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1 Liste d’abréviations

aa: acide aminé

Ac : anticorps

ADN: Acide Désoxyribo-Nucléique

Ag : antigène

CDK: cycline dépendante des kinases « Cyclin Dependent Kinase »

GTP: Guanosine Tri-Phosphate

kb: kilo base

kDa: kilo Dalton
LXXLL : séquence d’acides aminés, où L est la Leucine, et X un acide aminé quelconque
MEN1: Néoplasies Endocriniennes Multiples de type 1 (Multiple Endocrine Neoplasia)
NLS: signaux de localisation nucléaire « Nuclear Localization Signal »
PIN : néoplasie intraépithéliale prostatique « Prostatic Intraepithelial Neoplasia »
SMAD 1P : SMAD 1 phosphorylé
2 Introduction
Les mutations du gène MEN1 sont à l’origine des Néoplasies Endocriniennes Multiples de type 1 (MEN1, Multiple Endocrine Neoplasia, OMIM 131100), une maladie autosomique dominante qui touche 20 personnes sur 100000. Ce syndrome est caractérisé par des tumeurs multiples des glandes endocrines, principalement les glandes parathyroïdes, les îlots pancréatiques et l’hypophyse antérieure.

Le gène, composé de 10 exons, se trouve sur le chromosome 11 en q13, et s’étend sur 9 kb. La perte de l’allèle normal (perte d’hétérozygotie) est observée de façon systématique dans les tumeurs de MEN1, ce qui permet de caractériser ce gène comme suppresseur de tumeurs dans les tissus affectés.
Le gène MEN1 code une protéine appelée menin de 67 kDa, composée de 610 acides aminés [1]. La protéine possède 2 séquences identifiées comme des signaux de localisation nucléaire (NLS), au niveau de sa région C-terminale, lui conférant ainsi une localisation principalement nucléaire. Un motif LXXLL a aussi été identifié, qui est caractéristique des coactivateurs transcriptionnels des récepteurs nucléaires. Cette protéine possède de nombreux partenaires protéiques, notamment des facteurs de transcription, comme les SMAD 1, 3 et 5 de la voie TGF-β [2, 3], les membres de la famille NF-κB, ainsi que les récepteurs nucléaires d’hormones, tels que le récepteur aux œstrogènes (ER). Menin régule aussi la transcription de plusieurs gènes, comme la télomérase [4], les inhibiteurs de CDK p18 et p27 [5], l’insuline [6]…
Menin est exprimée dans la plupart des types cellulaires. L’ensemble des données connues à ce jour sur les partenaires de menin, dont aucun n’est exprimé spécifiquement dans les tissus endocrines, ne permet pas d’expliquer, pour l’instant, le spectre quasi exclusivement endocrine des tumeurs MEN1.
Il existe une homologie de 97% entre les protéines menin humaine et murine. Cette homologie a permis la génération de modèles murins d’invalidation du gène Men1. Les souris Men1-/- présentent une létalité embryonnaire à E11.5-E13.5, ainsi qu’un défaut d’organogénèse au niveau du système nerveux, du cœur et du foie [7]. Les souris hétérozygotes Men1+/- développent un spectre de tumeurs endocrines similaire à celui des patients atteints de la maladie [8]. De plus, ces souris présentent, à partir de l’âge de 18 mois, des cancers de la prostate avec une incidence d’environ 13%.
Le projet de recherche du laboratoire où j’ai réalisé mon stage est donc d’identifier les fonctions et les voies cellulaires perturbées dans ces cancers prostatiques, et ainsi mieux comprendre les mécanismes de la tumorigénèse liée à l’inactivation de MEN1.
3 Présentation
Il a été observé que les souris Men1+/- âgées développent des cancers de la prostate, avec une incidence d’environ 13%, alors qu’aucune souris contrôle ne présente ce type de cancer.
3.1 La prostate
3.1.1 Généralités

La prostate est un organe de la taille d’une noix chez l’homme. Cet organe entoure l’urètre, et se situe juste sous la vessie. Il s’agit d’une glande endocrine, faisant partie de l’appareil génital masculin. Pour fonctionner, la glande a besoin d’androgènes (hormones mâles, comme la testostérone), c’est donc un organe hormono-dépendant. La prostate produit entre 10 et 30% du liquide séminal.
La prostate peut être victime de différentes affections :

· Infection de la prostate ou prostatite

· Adénome de la prostate ou hypertrophie bénigne

· Cancer de la prostate
3.1.2 La prostate chez la souris

La prostate murine, sur laquelle j’ai effectué mon travail de stage, présente quelques différences morphologiques avec la prostate humaine. En effet, la prostate humaine est plus une sphère, alors que la prostate de souris est plutôt composée de lobes. (Figure 1)
Ainsi, la prostate de souris est constituée de 3 parties :

· La partie ventrale

· La partie dorso-latérale.
· La partie antérieure
Elles sont toutes composées d’un ensemble de glandes, dont la morphologie varie suivant les zones.
Les glandes sont constituées d’une monocouche de cellules épithéliales sécrétrices reposant sur une couche de cellules basales non sécrétrices et une lame basale. Les cellules de l’épithélium prostatique ont un noyau rond et d’aspect uniforme, situé principalement au centre de la cellule. Bien que différente morphologiquement de la prostate humaine, la prostate de souris est une glande hormono-dépendante dont l’activité fonctionnelle diffère peu de la prostate humaine, rendant la comparaison possible.
3.1.3 Le cancer de la prostate

Le cancer de la prostate se développe le plus souvent chez l’homme de plus de 50 ans, et est le type de cancer le plus commun.
Les cancers de la prostate n’apparaissent pas immédiatement. L’hyperplasie des cellules, c'est-à-dire une augmentation du nombre de cellules sans modification de leur morphologie est le premier stade de cette évolution. Elle est suivie de lésions dites pré-cancéreuses de type PIN (Néoplasies Intraépithéliales Prostatiques), qui se caractérisent par une hyperplasie accompagnée d’atypies nucléaires, un changement dans la morphologie des noyaux cellulaires. Les PIN sont classés en plusieurs catégories, de 1 à 4, 4 étant le degré le plus grave. Le carcinome in situ est une lésion cancéreuse se limitant à la glande, et ne traversant pas la lame basale, qui se développe sur une base de PIN4. Le cancer le plus grave est le carcinome invasif, qui envahit toute la prostate en traversant la lame basale, et qui fait des métastases.
Les lésions précancéreuses et cancéreuses chez la souris sont principalement détectées dans la partie dorso-latérale, et parfois dans la partie antérieure de la prostate. L’évolution des lésions est la même que chez l’homme. Dans la littérature, l’inactivation de certains facteurs génétiques est connue pour être impliquée dans la tumorigénèse de la prostate, notamment PTEN [9] et p27 [5].
3.2 Sujet de recherche
3.2.1 Introduction du sujet du stage
Chez l’homme, l’inactivation du gène MEN1 est surtout connue pour donner des tumeurs au niveau des glandes endocrines. Cependant, le modèle de souris Men1+/- généré dans l’équipe développe des cancers de la prostate, en plus des tumeurs endocrines classiquement retrouvées chez les patients MEN1.
L’équipe dans laquelle j’ai réalisé mon stage s’est intéressée à ces cancers de la prostate et cherche à identifier les mécanismes par lesquels l’inactivation de menin conduit à ces lésions.
3.2.2 Objectifs du stage
Afin de voire si les lésions détectées dans la prostate sont liées à l’inactivation de Men1, l’expression de menin a été détectée par IHC (ImmunoHistoChimie). Dans le but de connaître les mécanismes de la tumorigénèse liée à l’inactivation de Men1 dans la prostate, l’expression de différents facteurs a aussi été analysée par IHC.
3.2.3 Choix des facteurs analysés
3.2.3.1 p27

La protéine p27 est un inhibiteur des complexes cyclines E/CDK2 et cycline A/CDK2. Toutes ces cyclines régulent le passage du cycle cellulaire de la phase G1 à S et contrôle donc la prolifération des cellules.
p27 a été identifié comme une cible transcriptionnelle de menin [5], et est aussi connu pour jouer un rôle important dans la prolifération des cellules de la prostate. L’inactivation de menin dans les cellules de la prostate pourrait donc déréguler l’expression de p27 et la prolifération de ces cellules, expliquant le développent de lésions cancéreuses chez les souris Men1 hétérozygotes.
3.2.3.2 AR

AR est le récepteur aux androgènes. Il se trouve donc principalement exprimé dans les organes sexuels. La prostate a besoin d’androgènes pour fonctionner correctement. La diminution ou l’absence des androgènes, ou de leur récepteur dans les cellules prostatiques peut provoquer une désorganisation cellulaire, et ainsi favoriser l’apparition de cancers de la prostate.

Il est connu que menin interagit avec les récepteurs nucléaires d’hormones, dont ER, mais il n’a pas encore été mis en évidence de façon précise la relation entre menin et AR.
3.2.3.3 La voie de signalisation du TGF-β

La voie TGF-β est connue pour jouer un rôle dans le contrôle de la prolifération des cellules prostatiques.
L’activation de cette voie se fait par un signal TGF-β reçu par le récepteur correspondant. Celui-ci active alors les Smads par phosphorylation. Les Smads1, et 5 font partie de la sous-voie de signalisation BMP, tandis que Smad3 fait partie de la sous-voie TGF-β. Smad4 est considéré comme un cofacteur, car il a pour fonction de transporter les autres Smads dans le noyau, où ils pourront alors activer la transcription de leurs gènes cibles. Ainsi, l’altération de l’expression de l’un de ces facteurs peut conduire à la dérégulation de l’ensemble de la cascade de signalisation. (Figure 2)
De plus, menin a été identifiée comme partenaire physique et fonctionnel des SMAD 1, 3 et 5 [2, 10]. J’ai donc décidé de vérifier si l’expression d’un ou plusieurs de ces facteurs est perturbée dans les lésions prostatiques suite à l’inactivation de menin.
3.3 Techniques mises en œuvre
3.3.1 Elevage des souris

Les souris sont maintenues en élevage dans l’animalerie ALECS-SPF de la faculté de Laënnec, sous des conditions d’atmosphère contrôlée exempte de tout pathogène (normes SPF). Les souris sont sorties de l’animalerie dans des boites à couvercle filtrant afin d’être sacrifiées pour dissection.
3.3.2 Dissection

Après injection d’environ 0,2 mL de pentobarbital sodique (Sigma) dans l’abdomen de la souris, la mort survient en 1 à 2 minutes. Après fixation de la souris sur le support et nettoyage à l’alcool  de l’abdomen, une boutonnière est réalisée sur toute la longueur, soit du bas du ventre jusqu’au haut de la cage thoracique. Il faut ensuite dégager l’accès aux organes en coupant la membrane du péritoine. Les différents organes sont ensuite prélevés et placés dans des cassettes d’histologie correctement annotées.
3.3.3 Préparation des blocs et des coupes
Les organes en cassettes sont trempés dans une solution de fixation, composée de paraformaldéhyde à 4%, pendant une durée d’environ 48 heures à 4°C. Ils sont ensuite envoyés à la plateforme d’histologie AniPath, qui va les laver, les déshydrater et les inclure dans des blocs de paraffine. Les blocs sont ensuite refroidis, pour faire solidifier la paraffine. A l’aide d’un microtome, des coupes de 3 µm d’épaisseur sont réalisées, ce qui correspond à l’épaisseur d’une cellule. Ces coupes sont alors simplement posées sur une lame de verre, après être passées quelques secondes dans un bain d’eau à 50°C, puis séchées à température ambiante pour favoriser l’adhérence des coupes sur la lame.
3.3.4 Analyse histologique

Après la réalisation des coupes, on effectue une coloration H&E, qui consiste à colorer les tissus avec de l’hématoxyline, puis avec de l’éosine, afin de mettre en évidence les structures histologiques. 
Le protocole utilisé est le suivant :

· Déparaffinage des lames 2 fois 5 min dans du xylène

· Réhydratation des tissus par passage dans des bains successifs (5 min) d’éthanol 100%, 95%, 70% et eau distillée

· Coloration 5 min à l’hématoxyline

· Rinçage à l’eau du robinet pendant 5-10 min

· Coloration 2min30 à l’’éosine (le temps de coloration peut être ajusté pour avoir l’intensité, le contraste… désiré, et suivant le type de tissu) 

· Déshydratation des tissus dans des bains (5 min) d’éthanol de 70%, 95%, 100% et enfin xylène

montage lame-lamelle dans du milieu de montage non aqueux (Permount)Les noyaux sont ainsi colorés en violet-bleu, tandis que le cytoplasme est coloré en rose. Cette coloration permet une analyse histologique des tissus, ainsi que le repérage et l’identification des lésions. Cette analyse est effectuée avec un pathologiste, qui classifie en même temps le type de lésions. 

3.3.5 Immunohistochimie
La technique d’immunohistochimie (IHC) permet de localiser des antigènes (protéines) dans les cellules. Le réactif principal est un anticorps dirigé contre l'antigène à détecter. Des traceurs (molécules fluorescentes, enzymes, complexe coloré...) fixés directement ou indirectement sur cet anticorps permettent de voir la réaction.

[image: image3]
Le protocole d’IHC utilisé est le suivant : (Figure 3)

Après déparaffinage des lames 30 minutes à 55°C et passage dans 2 bains de xylène de 5 minutes, les tissus sont réhydratés par des bains de 5 minutes dans l’éthanol 100%, 95%, 70%, puis dans l’eau distillé.

Pour diminuer le bruit de fond sur la lame, les peroxydases endogènes sont inactivées par un bain de 20 à 30 minutes dans une solution de 3% de H2O2. Un bain de 5 minutes est ensuite réalisé dans de l’eau distillé pour laver les lames.

Le démasquage des sites antigéniques est réalisé dans une solution composée de 5,7 mL de solution de démasquage diluée dans 600 mL d’eau distillé. Les lames sont trempées dedans, puis mises 5 minutes au micro-onde à 1000W, et ensuite 10 minutes à 450W. La solution est ainsi portée à ébullition puis est refroidie à température ambiante pendant 2h.

Les sites de fixation non spécifiques sont saturés avec un diluant d’anticorps (DAKO), pendant une durée de 2 heures au minimum. L’anticorps primaire, dilué à la concentration voulue dans du diluant DAKO, est ensuite déposé sur les lames, et celles-ci sont incubées sur la nuit, à 4°C, en chambre humide et à l’obscurité. L’anticorps primaire reconnaît la protéine d’intérêt, et est issu d’une espèce animale spécifique. Le lavage des lames se fait le lendemain, avec 3 bains de PBS, de 5 minutes chacun.

Les anticorps secondaires reconnaissant l’espèce dans laquelle a été produit l’anticorps primaire, sont déposés sur la lame, à une dilution de 1:200 dans du diluant DAKO, pendant une durée de 30 minutes à température ambiante. L’anticorps secondaireest couplé à une molécule de biotine, qui possède une forte affinité pour l’avidine.

Les lames sont de nouveau lavées avec 3 bains de PBS de 5 minutes.

La solution d’amplification (kit ABC, Vector) est préparéeau moins 30 min avant utilisation (20µl du réactif A + 20µl du réactif B par ml de PBS-0,1%BSA utilisé). Cette solution est déposée sur les lames entre 30 à 45 minutes à température ambiante. Ce réactif contient l’avidine couplée à l’enzyme HRP (Horseraddish Peroxydase).

Les lames sont de nouveau lavées avec 3 bains de PBS de 5 minutes chacun.

Le réactif de révélation, la DAB (Vector), est sensible à la lumière et doit donc être préparé juste avant l’utilisation, à l’obscurité. Dans 2,5ml d’eau distillé, il est rajouté une goutte de tampon (buffer 7,5), 2 gouttes du réactif DAB (cancérigène) et une goutte de H2O2. La solution est ensuite déposée sur les lames pendant 5 minutes. La DAB (diamino-3,3’benzidine) va réagir avec l’enzyme HRP et donner une réaction colorée en marron, permettant de localiser l’antigène recherché.
La réaction de révélation est stoppée par un passage dans un bain de PBS, puis les lames sont mises pendant 5 minutes dans un bain d’eau distillé.

La contre coloration se fait à l’hématoxyline, qui est déposée sur les lames pendant 2 minutes. Celles-ci sont ensuite lavées à l’eau courante pendant 10 minutes.

La déshydratation des lames se fait par un bain d’éthanol à 95%, puis dans un bain à l’éthanol absolu, 5 minutes pour chaque, et enfin dans un bain final de xylène, pour une durée de 10 à 20 minutes.

Les lames, une fois propres, sont montées avec des lamelles, avec une solution de montage non aqueuse à base de colle de xylène (Permount). Une fois la colle séchée, les lames sont observables au microscope optique.

3.3.6 Acquisition des images

Les lames sont observées sous le microscope optique aux objectifs x10, x20 et x40 (grossissement de x100, x200 et x400), lequel est équipé d’une caméra numérique permettant la prise de photos instantanées, correspondant à la zone centrale du champ microscopique. Ces images sont ensuite traitées par informatique, avant d’être présentées.
4 Résultats et analyses
Analyse histologique par coloration H&E des lésions prostatiques développées par les souris Men1+/-
A partir de l’âge de 18 mois, les souris Men1+/- présentent des lésions pré-cancéreuses (PIN) ou cancéreuses (carcinome) au niveau de la prostate.

L’étude histologique de ces lésions a été réalisée par coloration H&E des coupes de prostate (figure 4). La figure 4A montre la morphologie d’une prostate normale chez une souris contrôle Men1+/+ âgée de 21 mois. Au grossissement x200, les glandes prostatiques ont une forme ronde et régulière, maintenue par le tissu conjonctif les entourant. Les cellules épithéliales prostatiques s’organisent en une seule couche, qui forme des replis dans la lumière des glandes. Au grossissement x400, les replis sont bien formés d’une couche simple de cellules épithéliales, avec des cellules interstitielles conjonctives au milieu. Les noyaux ne présentent pas de morphologie anormale, ils sont bien sphériques, uniformes et n’occupent pas une grande partie du cytoplasme. De plus, les noyaux sont bien violets, tandis que les cytoplasmes sont roses, ce qui correspond à la coloration normale.

La figure 4B présente une lésion prostatique de type PIN4, développée chez une souris Men1+/- de 22 mois. La structure de la glande est perturbée, la lumière est partiellement occupée par des cellules en prolifération. La couche cellulaire épithéliale garde encore une organisation, principalement sur le pourtour de la glande, la perte de structure étant surtout observée à proximité de la lumière. De ce côté, les cellules sont plus petites, avec un noyau dont le volume a diminué de moitié. Il s’agit de cellules qui meurent et se détachent de l’épithélium, provoquant une desquamation dans la lumière de la glande, phénomène qui n’est observé que dans les cas de lésions pré-cancéreuses ou cancéreuses de la prostate. Le tissu conjonctif est encore présent à l’endroit où la simple couche de cellules est restée intact, mais il est absent au niveau de la zone de prolifération. 

Le carcinome in situ (Figure 4C, souris Men1+/- de 26 mois) présente une perte de la structure glandulaire normale de la prostate. Les cellules deviennent indifférenciées, et remplissent la lumière de la glande. Cependant, la prolifération cellulaire reste cantonnée à l’intérieur de la glande, sans franchir la lame basale. L’aspect de certains noyaux change aussi. Ils deviennent plus volumineux, avec une chromatine relâchée. Certaines cellules ont même un noyau quasiment blanc, avec plusieurs nucléoles, ce qui est caractéristique des cellules cancéreuses.
Le cas le plus grave de lésion prostatique (Figure 4D, souris Men1+/- de 23 mois) est l’adénocarcinome. Une prolifération cellulaire massive est observée, sans ordre, et touchant toute la prostate. Les cellules prolifèrent autour de la structure de base, et forment ainsi des “ponts“ dans la glande, remplissant celle-ci de cellules cancéreuses. Des cellules cancéreuses avec un noyau blanc et de nombreux nucléoles sont ainsi visibles sur l’agrandissement de la photo. La structure glandulaire de la prostate n’est plus observable, et contrairement au carcinome in situ, la prolifération cellulaire a franchi la lame basale.
L’analyse histologique montre que les souris Men1+/- développent au niveau de la prostate des lésions pré-cancéreuses (de type PIN4) et cancéreuses (carcinome in situ et adénocarcinome), qui ne sont pas observées chez les souris Men1+/+. J’ai donc étudié l’expression de menin dans ces lésions, pour savoir si celle-ci joue un rôle dans le processus de tumorigénèse de la prostate.
L’expression de menin est inactivée dans les lésions de prostate chez les souris Men1+/-
Afin de déterminer si l’inactivation de menin pourrait être responsable du développement des lésions de la prostate observées chez les souris Men1+/-, l’expression de la protéine a été analysée par IHC dans les différentes lésions. Les résultats sont présentés sur la figure 5.

Chez les souris contrôles Men1+/+ (figure 5A), la protéine menin est bien exprimée dans le noyau des cellules épithéliales prostatiques (coloration des noyaux en marron). Les cellules conjonctives servent de témoin interne : elles n’expriment pas menin, ce qui correspond donc à une coloration bleue du noyau.
Par contre, dans les lésions prostatiques des souris Men1+/-, l’expression de menin est plus ou moins perdue selon le type de lésions. Dans les lésions de type PIN4 (figure 5B), les cellules n’exprimant plus menin semblent envahir la lumière de la glande, en perdant leur structure de replis au fur et à mesure. Plus de la moitié des cellules n’expriment plus menin, notamment dans les zones où la structure normale des glandes est altérée. Dans les cancers, l’expression de menin ne semble plus présente. En effet, dans le carcinome in situ (Figure 5C), les cellules ayant envahit la glande n’expriment plus menin, tandis que les cellules à proximité de la lame basale continuent de l’exprimer. Certains noyaux n’apparaissent même plus en bleu, mais en blanc, avec des nucléoles marqués, caractéristiques des cellules cancéreuses. Pour l’adénocarcinome (Figure 5D), la quasi-totalité des cellules n’expriment pas menin, surtout celles qui sont au centre du massif de prolifération, et où la structure glandulaire n’est plus présente. Ainsi, plus la lésion est avancée, moins il y a d’expression de menin.

Les résultats que j’ai obtenus semblent suggérer que le développement de ces cancers de la prostate pourraient être la conséquence de l’inactivation de menin. Lorsqu’elle n’est pas exprimée, des lésions de type PIN apparaissent tout d’abord, puis progressent pour ensuite devenir des cancers.
Conséquence de l’inactivation de menin sur l’expression de ses partenaires ou gènes cibles dans les cancers de  prostate développés chez les souris Men1+/-
Afin d’identifier les mécanismes moléculaires par lesquels l’inactivation de menin conduit au développement des cancers de la prostate, j’ai analysé par IHC l’expression de différents facteurs en relation avec la physiologie des cellules prostatiques (AR, p27 et Smads), qui ont aussi un lien plus ou moins direct avec menin.

Diminution de l’expression de p27 dans les lésions prostatiques de souris Men1+/-
La protéine p27 étant une cible transcriptionnelle de menin, il est probable que son expression soit perturbée dans les lésions de la prostate où menin est inactivée, hypothèse que j’ai voulu vérifier en détectant l’expression de p27 par IHC (Figure 6).
Les cellules épithéliales prostatiques des souris contrôle Men1+/+ (Figure 6A) présentent une expression principalement nucléaire de p27, ce qui lui permet d’exercer son contrôle anti prolifératif sur les complexes cyclines/CDK qui sont présents dans le noyau. Je remarque aussi une légère expression au niveau du cytoplasme, correspondant à la forme « inactive » de p27. Les cellules interstitielles conjonctives servent de témoin négatif interne car elles n’expriment pas p27, et apparaissent donc entièrement en bleu.
Dans les lésions prostatiques des souris Men1+/-, où menin est inactivée, la perte de l’expression de p27 au niveau nucléaire semble être graduelle, suivant le type de lésion.

Ainsi, dans le cas de lésion de type PIN4 (Figure 6B), l’expression de p27 tend à diminuer. La coloration n’est pas aussi forte que dans la prostate Men1+/+, mais toutes les cellules ne sont pas négatives. Les cellules positives sont surtout sur le pourtour de la glande, mais il y en a aussi au centre des lésions, entourées de cellules négatives.

Dans le cas du carcinome in situ (Figure 6C), la grande majorité des cellules ont leurs noyaux négatifs, tandis que le cytoplasme est légèrement coloré. Parallèlement avec le marquage de menin, il reste une expression de p27 sur le pourtour de la glande.

Dans le cas de l’adénocarcinome (Figure 6D), Les cellules n’expriment plus la protéine p27, sauf sur quelques structures ayant gardées un aspect normal.
J’ai ainsi pu démontrer que le niveau d’expression de p27 est réduit dans les lésions prostatiques développées chez les souris mutantes. J’ai également constaté que le degré de la diminution de l’expression de p27 corrèle à la fois avec l’inactivation du gène Men1 et le degré de progression des lésions prostatiques. Cela suggère que l’inactivation de p27 pourrait participer au processus de la cancérogénèse des cellules de la prostate.
Perturbation de l’expression de AR dans les lésions prostatiques de souris Men1+/-
J’ai réalisé une IHC sur les lésions prostatiques pour détecter l’expression d’AR (figure 7).

Dans la prostate de souris Men1+/+ (Figure 7A), AR est exprimé dans toutes les cellules épithéliales, avec parfois quelques variations dans l’intensité du marquage. Le marquage est essentiellement nucléaire, ce qui correspond à la localisation connue d’AR. Comme pour p27, je note une légère coloration du cytoplasme, ce qui correspondrait à la forme inactive transcriptionnellement de AR. En effet, le récepteur nécessite la fixation de son ligand, les androgènes, pour être transloqué dans le noyau et activer la transcription de ses gènes cibles. Les cellules interstitielles conjonctives servent de témoin négatif interne car elles n’expriment pas AR.
L’expression d’AR est faible dans les lésions de type PIN (Figure 7B). Les cellules conservant son expression se trouvent surtout au niveau des structures normales du point de vue morphologique. Le carcinome in situ (Figure 7C) présente une diminution de l’expression d’AR, ainsi que des cellules l’ayant perdu totalement, celles-ci se trouvant principalement au niveau de la lumière de la glande. Dans le cas de l’adénocarcinome (Figure 7D), l’expression d’AR est absente dans presque tout le tissu. Cependant, je note quant même qu’il reste dans quelques cellules une légère expression cytoplasmique.
AR est correctement exprimé dans les régions relativement normales morphologiquement des prostates issues des souris mutantes. Mais son expression est réduite dans les lésions prostatiques chez ces souris, surtout dans le cas de l’adénocarcinome, suggérant que menin régulerait directement ou indirectement l’expression d’AR. Etant donné que l’expression de AR maintient l’état de différenciation des cellules de l’épithélium prostatique, la diminution de son expression favoriserait donc la dédifférenciation des cellules et l’apparition de cancers au niveau de la prostate.
Altérations de l’expression de Smad1P, 3, 4 et 5 dans les lésions cancéreuses de prostate chez les souris Men1+/-
Menin fait partie de la voie de signalisation TGF-β, notamment par son interaction physique et fonctionnelle avec les Smads 1, 3 et 5. J’ai donc décidé de détecter leur expression par IHC, pour voir si celle-ci varie dans les lésions prostatiques où menin n’est peu ou pas exprimée. (Figure 8)
La figure 8A montre l’expression de Smad1P. Smad1P, forme activée de Smad1 par phosphorylation, est détectée au niveau nucléaire dans les cellules prostatiques de la souris contrôle ne présentant aucune lésion. Les cellules du tissu conjonctif servent de témoin interne car elles n’expriment pas la protéine. Il y a toujours une coloration du cytoplasme, due à la présence résiduelle de forme non activé de Smad1 dans ce compartiment. Dans les lésions de type PIN, je remarque qu’il y a moins d’expression de Smad1P dans le noyau, voire pas du tout d’expression dans certaines cellules. L’expression est perdue aux endroits où la structure glandulaire de l’épithélium est perturbée. Dans le cas de l’adénocarcinome, l’expression de Smad1P est diminuée, et certaines cellules ne l’expriment plus. Cependant, malgré les noyaux blancs caractéristiques des cellules cancéreuses, l’expression au niveau du cytoplasme est toujours présente, signe que la protéine Smad1 n’est peut-être plus capable d’être activé par phosphorylation en l’absence de menin.
Smad5  faisant partie de la même voie que Smad1, sa localisation est la même. La protéine Smad5 présente une localisation à la fois cytoplasmique et nucléaire dans la prostate contrôle (figure 8B). Les cellules interstitielles conjonctives continuent à être le témoin interne. Pour la lésion de type PIN4, il n’y a pas de changement dans l’expression de Smad5. Pour le cas de l’adénocarcinome, Smad5 n’est plus exprimé dans les cellules au centre de la région présentant une dédifférenciation cellulaire, mais reste présente sur le pourtour de la structure, comme il a été précédemment observé pour menin.

L’expression de Smad3 est représentée sur la figure 8C. Smad3 possède une localisation à la fois cytoplasmique et nucléaire dans la prostate contrôle. Le tissu conjonctif sert toujours de témoin interne. Sur la lésion de type PIN 4, je remarque que l’expression nucléaire de Smad3 diminue dans les cellules qui sont en bordure de la glande. Pour l’adénocarcinome, les cellules ont un aspect cancéreux et l’expression de Smad3 au niveau nucléaire diminue fortement, jusqu’à  disparaitre dans quelques cellules.
Smad4 joue le rôle d’effecteur commun pour les autres Smads, et est localisé dans le noyau lorsqu’elle est activée. (Figure 8C). Je remarque sur le témoin une légère coloration du noyau, plus ou moins forte suivant la zone de la prostate considérée. Ainsi, la coloration est plus forte au niveau du pourtour de la glande. La lésion de type PIN4 garde une expression principalement au niveau des structures normales de la glande. Cependant, il y a une perte de l’expression dès que la structure n’est plus normale, soit dès qu’il y a des structures en ponts. L’adénocarcinome ne présente presque plus d’expression de SMAD 4, surtout aux endroits où la structure morphologique de la glande est perturbée. Dans certaines cellules, l’expression n’a pas totalement disparue, mais est très faible.
En conclusion, la diminution de l’expression des Smads dans les tumeurs de la prostate est variable, mais plus la lésion est de stade avancé, moins les Smads sont exprimés. L’ensemble de ces données indique que l’expression de plusieurs effecteurs de la voie TGF-β est perturbée dans les lésions prostatiques observées chez les souris mutantes, ce qui pourrait conduire à une altération de l’activité de cette voie importante pour le contrôle de la prolifération cellulaire de l’organe. Il serait intéressant d’étudier si cette voie de signalisation participe ou non à la cancérogénèse des cellules prostatiques liées à l’inactivation du gène Men1.
5 Approfondissement d’une technique : l’immunohistochimie
5.1 Sécurité

La réalisation d’un protocole d’IHC nécessite la manipulation de produits dangereux pour la santé et pour l’environnement.

Le xylène est nocif, corrosif et volatil. Il faut donc le manipuler sous une hotte, avec gants et blouse et le recycler dans un bidon spécial après usage.

L’éthanol est un produit facilement inflammable, qui doit être conservé à l’abri de flamme et d’étincelles.

Le méthanol est inflammable, toxique et dangereux pour l’environnement et doit donc être manipulé sous hotte, avec gants et une blouse, et recyclé dans les déchets dangereux après usage.
H2O2 est un produit nocif, qui doit être manipulé avec des gants et une blouse.

La solution de démasquage est une solution acide, il faut donc mettre des gants et une blouse lors de sa manipulation.

Les Ac primaires et secondaires sont des produits biologiques. Il est donc nécessaire de les manipuler avec blouse et gants, et jeter dans la poubelle biologique tout le matériel étant rentré en contact avec ceux-ci (pointe de pipettes, gants).

Le réactif DAB est un réactif cancérigène. Il est aussi mélangé avec de l’H2O2. L’excès de DAB est récupéré sur une serviette, qui est ensuite traitée avec les déchets biologiques, ainsi que les gants utilisés.

5.2 Equipements

Le matériel nécessaire pour réaliser cette technique, et observer les résultats, est celui couramment utilisé dans un laboratoire, à savoir une hotte à aspiration, des poubelles spéciales de traitement pour recycler les déchets biologiques et toxiques, ainsi qu’un microscope photonique, possédant une caméra intégrée pour pouvoir prendre des photos. Pour réaliser les coupes, il faut aussi posséder un microtome, capable de couper des tissus inclus en paraffine à une épaisseur de 3µm.

Il est aussi nécessaire d’avoir de l’eau distillé en quantité, et des bacs en verre pour la réalisation des bains.

5.3 Estimation des coûts

	Réactif
	Coût TTC
	Volume utilisé
	Coût final

	Ethanol
	9.27€/L
	530mL
	4.92€

	Xylène
	74.15€/L
	200mL
	14.83€

	Méthanol
	7.99€/L
	80mL
	0.64€

	H2O2
	348€/L
	8mL
	2.78€

	PBS
	7.65€/L
	1L
	7.65€

	Solution de démasquage
	531.02€/L
	5.7mL
	3.03€


On a donc un sous-total de 33,85€. Les bains sont utilisés pour 10 lames, ce qui donne donc, pour une lame, 3.39€.

	Réactif
	Coût TTC
	Volume utilisé
	Coût final

	DAKO
	702.67€/L
	600µL
	0.42€

	Ac primaire
	3588€/mL
	0.5µL
	1.8€

	Ac secondaire + kit d’amplification
	5305.90€/L
	25µL
	0.21€

	DAB
	645.84€/L
	30µL
	0.02€

	Hématoxyline
	143.52€/L
	200µL
	0.03€


Ce sont les réactifs nécessaires pour la réalisation d’une coupe, on obtient un sous-total de 2.48€.

Il faut aussi prendre en compte le prix de la lame, qui est une lame spéciale, permettant à la coupe de bien adhérer, et qui est de 0.35€ l’unité

On a donc un coût estimé à 3.39+2.48+0.35, soit un total de 6.22€ par coupe.

Ce résultat ne prend pas en compte le matériel utilisé (durée de vie, entretien), l’hébergement des souris dans une animalerie, l’inclusion des organes ainsi que le coût de la main d’œuvre.
6 Conclusion scientifique

Les souris Men1+/- , générées par l’équipe du Dr ZHANG, sont un modèle de souris transgénique qui mime assez bien la pathologie humaine des Néoplasies Endocriniennes Multiple de type 1 (NEM1). Ce modèle a permis l’avancement des connaissances sur le gène MEN1 responsable de cette maladie. Ces souris présentent ainsi les mêmes lésions que les patients atteints de MEN1, soit des tumeurs se développant au niveau des glandes endocrines, que sont le pancréas, les glandes parathyroïdes et l’hypophyse antérieur. De façon surprenante, les souris hétérozygote Men1+/- âgées développent aussi des cancers au niveau de la prostate.
Mon travail de stage a été de caractériser ces lésions prostatiques, en utilisant la technique d’immunohistochimie. J’ai ainsi put montrer que l’expression de la protéine menin, codée par le gène Men1, est inactivée dans les lésions de prostate de souris mutantes, aussi bien dans les PIN avancés (PIN4) que dans les carcinomes in situ et adénocarcinomes. J’ai aussi démontré que les facteurs en relation avec menin et les processus de  tumorigénèse de la prostate présentent une altération de leur expression en l’absence de menin. Ainsi, p27 a une expression réduite dans les lésions prostatiques, tout comme AR, ainsi que la voie de signalisation TGF-β dont font partie les Smads.
Il faut cependant que ces résultats soient confirmés par une autre étude, afin d’évaluer l’implication de chacun dans le développement de ces lésions.

On peut ainsi faire l’hypothèse que certains cancers de la prostate chez l’homme pourrait être dut à la perte d’hétérozygotie du gène MEN1. Il est cependant difficile de vérifier avec certitude cette hypothèse, d’une part car une grande majorité de la population masculine est touché par ce cancer après 50 ans, et que des lésions se développent parfois sans même que le patient ne se rende compte, et d’autre part car la maladie génétique MEN1 est très rare. En effet, même si les mutations du gène NEM1 prédisposent effectivement à des cancers de la prostate, le nombre de patients concernés, du fait de la rareté de cette maladie, ne serait pas assez important pour réaliser une étude complète. Mon travail a cependant démontré que le gène Nem1 chez la souris constitue un gène de prédisposition au cancer de la prostate.

7 Conclusion personnelle

Ce stage m’a permis de réaliser et de mettre en pratique toute la théorie apprise en cours. Il m’a aussi permis de me rendre compte de la réalité de la recherche, qui est extrêmement évolutive, ainsi que de ses défauts, qui est de ne pas toujours obtenir de résultats après des semaines ou des mois de travaux. Il y a aussi le problème financier, même si je n’ai pas été touché directement.

Ainsi ce stage m’a permis de me débarrasser de mes idées préconçues sur la recherche, et m’a même motivé pour poursuivre mes études après le BTS.
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Schéma simplifié expliquant le principe de l’IHC:
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