastases were negative for CCR3 expression.

Discussion

Our study highlights for the first time the role of BMAd in the bone homing of PCa cells and the importance of
the CCR3 both in vitro and in vivo in this process. We first demonstrated that the BMAd secretions possess a
strong ability to support the directed migration of PCa cells and that this effect was upregulated in vitro by obesity
and aging. Secretion of chemokines has been shown to be upregulated in obesity mainly in VAT from obese animal
models and humans (Makki et al., 2013). By contrast, the secretion profile of BMAd remains largely unexplored.
Human adipocytes derived from in vitro differentiation of bone marrow stem cells (BMSCs) secrete the cytokines
IL-6, MIP-1/CCL3, G-CSF, and GM-CSF (Corre et al., 2006). In mice, in vitro BMSC-derived adipocytes also
produce CXCL1 and CXCL2, both ligands of the CXCR2 receptor (Hardaway et al., 2015). In both studies, the
effect of obesity was not studied since in vitro models lack micro-environmental programming during
differentiation. Fat tissue cytokines, including TNFa and IL-6, can increase with aging (Tchkonia, 2010) but the
regulation of chemokine secretory profile with aging has not been studied in any fat depots to our knowledge.
However, it is interesting to note that besides adipocytes, aging has already been shown to upregulate chemokine
secretion in other cell type such as fibroblast (Bianchi-Frias et al., 2010; Nagineni et al., 2015) or lymphocyte
(Chen et al., 2003). Since very little information was available on secreted chemokines, we choose to inhibit
chemokine receptors known to be involved in PCa progression. Very interestingly, we first demonstrated using
the Oncomine database that a set of chemokines receptor CCR2, CCR3 and CXCR2 RNA expression was up-
regulated in bone metastatic sites compared to primary tumors whereas CXCR4 expression was down-regulated.
Our results showing a decrease of CXRC4 expression in bone metastasis using Oncomine are in apparent
contradiction with the study of Chen and Zhong (Chen and Zhong, 2015). Several reasons can account for these
discrepancies. This study evaluates the expression levels of CXCR4 in primary tumors, which will further develop
or not bone metastasis using therefore a correlative approach between CXCR4 expression and aggressiveness. In
contrast, we choose to compare the expression of chemokine receptor between primary sites and metastatic sites,
meaning that the tumor cells have been able to successfully invade the bone. Finally, the fact that we used
normalized RNA chip analysis limit the inter-studies variation that could be observed in other meta-analysis.
Among the receptors identified as up-regulated in human bone metastasis, CCR2, CCR3 and CXR2 we
demonstrated that the CCR3 is a master regulator of PCa cells migration towards BMAd-CM, using a set of using

blocking mAbs and pharmacological inhibitors. The observed increase in migration associated with obesity and



aging is totally abrogated when CCR3 is inhibited, highlighting its key role in these altered conditions. As we
previously described in PPAT (Laurent et al., 2016), CCL7, one of the ligand of CCR3, is likely to be involved in
this effect since its secretion was enhanced in both conditions. The implication of CCR3 was further confirmed in
mice in lean conditions by using the RM1-BM cell line that has been developed for its ability to metastasize to
bone after intra-cardiac injection (Power et al., 2009). A global decrease in tumor burden was observed in mice
injected with cells expressing ShCCR3 as compared to ShCtrl. Furthermore, using three-dimensional micro-
computed tomographic reconstruction, which showed that tibiae of all the mice injected with the ShCCR3 cells
had a larger bone volume than those injected with Sh Ctrl cells, assessing indirectly that the bone metastasis is
affected in vivo by CCR3 depletion. Finally, a set of data performed in humans highlight the clinical relevance of
our study. First, as stated before we observed an overexpression of CCR3 in bone metastasis versus primary tumors
using the cancer microarray database Oncomine. Over-expression of CCR3 was also demonstrated using two
independent TMA at protein levels in bone versus visceral metastasis of human PCa. Unfortunately, since the data
used were not annotated in terms of metabolic parameters (even BMI), we were not able to demonstrate in human,
the influence of obesity in this process.

By coupling these results to our previous study (Laurent et al., 2016), it appears that CCR3 is important throughout
the development of PCa from local to distant dissemination. CCR3 appears to be a specific and interesting
therapeutic target that could permit to limit the deadliest complication of prostate cancer, the bone metastasis, but
also help in controlling further development of the disease. Therefore, our results suggest new strategies for the
treatment of advanced PCa involving CCR3 antagonists, which are currently being developed for other diseases
including asthma (Huber et al., 2008) . Moreover, our study suggests further investigation on the role of bone
marrow adipocytes in cancer progression are clearly needed and especially their place in homing mechanisms and

local progression of the bone lesions as they appear as important, but neglected, cells.
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Figure 1. The chemotaxis of PCa cells towards BMAd-CM is enhanced by obesity and aging.

(A) In vitro migration of the indicated PCa cell lines towards a medium containing either 0% (used as a negative
control), 10% FCS or towards SAT-CM or BMAd-CM (n=4/group). (B) In vitro migration of the indicated PCa
cell lines towards BMAd-CM from lean (age: 62,8 + 6,9 years, BMI: 21,4 + 3,3kg/m?) or obese (age: 63,3 £ 10,1
years, BMI: 33,3 + 2,3kg/m?) patients (n=5/group). (C) Similar experiments were performed with control (age:
60,2 + 5,2 years, BMI: 22,1 + 3,5kg/m?) and aged (age: 75,7 + 5,7 years, BMI: 23,3 + 4,3kg/m?) patients
(n=5/group). Data are shown as mean * sem. Statistically significant by Mann-Withney’s test: *
p<0.05,%*p<0.01, NS, not significant.
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Figure 2. Overexpression of chemokine receptors in bone metastatic sites of human tumors. The cancer
microarray database, Oncomine was used to compare the RNA expression of several chemokine receptors
(CCR2, CCR3, CXCR2 and CXCR4) in patient samples collected from bone metastatic (grey squares) or
primary sites (white squares) from nine different 9 data-set. Data were ordered by ‘over-expression’ and the
threshold was adjusted to p-value <0,0001; fold change, 2 and gene rank, top 10%. Differences between the two
independent groups were evaluated with Mann-Withney’s test : **p<0.01, **** p<0.0001.
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Figure 3 CCR3 is an important driver in the directed migration of prostate cancer cells towards BMAd-
CM and its effect is majored in obesity and aging conditions. (A) /n vitro migration of the indicated prostate
cancer cell lines towards BM-Ad-CM treated or not with either pharmacological inhibitors against CCR1/CCR3
(UCB35625, 200nM), CCR2 (sc-202525, 25nM) , CXCR1/2 (SB225002 inhibitor, 50nM) or CXCR4
(AMD3100, 100nM) or with mAbs against CCR1, CCR3, CXCR1, CXCR2 or CXCR4 (all used at 10pug/ml).
Bar plots represent the percentage of migrating cells relative to the migration of untreated cells (set to 100%).
Data are shown as mean + sem (n=4-6). The statistical significance between means of migrating cells (in %) in
treated versus control cells was evaluated with Kruskall-Wallis’s test associated to a Dun’s multiple comparison
test. (B-C) Similar experiments were performed with the indicated cell lines towards BMAd-CM obtained
either from lean/obese (B) or control/aged patients (C) in the presence of CCR3 inhibitors and blocking mAb.
Data are shown as mean * sem (n=4-9). (D) Secretion of CCL7 was evaluated by ELISA in SAT-CM or
BMAJ-CM either obtained from lean/obese or control/aged patients. Data are shown as mean * sem (n= 3-5)
The statistical significance between mean of migrating cells (with the control groups set at 100%) was
evaluated by Mann-Withney’s test. *statistically significant by Mann-Withney's test or Kruskall-Wallis test. *
p<0.05,%*p<0.01, *** p<0.001, NS: not significant.
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Figure 4: CCR3 controls bone homing of PCa cells in vivo. (A) Sh-Ctrl or Sh-CCR3 transfected RM1-BM cells were
injected into the left ventricle of 18 week-old C57BL/6 mice (n=9 for each type of cells). Two weeks after, the presence
of the tumor cells was monitored by bioluminescence on ventral face. Representative images of bioluminescence signals
are shown. The color code is set up according to grey levels of bioluminescence signals (B) The intensity of the
bioluminescent pixels was integrated in each injected mice. Each dot represents an isolated mice. (C) Micro-CT analysis
were performed on tibias isolated from each mice and the bone volume over total volume (BV/TV) was calculated. Each
dot represents the mean of the measurement of the two tibias from the same mice. *statistically significant by Mann-
Withney's test or Kruskall-Wallis test. * p<0.05.
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Figure 5: CCR3 is overexpressed in bone compared to visceral metastasis in human PCa. Metastatic
prostate cancer samples coming from different sites (lymph nodes (LN), visceral or bone) were stained for
CCR3, and categorized as positive or negative for CCR3 expression. (A) Representative examples of negative
and positive staining in bone metastases are shown. Scale bars, XXXX. (B) Quantification of the number of
metastasis negative or positive for CCR3 according to their anatomical location (LN (n=34), visceral (n=38)
or bone (n=87). Percentage of each group is mentioned in each bar graph. Chi2 statistic test was performed
(p=0,0347) and contingency coefficient was calculated (0,2014). Comparison between location was evaluated
by fisher’s exact post test (* p<0,05).
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Supplementary Figure 1. Regulation of the chemotaxis of Human PCa cells towards SAT-CM by obesity and
aging. (A) In vitro migration of the indicated prostate cancer cell lines towards conditioned medium SAT (SAT-CM)
from lean (age: 62,8 + 6,9 years, BMI: 21,4 + 3,3 kg/m?) or obese (age : 63,3 + 10,1 years, BMI : 33,3 + 2,3 kg/m?)
patients (n=5/group) (B) similar experiments were performed with control (age: 60,2 + 5,2 years, BMI; 22,1 +
3,5kg/m?) and aged (age: 75,7 + 5,7 years, BMI: 23,3 + 4,3kg/m?) patients (n=5/group). Data are shown as mean *
sem. The statistical significance of differences between mean of migrating cells (with the control groups set at 100%)
was evaluated by Mann-Withney’s tests: * statistically significant by Mann-Withney’s test P<0.05, **P<0.01.
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Supplementary Figure 2 Characterization of the RM1-BM cells depleted for CCR3 expression. (A) One
representative experiment out of three showing the expression of CCR3 and CCR1 in RM1-BM cell line by flow
cytometry analysis. (B) Quantification of three experiments showing CCR3, CXCR2, CXCR1 and CXCR4 expression
detected by flow cytometry in RM1-BM non transfected (NT) or transfected by control (Sh-Ctrl) or anti-CCR3 (Sh-
CCR3) shRNA. (C) In vitro migration of non transfected RM1-BM or RM1-BM transfected by control (Sh-Ctrl) or
anti-CCR3 (Sh-CCR3) shRNA. Cells migrated towards murine adipocytes conditioned media as a chemoattractant and
were treated or not with UCB35625 (200 nM), anti-CCR3, anti-CCL7 Abs, or control isotype (10 ug ml™!). Data are
shown as mean * s.e.m. (n=3) and are expressed as the percentage of migrating cells relative to the migration of
untreated cells (set to 100%). The statistical significance of differences between means of migrating cells in treated
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NOUVELLE

Dissémination locale
du cancer de la prostate

Un chemin pavé de gras

Victor Laurent!, Adrien Guérard!, Aurélie Toulet!, Philippe Valet?,
Bernard Malavaud?, Catherine Muller!

Le pronostic du cancer de la prostate
est aggravé par "obésité

Malgré les progres réalisés en termes de
dépistage, de diagnostic et de traite-
ment, le cancer de la prostate demeure,
chez I’homme, le cancer le plus fréquent
et occupe la deuxiéme place en termes
de mortalité dans les pays développés.
Uidentification des facteurs de risque
de développement de cette maladie,
ainsi que des mécanismes impliqués, est
un enjeu majeur dans la prise en charge
de cette pathologie. La prévalence de
I’obésité a plus que doublé au niveau
mondial ces 30 derniéres années et, si
I’obésité n’augmente pas I'incidence du
cancer de la prostate, elle est associée a
’apparition de cancers agressifs présen-
tant une augmentation de la dissémina-
tion locale et & distance [1]. Comment
expliquer ce lien ? Dans un contexte
d’obésité, 'accumulation de tissu grais-
seux, en particulier au niveau viscéral,

s’accompagne d’une modification du
taux circulant de nombreuses molécules
biologiquement actives sécrétées par
le tissu adipeux (TA). Ces molécules,
appelées adipokines et dont font partie
la leptine, 'adiponectine et certaines
molécules pro-inflammatoires comme
Pinterleukine 6 (IL6) [2], sont suscep-
tibles d’affecter le comportement des
tumeurs [3] (=P).

Dans le cancer de

(=») Voir la Synthese
de V. Laurent et al.,
m/s n° 4, avril 2014,
page 398

la prostate, aucune
étude clinique
robuste n’a associé les taux circulants
de ces adipokines a I’apparition de can-
cers agressifs. Le mécanisme impliqué
pourrait donc étre de nature paracrine
plus qu’endocrine. Ainsi, nos travaux
associés a ceux d’autres équipes ont
montré, en particulier dans le cancer
du sein, le role déterminant que joue le
tissu adipeux @ proximité des tumeurs
dans la progression tumorale (pour
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revue voir [3]). Si la proximité entre la
tumeur et le TA est évidente dans le sein,
qu’en est-il pour la prostate ?

La prostate : une glande

dans un « ilot » graisseux

La prostate est entourée d’un dépot
graisseux appelé tissu adipeux péripros-
tatique (TAPP), que I’on peut aisément
visualiser par imagerie (Figure 1). Ce
tissu adipeux est classé comme un tissu
adipeux viscéral (TAV) bien que trés
peu d’études aient réellement carac-
térisé ses capacités fonctionnelles et
sécrétoires. Cliniquement, 'infiltration
du TAPP par les cellules cancéreuses
est considérée comme un facteur de
mauvais pronostic [4] et des études
cliniques émergentes suggerent qu’il
pourrait exister un lien entre I’abon-
dance du TAPP et I’agressivité du cancer

Figure 1. La prostate est entourée d’un
dépot graisseux : le tissu adipeux péripros-
tatique. ’étude de "anatomie de la pros-
tate et des tissus environnants peut se faire
par imagerie par résonance magnétique sur
des coupes axiales. Sur cette coupe, on
peut identifier un organe central : la pros-
tate (zone jaune). Cet organe est entouré
d’autres tissus, composés majoritairement
par un dépot adipeux, appelé tissu adipeux
périprostatique (TAPP) (zone verte). Ce
TAPP est limité par la symphyse pubienne en
avant, le rectum en arriere et les muscles

obturateurs latéralement. La prostate et

le TAPP sont facilement identifiables en imagerie, grace a leurs coefficients d’atténuation différents qui permettent d’obtenir un signal

propre @ chacun de ces deux tissus.
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DOI:10.1051/medsci/20163206012

563

MAGAZINE

NOUVELLES


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20163206012

564

Dissémination extraprostatique
Cellules tumorales

- Expression du récepteur CCR3

Adipocytes
- Sécrétion de la chimiokine CCL7 %
- ~ sécrétion dans I'obésité PS

Jes

UO)

Prostate CCLZ
CCR3y o
()
.00 @
03330 &
N
®
)

Tumeur

eo®

N

Dialogue bidirectionnel
Cellules tumorales

- 7 capacités invasives jg.(\#

Adipocytes
- Délipidation

- Phénotype pro-inflammatoire @

Figure 2. Réle paracrine des adipocytes péri-
prostatiques dans la dissémination locale
du cancer de la prostate. Les adipocytes du
TAPP sécretent la chimiokine CCL7 qui va
diffuser au travers de la capsule prostatique
jusqu’a la tumeur. Uinteraction de CCL7 avec
son récepteur CCR3 exprimé a la surface des
cellules tumorales va permettre la migra-
tion de ces derniéres en dehors de la glande
prostatique. Les adipocytes hypertrophiques
sécretent en plus grande quantité la chimio-
kine CCL7, aboutissant @ une augmentation
du chimiotactisme dépendant des adipocytes.
Ce mécanisme permet d’expliquer pourquoi
la dissémination extraprostatique est plus
élevée chez le sujet obese. Dans un second
temps, apres I’infiltration du TAPP par les
cellules tumorales, un dialogue bidirectionnel
entre les deux populations va se mettre en

place. Sous I'influence des cellules tumorales,

le phénotype des adipocytes est profondément remanié. Ces derniers vont notamment présenter une délipidation importante et une sécrétion

accrue de molécules pro-inflammatoires. Ces modifications vont avoir pour conséquence d’augmenter en retour les capacités invasives des cel-

lules cancéreuses. CCL7 : chemokine (C-C motif) ligand 7 ; CCR3 : chemokine (C-C motif) receptor 3 ; TAPP : tissu adipeux périprostatique.

de la prostate [5]. Ces études, bien que
préliminaires, renforcent I'idée d’un role
paracrine du TAPP dans la progression du
cancer de la prostate, role qui pourrait
étre amplifié dans un contexte d’obé-
sité. Les sécrétions du TAPP semblent
avoir un effet sur le comportement des
cellules prostatiques en stimulant leur
prolifération ainsi que leurs capacités
migratoires et invasives et cet effet
est régulé par 'obésité [6]. De fagon
trés intéressante, cette influence est
moins prononcée pour les sécrétions
du TAV que pour celles du TAPP sug-
gérant, pour ce dernier, un profil de
sécrétion spécifique. Parmi les acteurs
impliqués dans cet effet, on retrouve
principalement I'lL6 et les métallopro-
téases' 2 et 9 [6]. Les sécrétions du
TAPP pourraient donc influencer les pro-
priétés invasives des cellules tumo-
rales bien que ce concept n’ait pas été
validé in vivo. Dans ce contexte, nous
avons émis une hypothése originale sur

! Famille d’enzymes de la classe des peptidases dont le nom
vient de la présence d’un ion métallique dans leur site actif.
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le role du TAPP. €n effet, il est connu que
le TA, et en particulier les adipocytes,
sécretent des chimiokines, petites molé-
cules capables de stimuler la migration
dirigée de nombreuses cellules [2]. La
sécrétion de certaines chimiokines est
augmentée dans I'obésité et participe a
I"état sub-inflammatoire du TA en per-
mettant le recrutement de cellules du
systéme immunitaire [7]. Les récepteurs
a chimiokines étant exprimés par les
cellules cancéreuses [8], ce mécanisme
pourrait expliquer comment le TAPP
favorise une étape clé dans le cancer
de la prostate, le franchissement de la
capsule prostatique et donc I’envahis-
sement local de la tumeur, I"obésité
favorisant ce processus.

L’axe CCR3/CCL7 est déterminant pour
la dissémination locale du cancer de

la prostate dans un contexte d’obésité
Dans un premier temps, nous avons
montré qu’in vitro, les sécrétions adi-
pocytaires sont capables de favoriser
la migration dirigée de lignées de can-
cer de la prostate et que cet effet est

amplifié par I"obésité. Cette migration
dirigée dépend de I"axe CCR3 (chemo-
kine [C-C motif] receptor 3), exprimé
par les cellules prostatiques, et son
ligand CCL7/MCP3 (chemokine [C-C
motif] ligand 7, aussi appelé mono-
cyte-specific chemokine 3) sécrété
par les adipocytes. In vitro, I'effet de
I’obésité est totalement aboli par des
anticorps bloquants dirigés contre ces
deux protéines. Ces résultats ont été
confirmés in vivo. En effet, I'injection
en intra-prostatique de cellules tumo-
rales n"exprimant plus CCR3 inhibe trés
fortement la progression tumorale, sur-
tout chez les souris obeses, préservant
le TAPP d’une infiltration tumorale.
Enfin, chez les patients, I’expression de
CCR3 (régulée par I’obésité) est cor-
rélée a 'apparition de tumeurs agres-
sives présentant une extension locale,
et est associée a une résistance au
traitement chirurgical et a une rechute
biologique plus précoce [9]. Ce travail
confirme ainsi que I'infiltration des
cellules cancéreuses prostatiques dans
le TAPP environnant est sous le controle



des sécrétions de ce dernier et que cet
effet est amplifié dans I'obésité.

Conclusions et perspectives

Ce travail met en exergue un nouveau
role du tissu adipeux dans la progres-
sion tumorale. Ce mécanisme, impli-
quant la migration dirigée dans I'enva-
hissement local, pourrait étre étendu
a d’autres tumeurs qui présentent un
TA de proximité, comme par exemple le
cancer du sein, du c6lon, du pancréas
ou le mélanome. Il est intéressant de
signaler que I"axe CCR3/CCL7 semble
spécifique du cancer de la prostate [9]
et que, si les adipocytes sont effec-
tivement capables d’attirer de tres
nombreux types de cellules tumorales,
les couples récepteurs a chimiokines/
chimiokines impliqués restent a iden-
tifier et pourraient étre différents pour
chaque type de tumeur. Dans le cancer
de la prostate, I"inhibition de CCR3
pourrait présenter un intérét thérapeu-
tique. €n effet, bloquer I'infiltration
du TAPP est d’autant plus important
qu'une fois les cellules cancéreuses
présentes dans le TA, un dialogue bidi-
rectionnel s’instaure entre celles-ci et
les adipocytes, favorisant ainsi I'inva-
sion tumorale (et donc le processus

métastatique) via la capacité des adi-
pocytes a (1) sécréter des molécules
pro-inflammatoires, (2) sécréter des
protéines de la matrice extracellulaire,
(3) remodeler la matrice extracellu-
laire, mais également (4) modifier le
métabolisme des cellules tumorales
(pour revue voir [3]) (Figure 2). Notre
étude est une des premiéres a mon-
trer le role de CCR3 dans le cancer.
Jusqu’alors, ce récepteur, fortement
exprimé par les polynucléaires éosi-
nophiles et basophiles, a surtout été
impliqué dans des maladies inflamma-
toires allergiques telles que I’asthme
[10]. Des inhibiteurs de CCR3 étant
en cours de développement dans cette
indication, leur efficacité dans le can-
cer de la prostate, en particulier chez
le sujet obése, serait intéressante a
évaluer. ¢

Dissemination of prostate cancer:

a way paved of fat
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Au cours de mes travaux de thése, j’ai ainsi pu identifier un axe chimiorécepteur/chimiokine
innovant : I’axe CCR3/CCL7. Cet axe est ainsi responsable a la fois de dissémination locale et
de la dissémination métastatique osseuse. Cet axe nous a aussi permis de relier les tissus adipeux
au développement du cancer de la prostate. En effet, le récepteur CCR3 est exprimé par les
cellules tumorales prostatiques et le ligand CCL7 est sécrété par le TAPP et les adipocytes
médullaires, respectivement dans le cas de la dissémination locale et de la dissémination a
distance. Par ailleurs, j’ai aussi pu montrer que 1’obésité renforce la dissémination locale du
cancer de la prostate a cause d’une augmentation de la sécrétion de CCL7 par le TAPP
aboutissant au renforcement de 1’axe CCR3/CCL7. La méme constatation a pu étre faite dans
la dissémination métastatique osseuse chez les patients obeses ou agés. En effet, ces deux
conditions augmentent la sécrétion de CCL7 par les adipocytes médullaires et favorisent la

migration a distance des cellules tumorales prostatiques par renforcement de 1’axe CC3/CCL7.

1. Dissémination locale et réle du tissu adipeux périprostatique :

D’un point de vue anatomique, la prostate est entourée par des dépdts de tissus adipeux
périprostatiques dont elle n’est séparée que par une simple barriére de collagéne, la capsule
prostatique®®. Ces dépdts adipeux périprostatiques font partie des premiers tissus envahis lors
de la dissémination locale du cancer de la prostate’. Si on prend en compte le fait que 1’invasion
du TAPP est un facteur de mauvais pronostic clinique’, il semble probable que ce tissu adipeux
joue un rdle dans la dissémination locale du cancer de la prostate et le franchissement de la
barriere. Par ailleurs, le tissu adipeux, bien loin d’étre un tissu de stockage inactif, est capable
de sécréter de nombreuses cytokines et chimiokines regroupées sous le nom générique
d’adipokines®. Les chimiokines sont un sous-groupe de cytokines capables d’induire la
migration dirigée de différentes cellules dont les cellules tumorales*®. C’est pourquoi, au cours
de nos travaux, nous avons émis I’hypothése que les chimiokines sécrétées par le tissu adipeux
périprostatique sont capables d’attirer les cellules tumorales prostatiques et de favoriser leur
dissémination locale au sein des tissus environnants. En étudiant les chimiokines sécrétées par
le TAPP, nous avons pu montrer qu'un axe en particulier joue un role important dans la
migration induite par les sécrétions adipocytaires. Il s’agit de ’axe CCL7/CCR3. On observe
ainsi un gradient croissant de CCL7 du centre de la prostate vers le TAPP, amenant les cellules
tumorales a disséminer localement et a franchir la barriere prostatique. De fagon intéressante,
les adipocytes sont les seules cellules a sécréter cette chimiokine dans le tissu adipeux. Par
ailleurs, les cellules tumorales elles-mémes, ne sécrétent pas la chimiokines CCL7. Les

adipocytes restent donc la source principale de CCL7 dans le microenvironnement étudié. Cet
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axe CCL7/CCR3 est principalement impliqué dans le recrutement des €osinophiles et n’avait
¢té décrit auparavant dans le contexte oncologique que lors d’une étude portant sur les
carcinomes buccaux**. L’implication de I’axe CCR3/CCL7 dans la migration des cellules
tumorales semble néanmoins spécifique aux cellules tumorales prostatiques. Nos expériences
sur d’autres types de cancers montrent que la migration induite par les sécrétions du tissu
adipeux sont dépendantes d’autres récepteurs comme CXCR2 et CXCR4 dont I’inhibition
permet de bloquer la migration des cellules tumorales mammaires, pancréatiques, du colon et
de mélanome (résultats non montrés). Afin de confirmer ces observations et de vérifier leur
implication dans les tumeurs humaines, il pourrait étre intéressant de réaliser une étude
histologique poussée utilisant des coupes de tumeurs invasives de différents cancers, en
analysant le niveau d’expression de plusieurs récepteurs aux chimiokines au front invasif et au
centre de la tumeur de différents cancers. Nous pourrions ainsi observer les récepteurs
spécifiquement renforcés en contact avec le tissu adipeux dans les différents cancers. Ces
récepteurs pourraient &tre comparés en fonction de leur grade et/ou de leur dissémination
métastatique. Ce type d’étude nous permettrait de cartographier le profil de dépendance de
chaque cancer vis-a-vis des axes chimiokines/chimiorécepteurs et leur influence dans I’invasion

locale.

Par ailleurs, nous nous sommes aussi intéressés a la place de 1’obésité dans ce phénomene. En
effet, I’obésité est non seulement une modification pathologique du tissu adipeux mais aussi un
facteur de mauvais pronostic important du cancer de la prostate qui n’a pas d’influence sur son

incidence mais en augmente fortement I’agressivité'*

. Notre étude apporte pour la premiére fois
une explication mécanistique a ce phénomene puisque nous avons pu montrer que les sécrétions
issues d’adipocytes obeses sont plus chimioattractantes que celles des sujets normopondéraux.
Par ailleurs, I’axe CCL7/CCR3 est enticrement responsable de I’effet de 1’obésité sur I’invasion

tumorale puisque son inhibition invalide cet effet.

In vivo, on observe, 1a aussi, I’implication majeure de CCR3 dans la dissémination et la
croissance tumorale puisque son invalidation empéche le développement de la tumeur suite a
une injection intraprostatique d’une lignée tumorale syngénique. Par ailleurs on y observe aussi
I’effet de 1’obésité avec un accroissement de la croissance tumorale chez les souris nourries par
un régime riche en lipide (HFD). L’effet de 1’obésité est aussi dépendant de CCR3 in vivo
puisque I’on perd totalement cette amplification suite a une invalidation de CCR3. Cet effet
n’est pas consécutif a une altération de la prolifération cellulaire puisque la lignée controle et

la lignée invalidée pour CCR3 présentent des courbes de prolifération identiques. Néanmoins,
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un role de CCR3 dans la résistance a 'apoptose n'est pas a exclure. En effet, il a ét€ montré que

CCR3 peut générer un effet protecteur contre l'apoptose dans certains types cellulaires *>>4%

Chez I’Homme, une étude réalisée sur une collection originale annotée contenant 103 tumeurs
(collaboration Dr Catherine Mazerolles, [IUCT-oncopole CHU Toulouse) a montré que CCR3
est exprimé dans les tumeurs prostatiques et non dans I’épithélium prostatique sain. De plus,
une forte expression de CCR3 dans la tumeur est associée a un haut score de Gleason, ainsi
qu’a un pourcentage de contingent indifférencié élevé (% de Gleason élevé dans la tumeur), a
une localisation périphérique, a un stade pTNM supérieur a pT3 et enfin a la rechute biologique.
De maniére intéressante, 1’ensemble de ces critéres correspond a des tumeurs agressives et de
mauvais pronostics. Néanmoins, nous n’avons pas pu étudier le lien entre 1’expression de
CCR3, le développement tumoral et 1’obésité car notre étude comporte a I’heure actuelle tres
peu de patients obéses (moins de 10% des patients) et les rares patients obeses intégrés dans
cette étude possédent par ailleurs un IMC peu élevé et une obésité qui reste donc modérée (IMC
compris entre 30 et 35). Cependant, il est important de préciser que les caractéristiques sur le
plan de I’obésité sont un parfait reflet de celles trouvées en région Midi-Pyrénées, zone
géographique dans laquelle a été créé cette cohorte. Afin de réellement conclure sur un effet
clinique de CCR3 sur le cancer de la prostate dans un contexte d’obésité, il serait donc
nécessaire de réaliser le méme type d’expérience mais en incluant un plus grand pourcentage
de patients obeses avec un IMC supérieur a 35, comme dans les études épidémiologiques
portant sur 1’agressivité du cancer de la prostate liée a 1’obésité. Du fait de notre récente
collaboration avec le réseau du Prostate Bioredepository, nous pourrions imaginer utiliser leurs
ressources afin de réaliser cette étude. Ce réseau €tant situé aux Etats-Unis, ou le taux d’obésité
ainsi que les IMC des patients obeses sont particulierement élevés. Une telle étude permettrait

aussi de faire une vraie discrimination entre les patients normopondéraux et obeses.

Ces premiers travaux réalisés au cours de mon travail de thése nous ont aussi permis de soulever
la question de la place du TAPP dans le cancer de la prostate. Au cours des dernicres années
une nouvelle notion est apparue, reliant 1’agressivité tumorale a ce tissu : il s’agit de la notion
de densité ou d’abondance du TAPP. Ainsi, au cours d’études anatomiques et grace a des
mesures IRM, il a pu étre montré que non seulement les volumes des dépdts de TAPP sont
variables d’un patient a 1’autre mais qu’ils sont en outre corrélés a I’apparition de cancer de la
prostate plus agressifs et ceci indépendamment de I'IMC du patient**#°2. Par ailleurs, lors
d’expériences préliminaires, nous avons pu observer que ce tissu adipeux se comporte comme

un dépot de tissu adipeux ectopique et évolue indépendamment de I’'IMC, sans corrélation avec
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I’obésité. Il semble par contre évoluer avec I’age du patient et plus un patient vieillit et plus ce
dépot augmente en taille (données non montrées). Ces observations nous ameénent naturellement
a penser qu’il serait intéressant de réaliser une nouvelle cohorte clinique en classant les tumeurs
issues de patients non par rapport a leur IMC mais par rapport au volume de leur TAPP mesuré
par IRM. Ce type d’étude nous permettrait de voir si I’axe CCR3/CCL7 que nous avons identifié
ou d’autres fonctions de ce TAPP présentent un lien clinique avec le développement des cancers
de la prostate chez les patients a fort volume de TAPP. Par ailleurs, ce tissu semblant &tre
fortement influencé par le vieillissement. Il serait donc intéressant d’étudier les modifications
du TAPP chez les patients 4gés aussi bien en termes de volume que de phénotype. En effet,
comme nous l’avons expliqué précédemment, le vieillissement est un facteur de risque
important du cancer de la prostate, agissant aussi bien au niveau de 1’incidence de ce cancer qu’au
niveau de son agressivité!>!%, Il serait donc particuliérement pertinent de s’intéresser aux
modifications de ce TAPP liées a 1’4ge afin d’identifier des facteurs pouvant influencer le
développement de tumeurs prostatiques et pouvant donc étre de nouvelles cibles thérapeutiques
intéressantes. Par ailleurs, si certaines fonctions ou caractéristiques du TAPP se retrouvent
corrélées a I’incidence ou au pronostic du cancer de la prostate, il serait intéressant d’étudier
son impact d’un point de vue clinique : résistance au traitement, rechute ... Ceci permettrait
alors d’évaluer I’intérét d’une mesure de volume de TAPP au cours d’une IRM pelvienne (un
examen simple et réalisé en routine) dans les choix de prise en charge d’un patient atteint de

cancer de la prostate.

Enfin on peut aussi se poser la question d’une éventuelle modification des capacités invasives
des cellules tumorales suite a I’infiltration du TAPP. En effet, comme nous avons pu le montrer
précédemment, I’invasion du TAPP est un facteur de mauvais pronostic clinique’. On peut donc
supposer que les adipocytes du TAPP pourraient étre des acteurs clés dans I’initiation de la
dissémination métastatique. Au cours d’expériences menées lors de mes travaux de these, nous
avons pu voir que les cellules tumorales situées au front invasif et envahissant le TAPP
expriment plus fortement le récepteur CCR3 que les cellules se trouvant au centre de la tumeur.
Par ailleurs, au cours d’expériences de co-culture in Vvitro ot nous avons cultivé des adipocytes
du TAPP et des cellules tumorales prostatiques, nous avons pu observer une surexpression du
récepteur CCR3. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de modifications des autres
récepteurs aux chimiokines connus dans I’invasion tels que CXCR2, CXCRI1 ou CXCR4
(résultats non montrés). Ces cellules co-cultivées au préalable avec les adipocytes de TAPP

présentent par ailleurs une augmentation de leur capacité a migrer contre les sécrétions des
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adipocytes médullaires sous la dépendance de 1’axe CCR3/CCL7, suggérant une augmentation
de leurs capacités a générer des métastases (résultats non montrés). Il semblerait donc que
I’invasion du TAPP soit un passage essentiel dans 1’éducation des cellules tumorales
prostatiques afin de favoriser leur dissémination métastatique. La raison de la surexpressionde
ce récepteur reste encore inconnue mais plusieurs mécanismes peuvent étre supposés, tels que

la sécrétion par le tissu adipeux de cytokines comme le TGFB*?>, le TNFa***

ou certaines
interleukines (IL-2 ou IL-4)*°, ou encore une sécrétion accrue du ligand de CCR3 lui-méme
(CCL7), comme cela a pu étre montré dans I’axe CXCR4/CXCL12 ou le ligand est capable
d’induire la surexpression de son récepteur associé**®. D’autres facteurs métaboliques peuvent
induire la surexpression d’un récepteur. Ainsi, les ROS sont capables d’augmenter 1’expression
de certains récepteurs aux chimiokines*”**®, Ceci est en accord avec des résultats obtenus
récemment au sein de notre équipe. En effet, nous avons pu montrer que les cellules tumorales
invasives dans le TAPP sont capables de capter des lipides qui vont induire 1’activation de la
NOXS5. Cette derniére va augmenter les taux de ROS intracellulaires, aboutissant a
’augmentation des capacités invasives des cellules tumorales*”®. Cette induction de ROS

pourrait ainsi €tre a D’origine de la surexpression de CCR3 dans les cellules tumorales

prostatiques invasives.

11. Dissémination métastatique et role des adipocytes médullaires :

Au-dela de la dissémination locale, nous nous sommes aussi intéressés a la place des adipocytes
médullaires dans la dissémination métastatique. Pour cela nous avons mis en place une
collection originale d’échantillons biologiques de moelle osseuse humaine en collaboration
avec le service de chirurgie orthopédique de 1’hdpital Toulouse Purpan (CHU-Toulouse). Cette
collection unique nous a permis d’observer que les cellules tumorales prostatiques sont attirées
par les sécrétions des adipocytes médullaires issus de la moelle jaune (partie riche en lipide)
résultant de mécanismes de migration dirigée. Cet effet est spécifique des adipocytes
médullaires puisqu’il n’est pas retrouvé avec les tissus adipeux sous-cutanés issus des mémes
patients. Cette observation est en accord avec la clinique puisque les métastases osseuses du
cancer de la prostate disséminent majoritairement dans des zones contenant de la moelle osseuse
jaune. Cet effet chimioattractant des adipocytes médullaires est par ailleurs amplifié par les
deux facteurs d’agressivité que nous avions déja associés au tissu adipeux : I’obésité et le
vieillissement. Nous avons étudié¢ I’implication des chimiokines et de leurs récepteurs dans la
dissémination a distance des cellules tumorales par deux types d’expériences. Tout d’abord en

réalisant une étude in silico. Pour cela, nous avons extrait des études génomiques et des
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¢tudes d’expressions en ARN issues de la base de données Oncomine, puis nous avons comparé
I’expression de différents récepteurs d’importance majeure dans la dissémination du cancer de
la prostate (CCR2, CXCR2, CXCR4 et CCR3) entre les tumeurs primaires et les sites
métastatiques osseux. Il en ressort que CCR3 reste le récepteur le plus significativement et le
plus fortement amplifié¢ lors de la dissémination métastatique osseuse du cancer de la prostate.
On trouve ensuite les récepteurs CCR2 et CXCR2 alors que CXCR4 voit son expression
diminuée dans le contexte métastatique osseux. Cette étude est particulierement innovante car
il s’agit, a notre connaissance, de la premic¢re méta-étude comparant 1’expression des récepteurs
aux chimiokines entre site primaire et métastases. Une autre méta-étude avait déja auparavant

4335 Néanmoins cette étude ne

souligné I’'importance de CXCR4 dans le processus métastatique
comparait que ’expression du récepteur au sein des tumeurs primaires issues de patients
présentant ou non des métastases osseuses. De ce fait, les cellules tumorales étudiées n’avaient
pas effectué¢ leur migration métastatique et n’avaient donc pas subi les modifications
phénotypiques associées. Il parait donc probable que I’expression de CXCR4 dans les tumeurs
primaires soit un facteur d’agressivité et de dissémination métastatique mais qu’au cours de la
dissémination osseuse, ce récepteur soit moins impliqué et que la cellule tumorale perde son
expression au profit d’autres récepteurs plus importants comme CCR3. Nous avons ensuite
étudié I’activité des différents récepteurs et leur implication dans les mécanismes de migrations
dirigées en utilisant soit des inhibiteurs pharmacologiques, soit des anticorps bloquants. Il en
ressort que I’axe CCR3/CCL7 est 1a aussi I’axe majeur impliqué dans ce mécanisme. Par
ailleurs, cet effet semble particuliérement important dans I’obésité ou le vieillissement puisque
son inhibition invalide totalement I’effet pro-migratoire des sécrétions des adipocytes
médullaires de patients obeses ou agés, ramenant les taux de migration a un état basal. Il apparait
donc que les augmentations de migration induites par ces deux facteurs de risque sont
enticrement dépendantes de I’axe CCR3/CCL7. Plus précisément cet effet est 1i¢ a une
augmentation de la sécrétion de CCL7 dans le contexte de I’obésité ou du vieillissement. Nous
avons ensuite confirmé ces résultats in vivo ou I’injection intracardiaque de cellules invalidées
ou non pour CCR3 a permis de montrer que 1’absence de CCR3 permet d’empécher la formation
de métastases osseuses mais n’a pas d’influence sur la nidation des autres sites métastatiques
viscéraux. Par ailleurs, I’invalidation de CCR3 bloque méme I’effet pro-métastatique de
1’obésité puisque malgré I’augmentation globale du taux de métastases viscérales chez les souris
ayant suivi un régime riche en lipides (HFD), les cellules invalidées pour CCR3 sont incapables
de former spécifiquement des métastases osseuses. Notre étude a donc permis pour la premiere

fois de mettre en avant un role majeur des adipocytes médullaires dans la dissémination
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métastatique osseuse. Cet effet est d’autant plus intéressant qu’il est spécifique des adipocytes
médullaires et de la métastase osseuse. Ce mécanisme semble essentiel et modulé chez les
patients agés et obeses ce qui peut ainsi expliquer le plus fort taux métastatique et le mauvais
pronostic des cancers de la prostate chez ces patients!>!602%2 Cette importance de 1’axe
CCR3/CCL7 dans la dissémination osseuse du cancer de la prostate a pu étre confirmé chez
I’homme grace a nos expériences immunohistochimiques sur les TMA obtenus du Prostate
Bioredepository Network et du CHU de Tours. Par ces expériences, nous avons pu voir que les
métastases osseuses exprimaient plus fortement CCR3 que tous les autres types de métastases

viscérales.

Il semblerait intéressant d’élargir cette étude a d’autres cancers métastasant a 1’os comme le
cancer du sein et du poumon. En effet, lors de la premiére étude nous avions pu montrer que la
migration des cellules tumorales mammaires contre les sécrétions adipocytaires dépendait
majoritairement des récepteurs CXCR2 et CXCR4. Cependant I’obésité, tout comme le
vieillissement, n’induit pas d’augmentation de la sécrétion des chimiokines associées a ces
récepteurs. Il parait donc nécessaire de réaliser des expériences de migration de ces cellules
tumorales contre le milieu conditionné d’adipocytes médullaires issu de patients obeses ou agés
afin de voir si les récepteurs CXCR2 et CXCR4 sont toujours les récepteurs principaux, s’ils
sont remplacés par un autre, ou méme si la migration métastatique osseuse est dépendante de

plusieurs axes dans ces cancers.

Notre étude a pour la premicre fois montré le réle majeur des adipocytes médullaires et de leurs
sécrétions dans la migration dirigée des cellules tumorales vers leur site métastatique. D’autres
études ont montré leur influence sur le développement local de la métastase osseuse'>!*%4, Les
adipocytes médullaires apparaissent comme des cellules de toute premiére importance dans de
nombreux mécanismes. Néanmoins, ce sous-type d’adipocyte ayant longtemps été négligé, on
ne connait que peu de choses sur I’ensemble de leurs fonctions et sur leur phénotype. Par
ailleurs, la plupart des études portent a 1’heure actuelle sur des modeles issus de la
différentiation des cellules souches mésenchymateuses médullaires®®®. Le phénotype de ces
cellules semble donc assez différent de celui des adipocytes médullaires matures humains. A
’aide de notre collection d’échantillons humains, il nous parait donc nécessaire d’effectuer une
caractérisation extensive des adipocytes médullaires aussi bien d’un point de vue protéique, que
génomique ou lipidique. Une meilleure compréhension de ces cellules ainsi qu’une
connaissance précise de leur phénotype nous permettrait probablement d’identifier des

fonctions ou des sécrétions pouvant agir sur les cellules tumorales localement ou a distance.
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Ceci nous permettrait d’explorer un nouveau champ de connaissance avec de nouveaux
mécanismes de dialogues et de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles contre la métastase

0Sscuse.

Apres nous étre intéressés a la dissémination locale, puis a la dissémination métastatique, il
serait particuliérement intéressant d’étudier I’effet des adipocytes médullaires sur la progression
locale de la métastase osseuse. Certaines ¢tudes ont déja montré que des changements de
métabolisme induits dans les cellules tumorales par les adipocytes pouvaient favoriser la

croissance de la métastase osseuse!>!3.

Néanmoins, au-dela de la croissance, d’autres
mécanismes sont particuliérement importants dans le développement de la métastase osseuse
comme le remaniement osseux. En effet, la métastase osseuse ne peut progresser que si sa

00 Dans le cas ducancer de la

croissance est associée a un remaniement de la structure osseuse
prostate, la métastase est dite mixte ou ostéocondensante. Dans ce cas la structure osseuse est
remaniée et hyper-dense au niveau du site métastatique®®’. Ce mécanisme s’accompagne a la

' mais aussi et surtout une action

fois d’une activité ostéoclastique de destruction®
ostéoblastique de production d’0s°2. Des études ont déja montré que les cellules tumorales
peuvent interagir avec les ostéoclastes afin de favoriser la dégradation osseuse® et que les
cellules tumorales prostatiques humaines sont elles-mémes capable d’avoir une activité
ostéoblastique a travers un phénomeéne dit d’« osteomimicry »%. Néanmoins des résultats
préliminaires obtenus dans 1’équipe (résultats non montrés) nous ont permis d’observer grace a
un marquage a I’alizarine une production de matrice osseuse calcique par les adipocytes suite a
la co-culture avec des cellules tumorales prostatiques humaines. Les adipocytes partageant leur
lignée d’origine avec celle des ostéoblastes, il serait donc possible d’observer une
transdifférentiation des adipocytes en ostéoblastes qui pourrait participer au remaniement
osseux lors du développement de la métastase osseuse. Cet effet, semble d’autant plus probable
que nos ¢tudes de spectrometrie de masse sur les adipocytes co-cultivés avec des cellules
tumorales (résultats non-montrés) ont montré la perte de certains marqueurs nécessaires a la
différenciation adipocytaire. Par exemple, on observe ainsi dans ces cellules une diminution de

la chémérine, une protéine dont la perte est associée a une transdifférenciation des adipocytes

vers les ostéoblastes ®.

Enfin, des études récentes se sont intéressées au développement séquentiel des métastases du
cancer de la prostate et ont pu montrer que la métastase osseuse est non seulement une métastase
fréquemment retrouvée comme métastase initiale, mais aussi que les autres métastases peuvent

dériver non pas de cellules de la tumeur primaire mais de cellules ayant déja métastasé¢ a
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1’0s%%% 11 serait donc intéressant d’étudier si par co-culture et dialogue avec les adipocytes
médullaires, les cellules tumorales se retrouvent influencées et si ces modifications favorisent

aussi leur dissémination vers les sites métastatiques suivants.

1. L’axe CCR3/CCL7 : un nouvel axe thérapeutique dans le cancer de la
prostate ?

A travers ces deux études portant sur la place du tissu adipeux dans la dissémination locale et
la dissémination métastatique osseuse du cancer de la prostate, nous avons pu mettre en
¢vidence un axe majeur : I’axe CCR3/CCL7. Le récepteur CCR3 est ainsi particuliérement
important dans la dissémination du cancer de la prostate au niveau local mais aussi a distance
avec la métastase osseuse. Il s’agit donc d’une cible thérapeutique particulierement intéressante
pouvant agir sur différentes étapes de la progression tumorale. Pour cela, nous pourrions tester
in vitro et in vivo des inhibiteurs pharmacologiques de CCR3 créés pour une utilisation chez
I’homme. Des inhibiteurs de ce types sont déja testés en clinique et utilisés dans le traitement
de I’asthme grave®®%, Si ces inhibiteurs s’avérent efficaces pour traiter le cancer de la
prostate, il pourrait étre intéressant d’envisager un repositionnement de ce médicament pour un
usage dans le traitement du cancer de la prostate. Ce traitement pourrait agir sur les tumeurs
locales et prévenir la transition vers un stade localement avancé, mais il pourrait aussi agir sur
la dissémination vers le site osseux et sur le développement de la métastase osseuse qui reste

encore la complication la plus grave et la plus mortelle de ce cancer.

Concernant la chimiokine CCL7, le ligand de CCR3 identifi¢ dans ’axe étudié, il nous parait
nécessaire d’approfondir nos travaux sur son implication dans les effets de cet axe sur la
migration dirigée. En effet, seules nos études in vitro ont pu montrer I’importance de CCL7
dans ce mécanisme. Il serait donc intéressant de confirmer son implication in vivo grace a un
modele KO pour CCL7 spécifique du tissu adipeux. Pour cela, il nous faudrait créer un modéle
de KO transitoire de CCL7 a I’aide d’un systéme cre/loxP**. Dans ce modéle des souris
homozygotes CCL7 loxP pourraient étre croisées avec des souris exprimant la recombinase Cre
sous le contrdle du géne promoteur Ap2/FABP4 spécifiques des adipocytes. Ce systéme nous
permettrait d’obtenir un KO spécifique du tissu adipeux et donc du tissu adipeux
périprostatique. Nous pourrions alors réaliser une injection intraprostatique de cellules
TRAMP-CI1P3 et voir si I’invalidation de CCL7 diminue I’invasion locale et le franchissement
de la barriere prostatique. Il pourrait aussi étre intéressant d’y étudier I’effet de I’obésité, a la

condition que ces souris soient sensibles au régime HFD. Concernant les adipocytes
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médullaires, I’expression de FABP4 restant discutée et nécessitant d’étre confirmée, on ne peut
pas étre certain que le modele créé précédemment invaliderait la sécrétion de CCL7 par ces
adipocytes. Il serait donc nécessaire de caractériser les adipocytes médullaires de fagon plus
extensive afin de trouver un géne assez spécifiquement exprimé dans le tissu adipeux médullaire
pour servir de promoteur a la recombinase et bloquer la sécrétion de CCL7. 1l serait ensuite
intéressant d’observer la formation ou non de métastases osseuses suite a I’injection
intracardiaque de cellules tumorales RM1-BM, ainsi que la formation des autres métastases.

Ces résultats nous permettraient de confirmer 1’importance de CCL7 dans ce mécanisme.

L’étude de la réelle implication de CCL7 in vivo est importante dans la compréhension du
mécanisme de dissémination mais aussi pour une utilisation thérapeutique. En effet, CCR3 est
un RCPG* et bien que les inhibiteurs d’un RCPG soient faciles a créer et relativement
efficaces, ils n’en restent pas moins sensibles a la chimiorésistance. En effet, ces récepteurs sont
particulierement sensibles aux mécanismes de désensibilisation et de recyclage du récepteur
inactivant ainsi ’effet du traitement inhibiteur®"’. Par ailleurs, s agissant d’une cellule tumorale,
d’autres mécanismes d’adaptation et de résistance peuvent rentrer en ligne de compte, tels que
I’activation constitutionnelle du récepteur qui est trés fréquente dans ce type de cellules®®. Si
les traitements anti-CCR3 se révelent efficaces dans le traitement des cancers de la prostate
chez ’homme, il sera alors particuliérement important de comprendre I’implication des
différents acteurs dans cet axe chimiorécepteur/chimiokine afin de trouver des traitements
synergiques ou pouvant agir au-dela des résistances. On pourrait par exemple imaginer un
traitement anti-CCL7 avec le méme mécanisme d’action que celui de 1’étanercept®” contre le
TNF-a. Il s’agirait alors d’un récepteur leurre couplé a un fragment Fc d’anticorps qui
capturerait la chimiokine, la rendant indisponible pour les cellules tumorales. Ce type de
molécule thérapeutique, bien que beaucoup plus difficile a mettre en place et créer qu'un
inhibiteur pharmacologique classique, présente I’avantage d’étre beaucoup moins sensibles aux

mécanismes de résistances classiques.

Enfin, comme expliqué précédemment, des études récentes nous indiquent que la métastase
osseuse est bien souvent la premiére métastase développée et que ces cellules métastatiques
osseuses peuvent étre a 1’origine des autres métastases et disséminer vers les autres sites®®%4,
De ce fait, il apparait intéressant d’étudier I’effet de I’inhibition pharmacologique de CCR3 sur
le développement des autres métastases au-dela de I’implantation de la métastase osseuse. Pour
cela nous pourrions injecter des cellules RM1-BM invalidées ou non pour CCR3 en intratibiale

chez des souris C57/BL6 et suivre le développement de métastases extra-osseuses. S’il s’avérait
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que I’invalidation de CCR3 empéche le développement extra-osseux, cela signifierait que ce
récepteur joue aussi un role dans la redissémination des cellules métastatiques osseuses et
pourrait donc servir a traiter les tumeurs prostatiques agressives afin de limiter I’extension a
d’autres organes. Par ailleurs, il pourrait étre aussi intéressant de suivre le développement de
tumeurs prostatiques in vivo depuis le stade local jusqu’au stade métastatique en invalidant
CCR3 dans les cellules tumorales ou en utilisant un inhibiteur pharmacologique de CCR3 a
différents moments-clés. Nous pourrions ainsi évaluer I’impact global d’un tel traitement sur le

développement du cancer de la prostate et de ses métastases.

Conclusion générale :

Nos travaux ont permis d’identifier un mécanisme essentiel impliquant le tissu adipeux dans la
dissémination a distance du cancer de la prostate. Nous avons ainsi pu montrer que dans un
premier temps la chimiokine CCL7 pouvait étre sécrétée par le TAPP et interagir avec le
récepteur CCR3 présent a la surface des cellules tumorales prostatiques. Cette interaction va
ainsi permettre aux cellules tumorales de migrer suivant le gradient de CCL7 depuis la tumeur
prostatique vers le TAPP en franchissant la barriere prostatique. Ce mécanisme favorise ainsi
de favoriser le passage du stade local au stade localement invasif du cancer de la prostate. Au-
dela de la dissémination locale, nous avons aussi pu mettre en avant ’implication d’un autre
tissu adipeux, le tissu adipeux médullaire dans la dissémination métastatique osseuse du cancer
de la prostate. Les adipocytes médullaires sont eux aussi capables de sécréter la chimiokine
CCL7 et d’induire la migration dirigée des cellules tumorales vers 1’os, par I’intermédiaire de
leur récepteur CCR3. Ce phénomene est spécifique du tissu adipeux médullaire et de la
métastase osseuse puisque nous avons pu montrer in Vivo qu’il n’influence pas le
développement des autres sites métastatiques. Nous avons par ailleurs pu montrer que cet axe
aussi bien au niveau local que métastatique, pouvait étre amplifié par 1’obésité avec une
augmentation de la sécrétion de CCL7 par le TAPP ou par les adipocytes médullaires. Dans le
cas de la dissémination a distance, nous avons aussi pu mettre en avant un réle du vieillissement
sur la sécrétion de CCL7 qui se retrouve aussi augmentée dans ces conditions. Nous avons ainsi
pu confirmer ces résultats aussi bien in vitro qu’in vivo ou sur des tumeurs de patients.
L’invalidation de CCR3 peut ainsi empécher in vivo le développement local de tumeurs
prostatiques mais aussi la nidation osseuse des cellules tumorales et le développement de
métastases. Notre étude est la premiere a mettre en avant le réle des chimiokines du tissu
adipeux dans la dissémination locale et a distance. Mais il s’agit aussi de la premiére étude

montrant la place du TAPP dans I’invasion locale et le réle des adipocytes médullaires dans la
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dissémination métastatique. Cet axe CCR3/CCL7 apparait comme un axe thérapeutique
potentiel particulierement intéressant puisqu’il pourrait permettre d’agir sur les différentes
étapes de la progression tumorale aussi bien dans les stades locaux que dans le développement
de métastases. Notre équipe a ainsi breveté I’utilisation d’inhibiteur de I’axe CCR3/CCL7 dans
le traitement du cancer de la prostate afin de pouvoir en développer une utilisation
thérapeutique. Ce travail souligne ainsi plusieurs axes innovants, confirmant la place du tissu
adipeux dans le microenvironnement tumoral du cancer de la prostate et apportant une
explication mécanistique aux implications pathologiques de 1’obésité et du vieillissement

(Figure 26).

Réle du TAPP dans la CCL7/CCR3 Réle des adipocytes médullaires
dissémination extraprostatique R dans la métastase osseuse

Adipocytes périprostatiques
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Figure 26 : Dissémination locale et métastatique du cancer de la prostate et réles du tissu adipeux
périprostatique et des adipocytes médullaires.
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Title: Role of adipocytes in local and metastatic dissemination of prostate cancer

ABSTRACT in English:

Prostate is surrounded by periprostatic adipose tissue (PPAT), only separated by a thin layer of collagen called prostatic
barrier. Infiltration through PPAT and prostatic barrier crossing by tumor cells are known as major histological and clinical bad
prognosis factors. These observations suggest a key role of PPAT (and mainly adipocytes) in prostate cancer development
and invasiveness. First, we identified a chemokine secreted by adipocytes (CCL7) and its associated receptor (CCR3) that
contribute to local dissemination of prostate cancer cell and lead them to leave the prostate. Thus, using in vitro and in vivo
approach, we showed that the inhibition of CCR3/CCL7 axis decreases local dissemination of prostate cancer with an
enhanced effect in obesity context. Moreover, CCR3 expression has been associated to tumor aggressiveness and relapse on
patient samples. Beyond local dissemination, bone metastasis is one of the major and deadliest complication of prostate
cancer, with only few treatments available. Regarding results obtained in our first work on local dissemination, we focused on
medullary adipocytes contained in bone marrow and study whether or not they could chemoattract prostate cancer cells just as
PPAT in local dissemination. Using medullary adipocytes samples from patients and in vivo approach, we showed that
medullary adipocytes expressed a unique phenotype different from PPAT adipocytes and that they secrete high level of CCL7.
This chemokine will lead to directed migration of prostate cancer cells towards bone metastatic site through CCR3/CCL7 axis.
By inhibiting this axis, we observed a specific inhibition of bone metastases formation both in vitro and in vivo, highlighting the
therapeutic potential of this axis. We confirmed the main impact of CCR3/CCL7 axis in prostate cancer metastases, using
clinical meta-analysis and studies on tumors from patients. Finally, we showed that physiopathological modifications of
adipocytes, such as obesity and aging, which are both considered as prostate cancer bad prognosis factors, increase the
chemoattraction of prostate cancer cells induced by medullary adipocytes secretions. As a conclusion, our results highlight that
periprostatic adipocytes and medullary adipocytes can influence prostate cancer progression by secreting chemokines and
leading to prostatic barrier crossing and bone metastatic dissemination. These mechanisms are enhanced in obesity and aging
context. This allow us to suggest a new molecular mechanisms enhancing cancer aggressiveness. Thus, our work allowed us
to identify CCR3/CCL7 axis as a major axis in the dissemination of prostate cancer induced by adipocytes secretions, acting
on both local and metastatic level.

Keywords: Prostate cancer, bone metastasis, adipocyte, bone marrow, medullary adipocytes, chemokines, obesity, aging



Titre: Role des adipocytes dans la dissémination locale et a distance du cancer de la prostate

RESUME en francais

La prostate est entourée de tissu adipeux périprostatique (TAPP), séparée de celui-ci uniguement par une fine barriére de
collagene appelée la capsule prostatique. En clinique, l'infiltration du TAPP par des cellules tumorales est I'un des principaux
criteres histologiques de mauvais pronostic suggérant que le TAPP (en particulier les adipocytes) pourrait étre un acteur clé de
I'agressivité du cancer de la prostate. Dans un premier temps, nous avons identifié une chimiokine adipocytaire (CCL7) et un
de ses récepteur (CCR3) qui contribuent a la dissémination des cellules cancéreuses a l'extérieur de la prostate. En effet, a
travers des approches in vitro et in vivo, nous avons montré que l'inhibition de I'axe CCR3/CCL7 diminue la dissémination
locale du cancer de la prostate avec un effet plus prononcé en conditions d'obésité. De plus, I'expression de ce récepteur est
associée a l'agressivité tumorale et a la rechute chez les patients. Au-dela de la dissémination locale, une des complications
du cancer de la prostate les plus graves et les plus dures a traiter reste la dissémination métastatique osseuse. Fort des
résultats obtenus dans la premiéere partie de notre travail, nous avons voulu savoir si les adipocytes médullaires présents au
niveau du site métastatique osseux étaient capable d’attirer les cellules tumorales par les mémes mécanismes que le TAPP.
En utilisant des échantillons d’adipocytes médullaires issus de patients lors d’approches in vitro, nous avons pu montrer que
les adipocytes médullaires présentent un phénotype différent de ceux du TAPP et qu’ils sécretent la chimiokine CCL7 en
quantité bien plus élevée. Cette derniére va ainsi induire la migration des cellules tumorales prostatiques vers le site osse ux
suivant un axe CCR3/CCL7. En inhibant cet axe, nous avons pu montrer in vivo et in vitro le potentiel de cet axe comme cible
thérapeutique, puisqu’il nous a permis d’empécher spécifiquement la formation de métastases osseuses. Nous avons pu
confirmer 'importance de I'axe CCR3/CCL7 dans le cancer de la prostate métastatique par des méta-analyses cliniques et des
études sur des tumeurs de patients. Enfin, nous avons pu montrer que les modifications physiopathologiques des adipocytes
comme l'obésité et le vieillissement tous deux considérés comme des facteurs de risque du cancer de la prostate, augmentent
fortement la migration induite par les adipocytes médullaires. En conclusion, nos résultats montrent que les adipocytes
périprostatiques et médullaires sont capables d'influencer la progression du cancer de la prostate en favorisant, via la
sécrétion de chimiokines, le franchissement de la capsule prostatique puis la dissémination métastatique osseuse. L’ensemble
de ces mécanismes est amplifié en conditions d'obésité ou de vieilissement ce qui permet de proposer de nouveaux
mécanismes moléculaires a I'émergence de cancers plus agressifs chez ces patients. Ainsi notre travail a permis d’identifier
'axe CCR3/CCL7 comme un axe majeur dans la dissémination du cancer de la prostate induite par le tissu adipeux,
intervenant aussi bien au niveau local qu’au niveau métastatique
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