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1- INTRODUCTION GENERALE 



FIGCRE 1.1. - SCHERIA ILLUSTRANT LE MECANISME D'ACTIOFJ D'UNE HORRIOI?E 

POLY PEPTIDIQUE 



Les hormones polypeptidiques exercent leur action en se fixant s u r  des  

récepteurs situés au niveau de la membrane plasmique, à la surface des 

cellules cibles (fig 1.1). Ces récepteurs ont trois fonctions : ils assurent ,  

grâce à une haute affinité et une grande spécificité, la reconnaissance de  

l'hormone ; ils sont capables de moduler par  leur nombre ou leur affinité 

l'intensité de la réponse cellulaire. D'autre par t ,  le récepteur participe d'une 

façon indispensable au transfert  de l'information hormonale. 

Du point de vue fonctionnel, le récepteur comporte au moins deux 

éléments fondamentaux, un site receveur ou de reconnaissance auquel s e  lie 

l'hormone et  un site exécutif qui peut interagir avec un élément cellulaire 

distinct : l'effecteur. C'est au niveau de ce dernier que se  produit la pre- 

mière réponse entraînant la modification du fonctionnement de la cellule. 

Entre le site de reconnaissance et  le site exécutif, doit exister nécessai- 

rement un mécanisme de couplage. L'interaction de l'hormone et du récepteur 

se  traduit par la formation d'un "deuxième messager1' intracellulaire dont 

l'effet peut se  produire h différents niveaux cellulaires : effets s u r  la mem- 

brane, activation ou inhib'ition enzymatique, synthèse de protéines. De 

nombreuses hormones peptidiques et polypeptidiques -c'est le cas des hor- 

mones gonadotropes- exercent leurs effets physiologiques en augmentant la 

concentration intra-cellulaire dlAMPc dans les cellules cibles. Les premiers 

travaux de SUTHERLAND entre 1956 et 1962 montrèrent que la production 

dlAMPc était due à un enzyme capable d'hydrolyser I'ATP en Ah'lPc : l'adény- 

late cyclase (SUTHERLAND et coll., 1956). Le système adénylate cyclase est  

en fait constitué par plusieurs protéines (fig 1 . 2 ) .  RODBELL et coll. (1971, 

1975, 1980) montrèrent que le GTP est essentiel pour le transfert du signal 

hormonal ; le GTP exerce trois actions : 1) il stimule l'activité basale de  

I'adénylate cyclase en absènce de l'hormone, 2 )  il augmente les vitesses de 

liaison et  de dissociation de l'hormone et de son récepteur ce qui provoque 

une augmentation du Kd apparent des sites de liaison, 3 )  il réalise le cou- 

plage entre le récepteur et  I'adénylate cyclase. Une protéine membranaire 

liant le GTP est impliquée dans la liaison de l'hormone et est responsable de 

l'activation de lfadénylate cyclase (SPIEGEL e t  DOWNS, 1981). La connais- 
- sance de cette protéine régulatrice a été t rès  approfondie lors de l'étude des 

récepteurs adrénergiques (SCHRAhI et SELINGER, 1984 ; LEFKOWITZ e t  

coll., 1984 ; GELMAN, 1984) : elle serait composée de plusieurs sous-unités. 
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FIGURE 1 .2 .  - SCHEWA ILLUSTRANT LE hJECANISRlE DE TRAPJSnlISSION DU 

BIESSAGE HORMONAL A U  PJIVEAU DE LA R'IEIiIBRANE PLASRIIQUE PAR LE 

SY STEME ADENYLATE CY CLASE 

L'hormone ( H )  extra-cellulaire en se  liant au récepteur (RI provoque l'activa- 
tion de la sous-unité catalytique (E) qui, & partir  de I'ATP (adénosine 
triphosphate) produit llARIPc (adénosine monophosphate cyclique). Une 
protéine ( N )  assure le couplage entre  ( R )  et (E) ; elle est  régulée par  le 
GTP (guanosine triphosphate) qu'elle hydrolyse en GDP (guanosine diphos- 
phate).  Dans le système des récepteurs adrénergiques, il existe 2 formes 
(NS) et  (111) , de structures voisines, qui couplent respectivement les récep- 
teurs  stirnulateùrs (RS) et  les récepteurs inhibiteurs (RI) à la sous-unité 
catalytique. 
LIAMPc "second messager de l'action hormonale" est  dégrade en 5' ARlP par 
la phosphodiestérase qui est inhibke par la théophylline. La production 
dlARIPc, en augmentant l'activité de certaines kinases, conduit à l'effet 
hormonal (ROBISON et coll. , 1968) .  



La sous-unité alpha, la p lus  grande, l ie  étroi tement le GTP. La sous-unité 

bêta, p lus  pet i te ,  es t  impliquée dans la dissociat ion du GTP e t  donc dans 

l ' inact ivat ion d u  système. Deux processus d ' inact ivat ion supplémentaires sont  

actuellement connus : 1 )  l 'occupation cont inue du récepteur  p a r  l 'hormone 

provoque une désensibil isation d u  système adénylate cyclase, 2 )  des récep- 

teurs  inh ib i teurs  inact ivera ient  I 'adénylate cyclase au  moyen d 'une  a u t r e  

proté ine spécif ique de liaison d u  GTP (CODIFIA e t  coll., 1984). Inversement, 

les anaIoaues hydrolysables du GTP comme le Gpp (NHp)  ac t ivent  lentement 

l'enzyme de façon i r réve rs ib le  (LONDOS e t  coll., 1974). Une act ivat ion 

i r révers ib le  est également obtenue par  la tox ine cholér ique ; ce phénomène 

serai t  d û  à l ' inh ib i t ion  de I'enzyme GTPase qui hydro lyse le GTP en GDP 

( L I N  e t  coll., 1978). 

Toutes les hormones peptidiques e t  polypept id iques n ' o n t  pas p o u r  

messager in t ra-cel lu la i re ItAMPc. L' inositol  t r iphosphate p o u r r a i t  ê t r e  le  

messager des facteurs de croissance e t  de la vasopressine (MARX, 1984). De 

récentes données mont rent  que  la phosphory lat ion e t  la déphosphorylat ion d e  

protéines jouent u n  rô le important  dans l 'act ion de ces hormones. L 'ac t iv i té  

proté ine kinase du récepteur  de  I'EGF (Epidermal Growth Factor)  (CARPEN- 

TER, 1983) e t  du récepteur  de l ' insul ine (KAHN e t  coll., 1983) a été dé- 

montrée. L ' insul ine sera i t  aussi capable de provoquer ,  après act ivat ion d 'une  

protéase membranaire, l 'émission d 'un  relais soluble de nature  pept id ique.  Ce 

relais act ivera i t ,  p a r  déphosphorylat ion , des enzymes comme la glycogène 

synthétase ou la p y r u v a t e  déshydrogénase, jouant un rôle opposé à celui  d e  

I'AMPc (LARNER e t  coll., 1979). La PRL p o u r r a i t  ag i r  pa r  un mécanisme 

semblable à celui  de l ' insul ine.  

Le récepteur  est  indispensable à la médiation d u  message hormonal mais 

sa présence n 'est  pas suf f isante pour  promouvoir  une réponse cel lulaire. I I  

se p r o d u i t  dans la cel lu le une cascade d'événements biochimiques qui condu i t  

à l 'e f fe t  hormonal. Dans une s i tuat ion pathologique, une modif icat ion d'un 

des maillons de la chaine qui re l ie  le récepteur  aux  ef fecteurs cel lulaires, 

p o u r r a i t  ê t re  responsable de l'absence de réponse cellulaire. 

Dans ce t rava i l ,  nous rapportons les études effectuées d 'une  p a r t  s u r  la 

récept iv i té  des cellules de Leyd ig  à la LH chez le porc  au cours  de la v i e  

post-natale e t  d 'au t re  pa r t ,  s u r  la récept iv i té  à la PRL des cellules épithé- 



liales du cancer du sein. Dans la première partie, nous évoquerons les 

problèmes méthodologiques communs à la mesure des récepteurs membranaires 

des hormones polypeptidiques et  nous décrirons les caractéristiques spéci- 

fiques des récepteurs de la LH et  de la PRL. Dans la seconde partie, nous 

envisagerons la régulation des récepteurs de la L H  dans le testicule de porc 

au cours de la vie post-natale en relation avec les niveaux de LH et du 

produit de l'action de cette hormone : la testostérone. Enfin, nous rappor- 

terons les résultats obtenus s u r  la présence, la régulation et  l'activité des 

récepteurs de la PRL dans les cancers du sein. 



II- CARACTERISTIQUES 

DES RECEPTEURS AUX HORMONES 

POLYPEPTIDIQUES 



2 .1 .  GENERALITES, CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES ESSENTIELLES 

La présence de récepteurs au niveau des organes cibles a été soupçon- 

née dès le début de notre siècle m a i s  ce n'est que dans les 15 dernières 

années que les récepteurs ont été étudiés directement .comme des macromolé- 

cules cellulaires distinctes. Le développement d'une technique, remarquable- 

ment simple, de liaison d'un ligand radioactif a ouvert de nouveaux champs 

de recherche. Le dosage des récepteurs, s u r  la cellule entière aussi bien 

que su r  des membranes plasmiques préparées à partir  de tissus normaux ou 

pathologiques, es t  devenu possible. 

L'expérimentation de base pour mesurer les récepteurs consiste B in- 

cuber des concentrations croissantes d'hormone, marquée par  un isotope 

radioactif, avec une préparation de récepteurs. Après un certain temps 

d'incubation, le complexe hormone-récepteur est  séparé de l'hormone libre. 

De nombreuses revues détaillées ont été publiées s u r  les récepteurs membra- 

naires (CUATRECASAS, 1974  ; KAHN, 1975 ; HOLLENBEEG, 1979). 

Dans ce paragraphe, nous rapportons les méthodes d'analyse de la 

liaison hormone-récepteur en soulignant les différentes difficultés méthodo- 

logiques qui peuvent ê tre  rencontrées. Les illustrations de ces problèmes 

figureront aux paragraphes suivants. 

2 .1 .1 .  INTERACTION HORMONE-RECEPTEUR 

Le modèle le plus simple pour l'étude de l'interaction hormone-récepteur 

est  repr6senté par  une réaction à une seule étape, bimoléculaire et  réversi- 

ble : 

(H) = concentration de l'hormone libre (hormone marquée) 

( R )  = concentration de récepteurs libres spécifiques 

(HR) = concentration de l'hormone liée aux récepteurs 

k l  = constante de vitesse d'association (~1"  secq1) , 

k-1 = constante de vitesse de dissociation (sec-') 



CONCENTRATION 

D'HORMONE LIBRE 

FIGURE 2 . 1 .  - REPRESENTATION CRAPHIGUE D'UNE LIAISON TOTALE,  D'UNE 

LIAISON SPECIFIQUE ET D'UNE LIAISON N O N  SPECIFIQUE 

La mesure de la liaison non spécifique peut être obtenue aisément par 

dilution isotopique de l'hormone marquée. Cette dilution entraîne la 

disparition du marquage des sites de haute affinite. 



La constante apparente d'affinité est  définie il l'équilibre par la loi 

d'action de masse : 
k l  I<a =-= (HR) 

k-1 ( H l  ( R I  

Dans la plupart des extraits biologiques, les sites récepteurs ne sont 

pas les seuls à lier l'hormone. Celle-ci entre en interaction à des degrés 

divers avec toutes les autres molécules du milieu : ces iilteractions sont 

appelées "non spécifiques1' (fig 2 .1 .  ) 

Pratiquement, la concentration d'hormone fixée spécifiquement (HR), es t  

mesurée par  différence entre  la concentration totale d'hormone fixée e t  la 

concentration d'hormone fixée non spécifiquement. La fixation non spécifique 

augmentant proportionnellement avec la quantité d'hormone marquée introduite 

dans le milieu, ce n'est que pour de faibles concentrations d'hormone mar- 

quée que la différence entre fixation totale et fixation non spécifique pourra 

être  mesurée avec assez de précision. 

La concentration d'hormone libre, ( H ) ,  se déduit par différence entre la 

concentration d'hormone totale ajoutée ( f i  ) et la concentration d'hormone liée T 
( H R ) .  Ceci est  une approximation raisonnable lorsque l'on travaille h des 

concentrations d'hormone radioactive où la fixation non spécifique est faible. 

On remarquera que, dans les calculs de ( H R )  e t  de ( F I ) ,  obtenus par  

différence, les erreurs  absolues des différentes mesures sont additives. 

2 .1 .2 .  CALCUL DE LA CONSTANTE D'AFFINITE ET DU NOMBRE DE 

SITES 

Les caractéristiques de la liaison hormone-récepteur, constante d'affinité 

et nombre de sites, s'obtiennent en saturant une quantité déterminée de 

récepteurs par  des concentrations croissantes d'hormone marquée ( SCHAFER, 

1983) .  

La transformation de Scatchard (SCATCHARD et  coll., 1949 ; UTEDER et 

coll, 1974)  qui exprime le rapport hormone liée ( H R )  s u r  hormone libre (H) 

en fonction de l'hormone liée est  la méthode d'analyse la plus couramment 

utilisée. 



Soit (Ro),  la concentrat ion totale de récepteurs mis en contact avec 

I'hormone : 

(Ro) = (R)  + (HR)  

L'équation d 'équ i l ib re  peu t  alors s 'écr i re  : 

d 'où  on t i r e  l 'équation de Scatchard : 

(HR)  - = Ka (Ro) - Ka (HR)  
( H  1 

En t raçant  ( H R ) / ( H )  en fonct ion de (HR) ,  on  do i t  ob ten i r  une  dro i te  don t  la 

pente est  -Ka e t  l ' in tersect ion avec l 'axe des abscisses Ro. 

Un cer ta in  nombre de problèmes méthodologiques peuvent  compliquer 

l 'analyse d;! Scatchard. Beaucoup de ces complications proviennent  de  l 'est i -  

mation de la concentrat ion v ra ie  d'hormone l ib re .  Avec de fo r tes  concentra- 

t ions de l igand marqué, o ù  seulement 2 à 5 % de I'hormone totale est liée, les 

e r r e u r s  s u r  l 'estimation de la concentrat ion de I 'hormone liée sont grandes.  

D 'un  au t re  côté, si la concentrat ion en si tes de l iaison est t rès  élevée, d e  

tel le manière qu 'une grande quant i té  d'hormone marquée soit liée, une est i-  

mation précise d 'un  p e t i t  changement dans la concentrat ion de I'hormone l i b r e  

es t  souvent d i f f ic i le .  La présence f réquente d 'une quant i té  de l igand marqué 

altéré, incapable de se l ie r ,  complique encore le problème (REIMAN e t  coll., 

1978) e t  une at tent ion par t icu l iè re  do i t  ê t r e  por tée  à la qual i té  d u  l i gand  

marqué ut i l isé. Dans les deux cas, les e r r e u r s  sont  amplifiées p a r  la repré-  

sentat ion de Scatchard. 

Dans un g r a n d  nombre d'études, des représentat ions de Scatchard non 

l inéaires o n t  été décr i tes ; ce phénomène est  t r è s  connu dans le cas des 

récepteurs insul iniques. Ceci peu t  ê t re  le résu l ta t  de  p lus ieurs si tuat ions e t  

t o u t  d 'abord  de l 'existence de p lus ieurs si tes indépendants (WEDER e t  coll., 

1974) .  L ' in teract ion e n t r e  récepteurs peu t  aussi condu i re  à une tel le s i tua t ion  



(DE MEYTS, 1976). Dans le cas d 'une coopérat iv i té  posi t ive,  la pente d e  la 

d ro i te  d'équation : 

Log (HR)  = f ( log ( H ) ) ,  représentat ion de Hi l l ,  
(Ro) - (HR)  

donne une indicat ion s u r  le nombre de sites mis en jeu. 

Bien que l ' in te rpré ta t ion  des modifications d e  forme de la représentat ion 

d e  Scatchard en terme de coopérat iv i té  soit a t t rayante ,  de  grandes précau- 

t ions doivent  ê t re  pr ises avant  d 'a f f i rmer  qu 'on  est  en présence d ' u n  com- 

portement al lostér ique des récepteurs.  Les possibi l i tés d ' in teract ion e n t r e  

p lus ieurs  molécules de l igand,  e t  de modification, d ' inact ivat ion o u  d'hété- 

rogénéité de ce l igand do ivent  ê t r e  écartées (GECK e t  coll., 1983). Enf in,  

dans le cas des récepteurs membranaires, i l  es t  maintenant connu qu 'une  

coopérat iv i té  négat ive peut  apparaî t re en raison de la mobi l i té des récepteurs 

dans la membrane (SINGER, 1976). 

Les d i f f i cu l tés  d ' in terpré ta t ion  de l 'analyse de Scatchard sont donc 

par fo is  sérieuses (KLOTZ, 1980 ; MUNSON e t  coll., 1983 ; FELDMAN e t  

col l . ,  1983) e t  il semble que la méthode de lo in la p lus  valable (KETESLE- 

GERS e t  coll., 1975) consiste en u n  ajustement non  l inéai re e t  pondéré des 

va leurs  expérimentales non  transformées e t  en par t icu l ie r  de la courbe d e  

saturat ion (HR) = f ( H )  obtenue à p a r t i r  de la lo i  d 'act ion de masse : 

(HR) = Ka (H)  ( R )  où (R)  = (Ro) - (HR)  

alors (HR)  = Ka ( H )  ( (Ro)  - ( H R ) )  

soi t  (Hi?) ( 1  + Ka ( H ) )  = Ka (H)  (Ro) 

e t  (HR)  = Ka ( H l  (Ro) 

1 + Ka ( H )  

La fonct ion (HR)  = f (H )  est une parabole. Les valeurs de (Ro)  e t  Ka 

sont  alors directement obtenues s u r  cet te courbe : 

- lorsque (14) est g rand,  a lors (HR)  = (Ro) ( l im i te  de la parabole) 
Ro - lorsque (!-IR) =- 1 

, K a = -  
2 ( H  1/21 

o ù  ( H  112) est la concentrat ion d'hormone radioact ive l i b r e  nécessaire p o u r  

que la moitié des si tes soit  saturée. La constante d 'a f f in i té  est  l ' inverse de la 

concentrat ion d'hormone chaude l i b re  nécessaire pour  que la moitié des 

récepteurs soi t  occupée. 



2.1.3. ETUDES CINETIQUES 

L'hormone et son récepteur s'associent selon une cinétique obéissant à 

une loi du second ordre : 
- 2,303 ( log ( 

( R I  ( ( H l  - ( H R ) ) )  
k l -  

( H ) - ( R )  (11) ( ( R I  - ( H R ) )  

La réaction de dissociation suit ,  elle, un processus de premier ordre : 

- - 2 y 3 0 3  log ( (Bo) URo) - ( R I )  l 
t 

D'une manière générale, pour les récepteurs aux hormones polypepti- 

diques, la valeur k- l  est extrêmement faible par  rapport 5 k autrement dit 1' 
la réaction s'effectue surtout dans le sens de formation du complexe. Ceci a 

pratiquement deux conséquences lors de l'étude de l'interaction hormone- 

récepteur : (1) il es t  nécessaire d'ajouter en même temps l'hormone chaude 

e t  l'hormone froide pour obtenir la fixation non spécifique, c'est-à-dire de 

procéder à une dilution isotopique ; ( 2 )  on considère que l'équilibre n'est 

pas déplacé lorsqu'on sépare le complexe hormone-récepteur de l'hormone 

libre. 

2.2.  CARACTERISTICUES DES RECEPTEURS DE LA L H  DANS LE TESTICULE 

DU PORC 

2.2 .1 .  PREPARATION DE SUSPENSIONS DE MEMBRANES 

Les récepteurs de la LH sont situés dans les membranes plasmiques des 

cellules de Leydig. Les testicules de porc sont prélevés à l'abattage, dissé- 

qués immédiatement pour enlever la tunique albuginée et l'épididyme, puis 

coupés en morceaux congelés à -18O C pour être  conservés. 

Par la suite, un homogénat est préparé. Un morceau de tissu testicu- 

laire est  pesé, puis broyé pendant 2 minutes dans du tampon Tris 0 . 0 5  hl 

HC1, 5 mh1 R1gC12, 0 . 1  h? saccharose, pH 7.4.  Après filtration s u r  laine de 

verre pour éliminer les morceaux de conjonctif, le broyat est homogénéisé 

manuellement par 10 coups de "potter", puis dilué dans le même tampon pour 

obtenir une concentration finale de 50 mg de t issu frais par ml de tampon. 



FIGURE 2.'2 - DETER!vlINATIOF.I DE LA R A D l O A C T l V l T E  SPECIFIQUE DE LA  LH 

T R l T l E E  

Déterminat ion par  la méthode d'autocompéti t ion. 

Abscisse d u  bas : courbe de  déplacement ( ) : 100 pl de d i lu t ions  

croissantes d'hormone f ro ide  sont  ajoutés à 50 pl de  t raceu r  t r i t i é  e t  100 p l  

d 'une d i lu t ion  de f rac t ion  membranaire. lncubat ion 2 h à 37CC. 

Abscisse du haut  (++) : 1 O0 cil de d i lu t ions  croissantes d'hormone marquée 

sont ajoutes à 50 pl  de concentrat ions .croissantes d'hormone t r i t i ée  e t  100 pl 

d 'une  d i lu t ion  de f rac t ion  membranaire. L'hormone marquée est considérée 

pou r  une  p a r t  comme t raceu r ,  e t  pou r  le res te  comme échanti l lon capable d e  

r e n t r e r  en compétit ion avec le t raceur .  Tampon d ' incubat ion  T r i s  0.05 h4 

HCI, 5 mM MgCI?, 0.1 M saccharose, p H  7.4, CSA 1 mglml .  lncubat ion 2 h à 

37O C. 

La radioact iv i té  spécif ique est  calculée a u  112 déplacement. 



2.2.2. HORMONES MARQUEES 

2.2.2.1. Nature des hormones 

La LH d 'o r ig ine  ovine nous a été fourn ie  pa r  le Laboratoire des ho r -  

mones polypept id iques du CNRS ( l o t  P89b, ac t i v i t é  biologique 1.4 à 2.8 L H  

N IH  S11). 

Le l igand marqué est  de  la LH t r i t iée.  Cette hormone nous a été conf iée 

p a r  le Docteur DE LA LLOSA. L'hormone es t  marquée p a r  méthylat ion réduc-  

t i v e  des rés idus lys ine en présence de b o r o h y d r u r e  de sodium t r i t i é  (Na 

BH34) .  La méthylat ion de la LH ovine nat ive  af fecte 50 % des rés idus  lys ine  

en posit ion 20 de la sous-unité bêta e t  90 % des rés idus en posit ion 42 de la 

même sous-unité. Le taux  de méthylat ion des rés idus  lys ine  de la sous-unité 

alpha n 'es t  pas connu.  L'hormone méthylée est  biologiquement p lus  act ive, 

dans le test  de Parlow, que l 'hormone nat ive  (DE LA LLOSA e t  coll., 1974a). 

La LH méthylée a été étudiée également p a r  dosages radiohormone- 

récepteur  en présence soi t  d'homogénats de corps  jaune de vaches, soi t  

d'homogénats de test icule de ra ts .  L 'act iv i té  de  l iaison t rouvée ne  d i f f è re  pas 

de celle de  l'hormone nat ive  (DE LA LLOSA-HERMIER e t  coll., 1977). Le 

marquage p a r  le t r i t i um (75 % des rés idus lys ine  sont  marqués a u  moins u n e  

fois) n 'af fecte pas les propr ié tés  de I'hormone méthylée. La rad ioac t iv i té  

spécif ique est obtenue en cornp.tant la radioact iv i té  d 'une masse de LH mar- 

quée, mesurée p a r  pesée ou pa r  absorbance (DE LA  LLOSA e t  coll., 1974b). 

L'hormone ut i l isée avait ,  lo rs  de son obtent ion, une radioact iv i té  spéci f ique 

de 19 pCiInmole. L'hormone marquée conservée en solut ion dans l 'azote 

l iqu ide  est radioactivement stable (demi-vie de 12.35 ans ) ,  e t  il y a peu  d e  

radiolyse. La concentrat ion de la solut ion mère est  de 16 mglml .  

Nous avons également u t i l i sé  de la LH porc ine (HENNEN e t  coll., 1971 ) .  

Son marquage à l ' iode 125 es t  réalisé p a r  la méthode u t i l i sant  la lactopéro- 

xydase ; la radioact iv i té  spécif ique est  d 'env i ron  1 mCilnmole. 

2.2.2.2. Déterminat ion de la radioact iv i té  s ~ é c i f i a u e  de l 'hormone 

t r i t i ée  

Nous avons p r i s  soin de contrô ler  la radioact iv i té  spécif ique de I 'hor -  

mone t r i t i ée  de manière à t e n i r  compte d 'une éventuel le inact ivat ion due a u  

marquage. Les deux méthodes uti l isées donnent  une  radioact iv i té  spéci f ique 
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FIGURE 2.3 - DETERMINATION DE LA R A D l G A C T l V l T E  SPEClFlQUE DE LA L t i  

T R l T l  EE (su i te )  

Compétit ion en t re  la I2'l p L H  e t  la 3~ oLH ( abscisse du bas) o u  la oLH 

f ro ide  ( *  abscisse d u  hau t ) .  100 DI de concentrat ions croissantes d e  

t raceur  t r i t i é  ou  d'hormone f ro ide  sont ajoutés à 50 HI de t raceur  iodé e t  100 

pl d 'une d i lu t ion  de f rac t ion  membranaire. Tampon d ' incubat ion T r i s  0 . 0 5  M 

HCI, 5 mM MgCI2, 0 . 1  M saccharose, p H  7.4, BSA 1  mglml.  Incubat ion 2 h à 

3 7 O  C. 

La radioact iv i té  spécif ique est calculée a u  1  / 2  déplacement. 



FIGURES 2.4 et 2.5 - DETERMIKATION DU MAXIRIUM DE CAPACITE DE LIAISOI; 

DE LA LI1 TRITIEE 

. 

20 . 

Figure 2 . 4  : 100 u1 de tampon Tris 0.05 R4 HC1, 5 ml4 MgClP, 0.1 M saccha- 
rose, ptl 7 . 4 ,  BSA 1 mglml sont ajoutés à 10  ul d'une solution d'hormone 
tritiée et  900 u l  d'homogénat à concentrations croissantes et incubés 2 h E. 
37O C en  présence ou en absence d'un excès de L H  froide. 

$ 76 

Figure 2.5 : 100 u1 de tampon Tris 0,05 M IlCl, 5 mM MgC12, 0.1 hl  saccha- 
rose, pH 7.4, BSA sont ajoutés à 50 u1 d'hormone tritiée et  100 u1 de 
préparation membranaire B ccncentrations croissantes et incubés 2 h à 37OC 
en présence ou en absence d'un excès d' oLH froide. La préparation 
membranaire es t  obtenue après centrifugation de l'homogénat 20 minutes O. 
150 g, le surnageant est  centrifugé 30 minutes B 10 000 g puis lavé 2 fois 
avec du tampon Tris.  
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FIG. 2-7 

FIGC'RES 2 . 6  e t  2 . 7  - INTERACTION DE LA LH OVINE AVEC SON RECEPTEUR 

TESTICULAIRE CHEZ LE PORC 

Figure 2 . 6  : Représentation de Scatchard 
'- -1 

Ka = 0 . 3 7  - + 0 .08  n g  .ml soit 1 0 . 2  - + 2 . 2  log  hl-' 
- 1 

R o =  3 . 9 6  - + 0 .05  n g  ml soit 1 . 4 3  - + 0 . 0 2  10 - l0  hl 

Figure 2 . 7  : Courbe de saturation 
-1 9 Ka = 0 . 3 8  - + 0 .02  n g  .ml soit 1 0 . 5  - + 0 . 5 5  10 M-' 

- 1  
Ro = 3 . 8 0  - + 0 .08  n g  ml soit 1 . 4 0  - * 0 . 0 3  10-'O M 

B concentration d'hormone liée spécifiquement. 

F concentration d'hormone libre 

Conditions expérimentales : température 37O C ,  incubation 2 h ,  tampon Tris  

0 . 0 5  hl HCl, pH 7.4, 5  mhl RlgC12, 0 . 1  b1 saccharose 



de 19 ~Cilnmole,  équivalente h celle donnée par DE LA LLOSA (fig 2 . 2  et 

2.3). 

2.2.2.3. Détermination du maximum de capacité de liaison de la LH 

tritiée 

Le but est  de déterminer la fraction de radioactivité qui est effecti- 

vement capable de se  lier B un excès de récepteurs. En présence d'homo- 

génat (fig 2.4),  la fixation spécifique qui croit pour les faibles concen- 

trations, diminue ensuite lorsque les concentrations augmentent, vraisembla- 

blement en raison de la présence d'enzymes protéolytiques ou d'inhibiteurs 

plus spécifiques, actifs à ces concentrations, (LEDWITZ-RIGBY et coll., 

1977) puisque ce phénomène n'est pas observé lorsqu'on utilise une prépara- 

tion membranciire plusieurs fois lavée (fig 2 . 5 ) .  Environ 40 % de l'hormone 

est  effectivement capable de se  lier aux récepteurs. 

2.2.3. INTERACTION ENTRE oLII ET RECEPTEUR TESTICULAIRE 

2.2.3.1. Détermination du nombre et  de l'affinité des r é c e ~ t e u r s  . 
La figure 2.6 montre une représentation de Scatchard de la fixation de 

LH su r  son récepteur. La courbe de saturation correspondante est indiquée 

s u r  la figure 2 .7 .  La constante d'affinité du système est de 10 h 37, C 

et la concentration des récepteurs 7 x 10'13 mole par gramme de testicule 

frais. 

Nous avons rencontré des cas où, aux faibles concentrations d'hormone 

liée, les points de la représentation de Scatchard s'incurvaient vers le bas. 

La représentation de HILL donne une droite de pente voisine de l'unité, ce 

qui indique une absence de coopérativité positive. Ceci met bien en évidence 

l'intérêt de l'analyse des résultats A l'aide des courbes de saturation qui 

donne un poids supérieur aux points proches de la saturation. 

2.2.3.2. Cinétiaue de fixation et  de dissociation de la LH 

A 37O C la fixation maximale de l'hormone est obtenue au bout de 10 

minutes. La dissociation, réalisée par  adjonction de LH froide, est lente : 

elle est  totale au bout de 48 heures. Nous avons obtenu une constante de 
7 -1 vitesse d'association de 0.8 x 10 M - ~  sec . La dissociation est  réalisée par 

dilution e t  donne une valeur t r è s  faible pour la constante de vitesse de 
- 1 dissociation : 1 . 5  1 0 - ~  sec . Le rapport des constantes de vitesse d'associa- 

tion et de dissociation est de 5.3 1011, soit 100 B 150 fois plus que la cons- 

tante d'association mesurée à l'équilibre. 



Dose ( n g l m l )  

FIGURE 2 . 8  - S P E C I F I C I T E  UORMONALE DU R E C E P T E U R  D E  LA LII 

D E S  CELLULES DE LEYDIG DU T E S T I C U L E  DE P O R C  



2.2.3.3. Spécif ic i té des récepteurs  

La spéci f ic i té  de  f i xa t ion  est présentée s u r  la f i g u r e  2.8. L 'a f f in i té  non  

nu l le  de la LH dénaturée e t  de ses sous-unités est  expl icable p a r  la possibi- 

l i té  de contamination des préparat ions ut i l isées pa r  la LC-1 nat ive.  L'hCG a 

une aff ini té légèrement supér ieure à celle de  la LH. 

2.3. CARACTERISTIQUES DES RECEPTEURS DE LA PRL DANS LES 

CANCERS DU SEIN 

L 'ar t ic le 1 r e n d  compte dans le déta i l  des résul tats concernant  la loca- 

l isat ion sub-cellulaire, les cinét iques de l iaison de la PRL, l 'a f f in i té  e t  le 

nombre des récepteurs de la PRL dans les cancers du sein. Nous rappor tons  

dans ce paragraphe les caractér ist iques essentielles de ces récepteurs e n  

complétant, lorsque cela est nécessaire, les données de l 'a r t i c le  1 .  

2.3.1. PREPARATION DE SUSPENSIOEJS DE MEMBRANES. LOCALI-  

SATION SUBCELLULAIRE DES RECEPTEURS 

Les r é c ~ p t e u r s  de la PRL sont localisés en pér iphér ie  e t  aussi dans les 

membranes internes de la cellule (DJIANE e t  coll., 1981). Les n iveaux d e  

récepteurs on t  été déterminés dans des préparat ions subcel lulaires enr ich ies 

en d i f fé rents  types de membranes. Celles-ci o n t  été obtenues en u t i l i sant  un 

grad ient  d iscont inu  de sucrose permettant  de  sélectionner des f ract ions p lus  

o u  moins r iches en membranes plasmiques ( f i g  2.9). Les résu l ta ts  mont rent  

que  les f ract ions membranaires, les p lus  légères, c'est-à-dire celles don t  la 

densité est i n fé r ieu re  à 1,17, cont iennent  le p lus  g r a n d  nombre de récep- 

teurs .  Les caractér is t iques des récepteurs de la PRL on t  été déterminées s u r  

les fract ions subcel lulaires les p lus  r iches en récepteurs. 

2.3.2. HORMONE MARQUEE 

La hPRL a été marquée pa r  1 2 5 1  en u t i l i sant  la chloramine T. Les 

concentrat ions d'hormone e t  de ~ a ~ ~ ~ l  sont  équimolaires, la concentrat ion d e  

chloramine T es t  t r è s  faible de manière à év i te r  toute dégradation de I 'hor -  

mone. Malgré ces précautions, seulement 0,5 % de  l'hormone totale es t  capa- 

b le  de se l i e r  aux  récepteurs préparés à p a r t i r  de cancer du sein. Une étape 

de pur i f i ca t ion  de I 'hormone marquée s u r  récepteurs membranaires de lapin 

améliore considérablement sa capacité de l iaison puisqu'alors 3 % de  l 'hormone 

es t  capable de se l ie r .  



SUCROSE 0 . 9  M I 

SUCROSE 1 .2  M .-+ 1 I 

SUCROSE 1 . 7  11 1 I 

SUCROSE 2 M  --. 

(Membranes plasmiques - c o l g i )  

(Membranes plasmiques .Golgi  

l e t i c u l u m  cndoplrsmiqre l isse ) 

F3 1. 1 .17 -1 .23  

( ~ é t i c u  ~ u m  tndopiasmique  rugueux * 

Lysosomes . golg i  ) 

( ~ ~ s c s o m e s ~  mi tochondr ies )  

~ e b r i s  c e l l u l a i r r s  noyaux 

FIGURE 2 . 9 .  - SCHEElA DU FRACTIONNEkIENT SUBCELLULAIRE 

DES CELLULES EPITIIELIALES DE CANCER DU SEIN A L'AIDE D'UN GRADIENT 

DISCONTINU DE SUCROSE 



FIG: 2 -10 

temps d' incubation ( h e u r e s )  

FIG: 2-11 

heures 

FIGURES 2.10. e t  2 .11 .  - CINETIC!UES D'ASSOCIATION ET DE DISSOCIATION 

DE LA ( lZ51) ~ P R L  

Incubatioil à temptra ture  ambiante en tampon Tris 25 mhl HC1, pH 7.4, hlgC12 

10 miiî. Hormone iodée. Volume d'incubation 500 yl. 



2.3.3. INTERACTION ENTRE hPRL ET RECEPTEURS DES 

CANCERS DU SEIN 

2.3.3.1. Détermination du nombre et  de l'affinité des récepteurs 

L'affinité de la PRL pour son récepteur, déterminée à partir  de la 
9 -1 linéarisation de Scatchard d'une courbe de saturation, est de 3.4 10 M . 

La nombre de sites récepteurs est de 12,5 fmoles par mg de protéines mem- 

branaires. 

2.3.3.2. Cinétique de fixation et de dissociation de la PRL 

A 20° C , la fixation maximale de. l'hormone est  obtenue au bout de 10 

heures. A 3'i0 C, l'équilibre est atteint après bout de 6 heures ,  mais la 

fixation décroît en l'absence d'azide de sodium (fig 2.10). 

La cinétique de dissociation de la*PRL est présentée s u r  la figure 2.11. 

La dissociation est réalisée par adjonction d'un excès de oPRL au milieu 

d'incubation . La dissociation est  t rès  lente puisqu'au bout de 24 heures, 

70 % des récepteurs sont encore liés B l'hormone marquée. 

2.3.3.3. Désaturation des récepteurs avant titrage 

En raison de la faible dissociabilité de la PRL, lors du dosage, des 

récepteurs peuvent encore être  occupés par  I'hormone endogène. Nous avons 

donc recherché des méthodes de désaturation in vitro des sites récepteurs. 

Après formation du complexe hormone marquée - récepteur, des modifi- 

cations de pH permettent sa dissociation (fig 2 .12 ) .  Une partie des récep- 

teurs  semble altérée puisqu'une deuxième incubation avec l'hormone radio- 

active ne permet de détecter qu'une quantité plus faible de récepteurs. 

Des agents comme le chlorure'  de magnésium, en modifiant la force 

ionique du milieu d'incubation, conduisent à la dissociation des complexes 

hormone-récepteur. L'action est maximale pour une concentration en MgC12 de 

3 h l .  Cette dissociation est réversible puisque après retrait de chlorure de  

magnésium, les capacités de liaison de l'hormone par le récepteur sont, 

quasiment complètement, récupérées (fig 2.13). L'action du chlorure d e  

magnésium est rapide puisqulun traitement. d'une minute donne un effet 

maximal (fig 2 .14 ) .  



FIGURE 2.12.  - EFFET DE LA R,?ODIFICATION DU pH du milieu d'incubation 

su r  la dissociation ( A )  de la ( 1 2 5 ~ )  hPRL prdalablement liée 

aux récepteurs de cancers du sein, et  s u r  la réassociation ultérieure ( B )  

de la PRL rnarqude 

La liaison est exprimée en pourcentage du témoin traité 6 l'eau distillée. 



FIGURE 2 . 1 3 .  - EFFET DE LA AlODIFICATION DE LA CONCENTRATION EN hIgCl2 

s u r  la dissociation ( A )  de la (125~) hPRL préalablement lide et  s u r  la 

réassocintion (B) ultérieure de la hPRL iodée 

FIGURE 2 . 1 4 .  - CINETICVE D'ACTION DE MgCl2 3  hl s u r  la dissociation ( A )  

de la ( 1 2 5 ~ )  hPRL préalablement liée et s u r  la réassociation ( B  ) 

ultérieure de la hPRL marquée 

La liaison est exprimée en pourcentage du contrôle traité à l'eau distillée. 
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F I G U R E  2 . 1 5 .  - AUTORADIOGRAhIRIE comparant les unités qui lient la PRL dans 

les microsomes de cellules épithéliales mammaires de lapin et dans les micro- 

sones de cellules épithéliales de cancer du sein humain 

Les récepteurs membranaires sont lies de manière covalente la (12'1) hGH B 

l'aide d'un agent photo-activable bifonctionnel ( H S A B  5 0 0  LIRI) et analysés 

par  électrophorèse sur  gradient de gel de polyacrylamide (5-15 %). 



2.3.3.4. Spécif ic i té hormonale des récepteurs 

Les hormones à ac t iv i té  lactogène, c 'est-à-dire la PRL, I'hormone d e  

croissance (hGH) e t  aussi l 'hormone placentaire humaine (hPL)  sont capables 

d 'en t re r  en compétit ion avec la PRL marquée pour  la l iaison aux  récepteurs 

des cancers du sein. L'hormone de croissance humaine est ,  à poids égal, la 

p lus  act ive.  

2.3.3.5. Détermination des caractér is t iques moléculaires e t  solubi- 

l isat ion des récepteurs de la PRL 

Des récepteurs de la PRL o n t  été détectés e t  caractér isés dans des 

cellules épithéliales de cancer du sein cult ivées en l ignée (SHIU, 1979 ; 

MURPHY e t  coll. , 1984b). A f i n  de déterminer les caractér is t iques moléculaires 

du récepteur  de  la PRL, nous avons u t i l i sé  la l ignée de cel lule la p lus  r i che  

en récepteurs : T47-D. Une l iaison covalente est établ ie e n t r e  le récepteur  

e t  la PRL radioact ive en u t i l i san t  des agents bi fonct ionnels photo-activables. 

Une électrophorèse s u r  gel  de  polyacrylamide du complexe, l ié  de manière 

covalente est effectuée. Le poids moléculaire de l 'un i té  l iante es t  de  36 700 

daltons ( f i g  2.15). Ceci suggère que le récepteur ,  comme cela a été montré 

chez d 'au t res  espèces, p o u r r a i t  ê t r e  const i tué d 'une arch i tec ture  moléculaire 

comprenant obligatoirement une ou p lus ieurs  uni tés de poids moléculaire 36 

700, c 'est-à-dire de pet i te  tail le. 

II es t  possible de solubi l iser les récepteurs membranaires de la PRL en 

u t i l i sant  u n  détergent  comme le t r i t o n  X 100 ou comme le CHAPS (3-( (3-  

cholaminopropyl)dimethylammonia) -1 -propane-sulfonate 2 HZ@)  qui est un 

zwi t ter ion.  L' inconvénient de l 'u t i l isat ion d u  t r i t o n  est qu'il provoque, con- 

t ra i rement  au  CHAPS, I lagrégation de la I2'l PRL au  cours  des études de 

liaison : ce détergent  obl ige donc, lo rs  de ces études, à l 'emploi de 
1251 

hGH (L ISCIA  e t  coll., 1982 ; GAVISH e t  coll., 1983 ; RAE-VENTER e t  DAO, 

1983). A f i n  de déf in i r  les meil leures condit ions de solubi l isat ion, des f rac-  

t ions membranaires préparées à p a r t i r  des cellules T47-D o n t  été trai tées 

avec des concentrat ions croissantes de t r i t o n  X 100 (0,25 à 2 %)  ou  d e  

CHAPS (1  à 20 mM) ( table 2.1 ) .  Le meil leur résu l ta t  est obtenu pour  la 

concentrat ion de t r i t o n  .de 0,s 9 0 .  Dans de telles condit ions, 67 % des pro-  

téines membranaires sont solubil isées. Une augmentation de la concentrat ion 

d u  t r i t o n  X 100 n'augmente pas le rendement de solubi l isat ion des protéines 

membranaires. La l iaison de l 'hormone à son récepteur  est  inhibée par  une 

fo r te  concentrat ion de t r i t on .  L'eff icacité d u  CHAPS est  moins grande que 



TABLE 2.1.  - EFFICACITE DU TRITON X 100 ET DU CHAPS 

s u r  la solubilisation des protéines et des récepteurs de la PRL contenus dans les 

membranes de cellules épithéliales de cancer du sein (T47-D) 

% 

Détergent Concentration de solubilisation 

des protéines 

Triton 0,25 % 53 % 

0,5 % 67 % 

1 % 68 % 

2 % 67 % 

. 
CHAPS 1 mR1 27 % 

2,5 mRi 4 1  % 

Liaison spécifique 

cpmlmg protéines 

solubilisées 

Des préparations mernbranaires de cellules T47-D sont incubées 2 heures 

température ambiante en présence de détergent (2,5 mg de protéines 

membranaireslml de milieu). Après centrifugation 30 minutes à 5000 g ,  on 

détermine la fixation spécifique dans les surnageants en utilisant 200 000 cprn 

d '125~ h G H  en présence ou en absence de 1 uglml droPRL non marquée. Les 

liaisons sont effectuées dans du tampon Tris-HCL 25 ma, pH 7.4, ClgC12 

10 nR1, 0.1 % BSA. Le volume final d'incubation est de 500 cil. 



celle du triton. Un allongement du temps d'action de ce détergent, jusqulà 4 

heures ,  n'améliore pas l'extraction des récepteurs. L'efficacité du CHAPS 

n'est pas constante et  s u r  d'autres préparations rnembranaires, le rendement 

de solubilisation protéique ne dépassait pas 31 %. Enfin, nous avons cons- 

taté,  en accord avec LISCIA (1982), que la liaison spécifique de l'hormone 

marquée dépendait de la concentration de CHAPS dans le milieu, e t  était 

maximale à 4 niIl (concentration finale). 

La solubilisation du récepteur est une étape indispensable dans sa 

purification. L'utilisation de chromatographies d'affinité utilisant la oPRL 

et le récepteur solubilisé au CHAPS ou la hGIJ et le récepteur solubilisé au 

triton devrait conduire A des préparations considérablement enrichies en 

récepteurs. 

2 . 4 .  DISCUSSION - CONCLUSION 

La spécificité des récepteurs est t rès  étroite et ne s'exerce que vis-à- 

vis des hormones à activité lutéinisante ( L H ,  hCG) pour les récepteurs des 

cellules de Leydig et vis-A-vis des  hormones à activité lactogéne (PRL humai- 

ne et  ovine, hormone de croissance humaine et  hormone placentaire lactogéne 

humaine) pour les cellules épithéliomateuses de cancer du  sein. 

L'affinité de ces récepteurs pour leur hormone, mesurée A l'équilibre, 

est élevée (Kd = LI) ; elle est  ajustée aux concentrations circulantes e t  

tissulaires des hormones. L a  vitesse d'association des hormones est rapide, 

mais en générai inférieure à celle impliquant une diffusion simple. La vitesse 

de dissociation indique que la demi-vie du complexe est  beaucoup plus len- 

te  ; on peut concevoir que cette demi-vie prolongée permette de moduler 

l'action de l'hormone en limitant la disponibilité en récepteurs. Le rapport 

des constantes de vitesse d'association et  de dissociation doit, par définition, 

donner une valeur de Kd égale à celle mesurée à l'équilibre. En réalité, la 

constante mesurée à l'équilibre est  plus grande que celle mesurée cinétique- 

ment, on sous-estime donc l'affinité du rkcepteur pour l'hormone. Une hypo- 

thèse est  que le modèle d'interaction simple, avec une . catégorie des sites e t  

selon la loi d'action de masse, ne peut représenter la relation étudiée. On 

peut imaginer un processus d'interaction à plusieurs étapes tendant A aug- 



menter la cohésion du complexe au cours du temps d'association. Schémati- , 
quement, l'interaction pourrait avoir la forme suivante : 

Le nombre de sites récepteurs est limité. L'amplitude de la réponse Èi 

une hormone dépend de la concentration plasmatique de l'hormone et  des 

capacités de la cellule A répondre a cette hormone. Un paramètre important 

de  cette capacité de réponse est  constitué par  le nombre de récepteurs ; il 

est  facile de concevoir que,  dans le cas d'un nombre fini de sites récep- 

teurs ,  des variations dans le taux de récepteurs modulent l'action hormonale. 
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Characterization of prolactin receptors in human breast cancer 
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Summary 

In order to perform measurement of PRL binding and to improve the knowledge of pathophysioiogicai 
variations in human mammary cancers, we have investigated in detail the binding characteristics of PRL in 
membranes prepared from these tumors. The optimization of the assay requires the selection of mem- 
branous components of light density (~1.17); the tracer could be either USI-PRL after affinity purification on 
PRL receptors or "1-hGH without a purification step. It is favorable to utilize a high amount of protein and 
200 000 cpm (2 ng) of tracer. Demonstration of the presence of receptors for PRL with a high affinity (K, = 
3 x 10-I0M) in breast cancer is presented. The hormonal specificity of these receptors is studied: only 
lactogenic hormones (hGH, oPRL, hPRL, and hPL) are able to compete for binding of mI-hPRL whereas 
bGH or insulin are without effect. Considering the known effect of PRL on ce11 multiplication, it is tempting 
to suggest that this hormone could have a crucial role in the development of breast tumor in humans and that 
therapies which would suppress secretion of PRL and GH could be beneficial. 

Abbreviations least in several animal species, to the stimulation of 
DNA synthesis (8). Thèse actions are mediated by 

PRL, prolactin; PRL R, prolactin receptors; GH, specific membrane receptors, which have been 
growth hormone; hPRL, human prolactin; oPRL, characterized and partially purified in animal spe- 
ovine prolactin; hGH, human growth hormone; cies (6,22,23). The concentration of receptor mol- 
bGH, bovine growth hormone; hPL, human pla- ecules in membranes has been correlated to the 

amplitude of the hormonal effects (8). 
It has been established that PRL is involved in 

induction and promotion of many experimental 
mammary cancers. It stimulates the appearance 
and growth of spontaneous DMBA- or NMU-in- 

Prolactin (PRL) is an important hormone in con- duced tumdrs in rats; in mice, however, PRL in- 
trolling mammary ce11 functions which correspond duces only preneoplastic lesions and has no effect 

the biosynthesis of milk products (24) and, at on the growth of the adenocarcinomas (17,27). 

ddress for offprints: Dr Jean-Philippe Peyrat, Laboratoire d'Endocrinologie Expérimentale, Centre de Lutte Contre le Cancer de la 
@ion Nord, BP 307.59020 Lille Cedex, France. 
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In humans, we have recently demonstrated that 
PRL binding is detectable in seventy percent of 
breast cancer biopsies, suggesting a potential role 
of this hormone in tumorigenesis (2,19). Neverthe- 
less the properties of this PRL receptor in human 
tissues are poorly documented (4,12,18,25). The 
aim of the present study was therefore to analyze in 
detail the characteristics of the hormone-receptor 
interaction in order to establish an accurate meth- 
od of measurement and to tentatively compare 
physiological and pathological States of mammary 
tissue. 

Materials and methods 

Collection of tumors 

Tumor specimens, only adenocarcinomas, were 
obtained from the Center Oscar Lambret (Centre 
Anticancéreux de Lille). At the time of collection, 
fat was removed and samples were divided into two 
pieces; one was submitted for histological studies, 
and the other was frozen in liquid nitrogen. 

Membrane preparation 

We have prepared 10 membrane preparations. Tu- 
mors have been selected for their PRL R positivity 
as described in a previous work (19). For each 
preparation about 25 different pieces correspond- 
ing to 20 g of tissue were homogenized in 0.3 M 
sucrose solution in water utiliziqg a Polytron ho- 
mogenizer during four periods of 15 sec. After 
filtration through cheesecloth, the homogenate 
was applied to 10 ml of 1.2 M sucrose in a 22 ml 
(maximal fil1 volume) centrifuge tube. This tech- 
nique allows the separation of light membrane 
components (density below 1.17) from other ce11 
components of higher densities. In some experi- 
ments the tissue homogenate was applied to a dis- 
continuous gradient of sucrose as detaiied in the 
legend of Fig. 2. After overnight centrifugation at 
105 000 g the layers of light membranes were col- 
lected and diluted in Tris HCI buffer (Tris 25 mM. 
pH 7.5, MgCl, 10 mM) and centrifuged once more 

at 105 000 g for 1 hr. The pellet was resuspended in 
Tris HC1 buffer, the protein content was assayed 
according to the method of Lowry (15), and the 
suspension was frozen (-20°C) until the binding 
assay was performed. 

-1.;. 4 *> 
'i?.,'.?- h aL. LI A 

~rolac%n~ iodination 

Human PRL (NPA batch 5 AFP 1582 C) was iodi- 
nated using Na Uskand chloramine T at low concen- 
tration (11,13) wich resulted in a specific activity of 
approximately 80 pCi/pg. The labeled hormone 
was purified by incubation with microsomal frac- 
tions of rabbit mammary gland rich in PRL recep- 
tors and elution by 4 M MgClz as detailed in the 
legend of Fig. 1. 

Receptor assay 

Four hundred microgram samples of membrane 
proteins were incubated for 15 hr with labeled hor- 
mone at different concentrations in presence or 
absence of varied concentrations of lactogenic hor- 
mone (hPRL NIH AFP 1582 C; oPRL NIH P-S-15, 
30.5 IUImg; hGH NIH HS 2160 E, 2 IUImg; hPL 
NIH) or nonlactogenic hormone (bGH NIH 0743 
B 1 IUImg). The final incubation volume was ad- 
justed to 0.5 ml with Tris MgCl, buffer (pH 7.6) 
containing 0.1% bovine serum albumin. 

In vitro dissociation 

In some experiments, membrane fractions were 
incubated with high concentrations of magnesium 
chloride, which allows the dissociation of PRL pre- 
viously bound in vivo and the measurement of the 
level of total receptor sites. Cnide membrane pro- 
teins normally used in the assay were preincubated 
five minutes with 0.5 ml MgCl, (1 to 5 M) and 4 ml 
of cold Tris HCl buffer (pH 7.6) containing 0.1% 
BSA were added to each tube. Following cen- 
trifugation at 2200 g, the pellets were resuspended 
in Tris HCl buffer and binding of the labeled hor- 
mone was assayed as described above. 



Characterization of prolactin receptors in breast cancer . 277 

Purification of U51-hPRL on receptors 

Figure 1 shows the increase in binding ability of 
iodinated human PRL following the purification of 
the labeled hormone on rabbit mammary PRL re- 
ceptors. Specific binding of mI-hPRL was approx- 
imately 7% in rabbit mammary gland membrane 
when incubated directly and increased 5-fold after 
the purification step. Binding to human breast tu- 
mor membrane was extremely low before purifica- 
tion (0.5%) but became easily detectable with the 
tracer previously purified on rabbit mammary 
gland membranes. This purified tracer was utilized 
in further studies for the determination of binding 
parameters. The specific binding of purified 
hPRL on the different membrane preparations 
ranged from 2.5 to 11%. The nonspecific binding 
never exceeded 70% of the total binding. 

Fig. 1. Purification of BI-hPRL tracer on rabbit mammary gland 
membranes. a00 pCi of labeled hPRL (80 pCi/pg) were incu- 
bated overnight at Up C with rabbit mammary gland membranes 
(500 000 cpm BI-hPRL and 500 pg membranes in 500 pl of 
incubation buffer). Membranes were then centnfuged 30 min at 
10 000 g. The supmatant was eliminated and the pellet was 
treated with MgCi* 4 M and recentrifuged one hr at 105 000 g; 
the MgCi. contained in the supernatant was eliminated by filtra- 
tion on a G-25 fine column. 100 000 cpm BI-hPRL before O and 
after CI purification were incubated under standard conditions 
with rabbit mammary gland (RMG - left panel) and breast 
cancer tissue (BCï - right panel). 

Localization of PRL binding activity 

A one-step discontinuous sucrose gradient has , 

been previously utilized to better establish the dif- 
ferential subcellular localization of PRL binding in 
rabbit mammary gland (7). The same technique 
was utilized in the present study. As shown in Fig. 
2, the binding activity of human breast cancer ho- 
mogenate was mainly recovered in fractions F1 and 
F2 of this discontinuous sucrose gradient, corre- 
sponding to density lower than 1.17, while the ma- 
jority of cellular protein is found in fractions of 
higher density. We recovered 28% in FI, 46% in 
F2, 10% in F3 and 16% in F4 of the total PRL 
binding in the homogenate. For this reason we 
routinely selected membranous components rich in . 
PRL receptors by ultracentrifugation of breast can- 
cer homogenates on a sucrose cushion of 1.2 M 
(D = 1.17). 

In vitro desaturation of PRL receptors 

Figure 3A shows the in vitro desaturation of recep- 
tors previously bound with 100 000 cpm hPRL by 
increasing molarities of MgCl, (O to 5 M). Maximal 
dissociation was obsewed at concentrations of 
MgCl, equal to or greater than 3 M for an incuba- 
tion period of five minutes at 20°C. Figure 3B shows 
that reincubation of the desaturated membrane 
under the same conditions and with identical 
amounts of labeled lactogenic hormone as used in 
the first binding study (Fig. 3A) resulted in essen- 
tially the same amounts of hormone binding at 
equilibrium, indicating that the desaturated spe- 
cific binding sites remain accessible to the ligand. 

Binding characteristics of IZ-'I-hPRL to its receptors 

Figure 4 shows the time and temperature depen- 
dence of specific binding of 1251-hPRL to its recep- 
tors in presence or absence of sodium azide 
(0.02%). At 20°C (Fig. 4A), the equilibrium was 
obtained rather slowly. The binding was maximal 
around 10 hr and remained stable until15 hr, after 
which a little decrease was obsewed, which was 
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Fig. 2. Prolactin receptor (% specific binding for 400 pg) levels Fig. 3. Effect of increasing molar concentrations of MgCl, on- 
and total membrane protein quantity in the four fractions pre- dissociation (A) of mI-hPRLpreviously bound on human breast 
pared by discontinuous sucrose gradient ultracentrifugation. cancer rtceptor, and subsêquent specific rebinding of fresh la- 
The homogenate was applied at the top of a discontinuous beled hPRL to reœptors within the same tubes (B). Binding is 
density gradient consisting of four densities of 7 ml each at the represented as a perœntage of values obsewed for control (Hz0 
following sucrose molaiities 0.9,:.3,1.7 and 2 M (representing treated) membranes which speafically bound 3 500 of the 
densitiesof 1.13,1.17,1.23 and 1.25). Tubes were centrifugeci in a 100 000 cpm added to each tube. 
SW 27 rotor overnight at 105 000 g at 4°C. The cellular compo- 
nents which formed at the interfaces of densities 1.07 and 1.13 
was fraction 1 (Fi), 1.13-1.17 (F2), 1.17-1.23 (F3). and 1.23-1.25 z - 
(F4). 

1 - 
L) 

incre œ 

37°C maximal binding was obtained earlier (6 hr) W 
op 
u B 

- but rapidly decreased if the incubation was per- w 
formed in absence of sodium azide. In presence of œ 

O 4 -  
this inhibitor, binding at equilibrium was main- C 

L 
Y 

tained for a longperiod, probably due to less degra- u u 3 -  
dation of the tracer. L 

4 
The effect of increasing amounts of membrane L - 2 -  

protein in the incubation is shown in Fig. 5, which 
demonstrates that the binding is roughly linear up 
to 500 pg of protein. 1 - 

Saturation of mI-hPRL binding is shown in Fig. 
6, in the presence of increasing concentrations of , , , I 

3 6 9  15 18 2I 24 
the labeled hormone and a constant amount of lrcrbrtloa tln6 (hours 
membrane protein (400 pg). Pane' A shows the Fig. 4. Panel A: effect of time and temperature on specific 
specific binding and Panel B the transformation of binding of Ul-labeled human proladin on breast cancer mem- 
these data by Scatchard analysis (21). Treatment of branes. Membranes were incubated with "1-hPRL in absence 

human bre& cancer with 3 M M g a ,  Or in presence of an excess of unlabeled iactogenic hormone. 

did not affect the affinity of the receptors (K, = Results are expressed as a percentage of the total I=(l-hPRL 
specifically bound per 400 pg of membrane protein 0-0 20°C 

nM after and ' Omi0 nM before A-A 37°C. Each point is the mean of three determinations 
desaturation). When the 30% loss of proteins (I SD). Panel B: thésame study in the presence of azide 0.02% 
which occurs during the dissociation process (13) is (a different p l  of membranes whs utllized). 
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same biological activity, then on the basis of the 
weight of hormone, hGH would be the most po- 
tent. 

Discussion 

5 L/. , , , , , , , , , 
lmnio roo409mO~m000#)- The results outlined above confirm earlier studies 

l l E l B R A W E  PROTflWS ( r i  par tube) 
on the binding of lactogenic hormones to breast 
cancer membranes (12,18) and raise several points 

Fig. 5. Effect of inaeasing the amount of membrane protein on of specific interest. . 
binding of ml-hPRL to breast cancer membranes. Each point is 
the mean of three determinations (f SD). The hPRL binding sites in breast cancer mem- 

branes are specific for lactogenic hormones. hGH 

taken into account, the number of available recep- 
tors per microgram of membrane proteins is in- 
creased more than two-fold by the MgCl? treat- 
ment. 

Figure 7 illustrates the hormonal specificity of 
the binding of "1-hPRL to its receptors in breast 
cancer membranes. Only lactogenic hormones 
(hGH, oPRL, hPRL) were able to compete for 
binding, whereas bGH or insulin were without 
effect. It is interesting to note that hPL has only a 
moderate effect, suggesting a minor biological 
effect of this hormone in this tissue. If the two 
lactogenic hormones hPRL and hGH have the 

is potent for the inhibition of binding, which con- 
firms its lactogenic effect in the human species. 
bGH, which is not a lactogenic hormone, cannot 
displace the binding. This study leads,to two con- 
clusions. First, human breast cancer PRL receptors 
can be assayed either with hGH or with hPRL or 
oPRL. The binding capacity depends on the quality 
and purity of the hormonal preparation. Second, 
the disappointing results obtained after antiprolac- 
tinic treatment (1, 9, 10) of patients with breast 
cancer could be attributed to the presence of cir- 
culating hGH which may still occupy the receptors. 

The utilization of 3 M MgCl? to dissociate endo- 
genously bound PRL receptors allowed a greater 

LILLE 0 

I Total hPRL i tmoies 1 hPRL Bound ( f moies1400 pg 1 

Fig. 6. Panel A: specific prolactin binding as a function of increasing amounts of ml-hPRL. Panel B: Scatchard plot of the specific 
binding obtained in A (0-9) and of specific binding obtained after treatment by 3 M MgCl, (A-A). 
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Fig. 7. Hormonal specificity of binding of purified hPRL to breast cancer membranes. Cornpetition for binding of "1-hPRL (100% = 
binding in the absence of unlabeled hormone) in the presence of increasing amounts of unlabelcd hormones. 

number of tumors to be considered PRL receptor- 
positive while increasing the average level of PRL 
binding in the PRL receptor-positive tumors from 
1.95 to 3.17% (19). It is established by the experi- 
ments outlined above that high MgCI, concen- 
trations (up to 3 M) constitute a good technique for 
depleting endogenously saturated receptors of lac- 
togenic hormones. The dissociation constant ob- 
tained from the Scatchard plots (K, = 310'10M) is of 
the same order of magnitude as the K, found in 
animals under different physiological conditions. 
This K, is not modified after MgCl, treatment. 

Association kinetics reach a plateau in about 15 
hr at 20" or 37°C in the presence of sodium azide. 
The binding is linearly related to the amount of 
membrane up to 500 pg. 

The main difficulty in assaying PRL receptors in 
breast cancer membranes involves the detection of 
the very low concentrations of the receptors. The 
optimization of the assay as suggested by the pres- 
ent work, requires first the selection of mem- 
branous components of light density (~1.17). 
which may consist of smooth membranes (Golgi 
and plasma membranes) (7). Second, the tracer 
could be either mI-hPRL after affinity purification 
on PRL receptors (thus selecting only the mole- 
cules able to bind to the receptors), or J2SI-hPRL 

without a purification step. Finally, it is favorable 
to  utilize a high amount of membrane protein (400 
~ g )  and more cprn of tracer (200 000 cpm) than 
usually used (100 000 cprn). 

The main contribution provided by the present 
work consists of a clear characterization of the 
receptors for PRL or human GH in human breast 
cancer. Only fragmentary data have been pub- 
lished previously (12, 18). Considering several re- 
ports that have demonstrated a growth effect of 
PRL on normal human breast (3,5,14) as well as 
some breast carcinomas (14,16,26), it is tempting 
to suggest that this hormone could have a crucial 
role in the development of breast tumors in humans 
and that therapies which would suppress the secre- 
tion of hPRL and hGH could be beneficial. lb:L,?vj 
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FIGURE 3.1 - COMTROLE HORMONAL D U  TESTICULE - 

ABP : Androgen Binding Protein, protéine porteuse d'androgènes 

GnRII : Gonadotropin Releasing Hormone 

FSH : Follicle S timulating Hormone, hormone folliculaire 

LH : .Luteinking Ilormone , hormone lutéinisante 

FSH RB1 : FSH Receptor Binding Inhibitor inhibiteur e t  stimulateur de 

FSH RBS : FSH Receptor Binding Stimulator la fixation de FSId à son 
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3.1. INTRODUCTION 

3.1.1. CONTROLE HORRIONAL DU FONCTIONNEiVIENT TESTICULAIRE 

(fig 3 . 1 )  

Le testicule est  un organe doué d'une double fonction glandulaire : 

endocrine et exocrine. On y trouve deux lignées cellulaires : la lignée 

germinale qui aboutit à la formation des spermatozoïdes et  une lignée dfori- 

@ne mésoblastique de laquelle dériverit les autres types cellulaires dont les 

cellules de Leydig et de Sertoli qui possèdent une activité de synthèse 

hormonale. 

Les cellules de Leydig sont des cellules de type endocrine rassemblées 

en amas entre  les tubules séminifères, dans le tissu interstitiel, et  en con- 

tact étroit avec d'une part les capillaires sanguins e t ,  d'autre par t ,  les tu- 

bules. Leur rôle principal est de synthétiser, sous l'influence de la LH 

hypophysaire, puis de libérer la testostérone et secondairement des oestro- 

gènes. Cette synthèse, B partir  du cholestérol, se  déroule dans le réticulum 

endoplasmique et les mitochondries. Différentes étapes dans le clivage des 

chaînes accessoires du cholestérol sont sous la dépendance de la LH.  La 

testostérone sécrétée agit à 3 niveaux. Elle va à la périphérie entretenir les 

caractères sexuels secondaires de type masculin. Au niveau de l'axe hypo- 

thalamo-hypophysaire , elle entraîne un rétrocontrôle négatif s u r  la synthèse 

et la sécrétion de L H .  Elle agit enfin au sein de son organe de production où 

elle contrôle certaines étapes de la spermatogénèse e t  l'activité de synthèse 

hormonale de la cellule de Sertoli. 

Les cellules de Sertoli, intratubulaires, sont en contact intime avec les 

cellules de la lignée germinale. Ces cellules jouent un rôle dans la maturation 

et la migration des cellules germinales ; elles possèdent également d'autres 

fonctions : 1) les cellules de Sertoli sont capables de phagocyter les cellules 

germinales qui dégénèrent, 2 )  elles sont capables de synthétiser de la tes- 

tostérone et  de l'oestradiol à partir  de précurseurs stéroïdiens, mais leur 

capacité à utiliser le cholestérol pour ces synthèses fait toujours l'objet de 

controverse, 3)  récemment, l'aptitude de la cellule de Sertoli B synthétiser 



des protéines a été mise en évidence, tant in vivo qu'in vitro. Certaines 

sont libérées dans la circulation et possèdent une activité hormonale, d'au- 

t r e s  agissent au sein même du testicule et sont appelées cybernines (GUIL- 

LEMIN, 1981). La régression des canaux de hlüller chez le foetus mâle es t  

secondaire la présence d'une hormone sécrétée par  les cellules de Sertoli 

foetales et  néonatales : l'hormone anti-müllerienne (JOSSO et coll. , 1977). 

Une autre hormone, de nature protéique, a été trouvée : l'inhibine ; elle 

inhibe la synthèse et la libération de la FSH (FRANCHIR'JONT et coll., 1979 ; 

STEINBERGER et STEINBERGER, 1976 ; STEINBERGER, 1981). La protéine 

porteuse d'androgène (ABP) est  synthétisée sous le contrôle de la FSH p a r  

la cellule de Sertoli ; elle est  libérée dans la lumière tubulaire et  s e  lie à la 

testostérone e t  à la dihydrotestostérone avec une t r è s  grande affinité ; elle 

permet d'obtenir une accumulation des androgènes indispensable aux étapes 

hormonodépendantcs de la spermatogénèse et de la sperrniogénèse (IJANSSON 

et coll., 1975). Cette protéine n'a pas encore été décrite chez le porc. Une 

substance de type GnRH, stimulée par I'hCG, également d'origine sertolienne 

a été détectée dans le testicule de rat (SHARPE, 1980 ; SHARPE et FRASER, 

1980) ; ce peptide agirait comme une cybernine, il diminuerait le nombre des  

récepteurs leydigiens à la L H .  D'autres substances testiculaires ont é té  

isolées. Une chalone, c'est-&dire une substance qui agit s u r  une cellule au  

sein de l'organe qui la produit en inhibant la synthèse d'ADN, est sécrétée 

par  les spermatogonies et contrôle la spermatogénèse (CLERMONT et MAU- 

GER, 1976 ; T H U M A N N  et BUSTOS-OBREGON, 1978). 

Des substances dont l'origine n'est pas encore précisée ont enfin été  

détectées : la FSH RBS et la FSH RB1 qui, respectivement, stimule et  inhibe 

la fixation de ES11 à son récepteur (REICHERT et coll., 1981), un facteur d e  

nature indéterminée qui inhibe la libération de PRL (DEMOULIN et FRANCHI- 

MONT, 1978) et une protéine dont le rôle au niveau du testicule n'est pas -. 
connu : la relaxine (ESSIG-et coll., 1982 ; LOUR'IAYE et coll., 1986). 

3.1.2. fb4ECANISME D'ACTION DE LA LH 

La LH est  une hormone glycoprotéique (PM 29 100 daltons) qui,  comme 

I'hCG, est  capable de stimuler la fonction endocrine du testicule e t ,  en  

particulier, la sécrétion de testostérone. Elle exerce son action sans qu'il y 

ait nécessité de pénétrer dans la cellule (ROBISON et coll., 1968). Elle se lie 

spécifiquement sur  une autre molécule de nature protéique : le récepteur, 

situé su r  la face externe de la membrane plasmique des cellules de Leydig. 



La localisation de ces récepteurs a été mise en évidence in vivo pour la 

première fois par fluorescence et  autoradiographie chez le rat  (MANCINI et  

coll., 1967 ; DE KRETZER et coll., 1969). In vitro, la fixation spécifique de 

la L H  ou de llhCG chez le rat mâle adulte a été montrée su r  des cultures 

primaires de cellules de Leydig et  s u r  des homogénats ou des préparations 

membrariaires de testicule (CATT et coll., 1971 ; LEIDENBERGER et REI- 

CHERT, 1972 ; CATT e t  coll., 1976). Les etudes de centrifugation différen- 

tielle des homogénats testiculaires permettent d'affirmer que les récepteurs 

de LHIhCG sont situés s u r  les membranes plasmiques (CATT et coll., 1976). 

Ces récepteurs sont caractérisés par leur constante d'affinité élevée pour la 

LH e t  llhCG (Ka = 10" hl-') et leur faible concentration (10'12 mole par 

gramme de tissu frais). Leurs caractéristiques permettent d'expliquer que la 

L H  à ses faibles concentrations circulantes ( l O ' 1 °  A 10'12 h l )  puisse exercer 

son action (cf chapitre II). 

Les hormones lutéinisantes après leur liaison au récepteur de la L H  

stimulent in vivo comme in vitro la synthèse dlAhlPc (ROMMERTS et coll., 

1972,  1973 ; RIENDELSON et coll., 1975), puis l'activation de protéines 

kinases et  la synthèse de protéines impliquées dans la stéroidogénèse (HALL 

et coll., 1962 ; LAWRENCE et DAVIES, 1977 ; COOKE et coll., 1979). Les 

nucléotides guanidiques sont impliqués dans l'activation de l'adénylate cyclase 

(DUFAU et coll., 1980). 

Les hormones lutéinisantes sont indispensables 21 la production de tes- 

tostérone in vivo (IIALL, 1966) et  in vitro (DUFAU et coll., 1971 ; ROM- 

RJERT et coll. , 1973). La voie de l'adénylate cyclase pourrait ne pas ê t re  la 

seule conduisant à la biosynthèse des androgènes (MENDELSON et coll., 

1975). La sécrétion de testostérone suit t rès  rapidement (15 minutes) in vivo 

comme in vitro, l'augmentation d'hormone lutéinisante. L'occupation de moins 

de  1 8 des récepteurs produit une stimulation maximale (CATT e t  coll., 

1973). Cette sécrétion es t  due en majeure partie A l'accélération de l'étape de 

conversion du cholestérol en prégnènolone. Mais les hormones lutéinisantes 

sont aussi responsables à plus long terme de la différenciation des ultra- 

structures stéroidogènes des cellules de Leydig. Ainsi, l'administration 

prolongée dlhCG à des cellules de Leydig normales ou cancéreuses provoque 

une prolifération du réticulum endoplasmique lisse qui contient les enzymes 

nécessaires à la synthèse de testostérone circulante (AOKI, 1970 ; NEAVES, 



1973 ; DE KRETSER, 1967) .  Après suppressioli de la LH, on observe, in 

vivo comme in vitro, une ré gression, une dédifférenciation presque totale des 

cellules (MORAT, 1977)  . Cet te  ré gression est réversible par administration 

d'hormone lutéinisante (WOODS et coll., 1961 ; DUFAURE et coll., 1974 ; 

II'JORAT, 1 9 7 7 b ) .  

3 . 1 . 3 .  hlODULATIOM DE L'ACTION DE LA L H  

La fixation de la L H  à des récepteurs spécifiques situés dans les mem- 

branes plasmiques des cellules de Leydig est l'événement initial de la chaîne 

conduisant à l'action biologique de cette hormone. La modification des carac- 

téristiques des récepteurs pourrait ê t re  un facteur de contrôle de la diffé- 

renciation e t  de l'activité stéroidogène des cellules de Leydig. Ainsi une 

stimulation hormonale aiguë par la L H  provoque, & court terme, in vivo 

comme in vitro, une régulation négative des récepteurs de la LEI qui corres- 

pond à une accélération de la dégradation des récepteurs après leur interna- 

lisation dans la cellule de Leydig (HSUEH et coll., 1977 ; TELL et coll., 

1 9 7 8 ) .  La régulation négative est  précédée par un ddcouplage entre récep- 

teurs et  adénylate cyclase ; ce découplage provoque le blocage de la stéroi- 

dogénèse (HAOUR et coll., 1 9 8 2 ) .  L'ensemble de ces phénomènes correspond 

B une période de désensibilisation pendant laquelle la cellule de Leydig est  

réfractaire B toute nouvelle stimulation ( H A O U R  et coll., 1 9 7 8 ) .  La durée, de 

plusieurs jours, et l'intensité de la désensibilisation sont reliées h la quantité 

de LH qui a agi. La diminution des récepteurs débute pour des concentra- 

tions physiologiques de L H .  La régulation & long terme des récepteurs de la 

LH est peu connue. Une situation physiologique appropriée pour 116tudier est  

le développement post-natal (GREYNSTEIN, 1978 ; KETELSLEGERS et coll., 

1978).  

Le travail que nous présentons au paragraphe suivant montre un exem- 

ple de régulation des récepteurs de la LH dans le testicule de porc. La 

maturation sexuelle chez le porc mâle est  caractérisée par  une série complexe 

d'événements qui inclut une augmentation de la sécrétion des hormones 

gonadotropes e t  de testostérone, des changements dans la réponse pituitaire 

au GnRH et des modifications dans la sensibilité de l'hypophyse e t  de l'hypo- 

thalamus aux mécanismes de rétrocontrôle. Les modifications de la capacité de 

réponse du testicule à la LH au cours de la maturation sexuelle sont peu 

connues. La première étape d'action de la L H  su r  le testicule étant sa liaison 



A des récepteurs spécifiques, des modulations de l'affinité ou du nombre des 

récepteurs de la L H  pourraient modifier la réponse testiculaire B cette hor- 

mone. 

3 . 2 .  EVOLUTION DU NOMBRE ES DE L'AFFINITE DES RECEPTEURS DE L A  

LH DANS LE TESTICULE DE PORC A U  COURS D U  DEVELOPPEh'iENT 

POST-NATAL 

L'évolution des récepteurs a été étudiée, au cours du développement, 

en tenant compte des modifications importantes, du nombre et  de la par t  

occupée par  les cellules d e  Leydig dans le testicule (article II) .  

3 . 2 . 1 .  HISTOLOGIE QUANTITATIVE 

La méthode des numérations ponctuelles, qui consiste à superposer un 

réseau de points fixes s u r  coupe histologique, a permis de déterminer la 

composition cellulaire du testicule. Le tissu interstitiel occupe 70 B du tes- 

ticule chez le porc nouveau-né de 30 jours alors qu'il n'occupe plus que 25 % 

du testicule chez le porc pubère de 150 jours. ,La part occupée par les 

cellules de Leydig dans le tissu interstitiel est constante. 

L e  nombre de cellules de Leydig par cm3 de testicule varie considéra- 

blement au cours de la vie post-natale du porc. Ces variations rendent 

compte à la fois de celles du nombre de cellules par cm3 de tissu interstitiel 

et de la part  occupée par le tissu interstitiel dans le testicule. La densité d e  

cellules de Leydig entre 20 et 30 jours est d'environ 80 000,  elle augmente et  

atteint 300 000 cellules par  cm3 à 90 jours ; elle diminue ensuite jusqutA 120 

jours pour rester à 80 000 cellules par cm3 au-del8 de cette période. On 

assiste également à une évolution de la morphologie des cellules. Le diamètre 

des cellules de Leydig est le plus élevé Q 30 jours (20  u m )  , diminue pendant 

l'enfance jusqu'à 90 jours (10  um), puis réaugmente pendant la période pré- 

pubertaire pour se  stabiliser ensuite (15 h m ) .  

Le nombre total de cellules de Leydig augmente d'une manière continue 

jusqulà 90 jours, en relation avec l'augmentation du nombre de cellules pa r  

unité de volume testiculaire, puis au-delà de 90 jours avec la croissance du 

testicule. 
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FIGURE 3 . 2 .  - EVOLUTIOEI DU NOhlBRE DE SITES de la L H  par cellules de Leydig (NC), par testicule (NT) 

et dcs taux sériques de testostérone (MEUSY-DESS0LI.E. 1975) et de LI1 (MEUSY-DESSOLLE, communication personnelle) 



3.2.2. CONTENU EN RECEPTEURS DU TESTICULE 

Au cours de la vie post-natale du porc, nous n'avons pas observé de 

variation de la constante d'affinité de la LH pour ses  récepteurs (Ka = 7 + 6 - 
l o g  

La concentration de récepteurs spécifiques de la LH atteint 9 x 10 -12 

mole par gramme de testicule entre 20 et  70 jours. Elle diminue jusqu'à 110 

jours, âge auquel s'établit la puberté, pour atteindre la valeur stable de  

3.10-l2 mole par gramme de testicule. Le nombre total de récepteurs par  

testicule augmente B partir  de 30 jours ; l'augmentation accentuée du nombre 

total de récepteurs par  testicule à la puberté est  due A la croissance testi- 

culaire. 

En rapportant le nombre total de récepteurs par  testicule au nombre 

total de cellules de Leydig par  testicule, on obtient le nombre de récepteurs 

par cellule : - 
- nombre total de récepteurs par testicule (moles) - 

nombre total de cellules de Leydig 
cl 0 

En tenant compte de la constante d'Avogadro (1 mole = 6,022 l o L J  molé- 

cules),  il est  possible d'exprimer N en nombre de molécules réceptrices par  
C 

cellule. Le nombre de molécules réceptrices par  cellule- est élevé de 10  à 40 

jours avec un maximum de 80 000 30 jours. A 60 jours, ce nombre n'est 

plus que de 35 000 ; il diminue légèrement jusqu'à 100 jours. Au-delà de 100 

jours, le nombre de molécules réceptrices par cellule de Leydig est de  

3.3. DISCUSSION - CONCLUSION 

Le contenu testiculaire en récepteurs de la L H  varie largement au cours 

du développement post-natal chez le porc (fig 3.2). Le nombre de récepteurs 

de LH par cellule augmente jusqu'à 30 jours. C'est le moment où se  produit 

une forte augmentation de la testostérone (MEUSY-DESSOLLE, 1975 ; COLEN- 

BRANDER et coll., 1977). Ces phénomènes sont concomitants d'une augmen- 

tation de LH (~vIEUSY -DESSOLE, communication personnelle). En raison de la 

courte durée de la pêriode d'observation (10 B 30 jours) et des variations 

individuelles dans le développement, il es t  difficile de mettre en évidence 

clairement une chronologie dans l'apparition des différents événements. Il est  

logique de penser que durant cette période, la L H  a une action trophique 

s u r  les cellules de Leydig : elle favorise la différenciation cellulaire, I'ap- 



parition des s t ructures  stéroïdogènes, l'augmentation des activités enzymati- 

ques liées i3 la stéroidogénèse (DIERICHS et coll., 1973 ; V A N  STRAATEN et 

coll., 1978) et  la synthèse de ses  propres récepteurs. 

Au-delà du 30ème jour, on observe une diminution du nombre de récep- 

teurs  par  cellule, qui est concomitante d'une involution des cellules de Ley- 

dig. La LH diminue, en raison, au moins en partie, du rétrocontrôle exercé 

par la testostérone s u r  l'hypothalamus et  l'hypophyse (ELSAESSER et coll., 

1978), et  secondairement on observe la diminution de la concentration de 

testostérone plasmatique. Comme pour la période néonatale, il y a un lien 

direct entre  les taux de LH circulante et le niveau des récepteurs de la 

cellule. 

Après 100 jours, on observe une augmentation du nombre de récepteurs 

de la LH par cellule de Leydig. La concentration de testostérone circulante 

augmente faiblement, la taille des cellules augmente B nouveau e t ,  pendant 

cette période, la multiplication des mitochondries e t  le développement du 

réticulum endoplasmique lisse ont été observés (DIERICHS et coll., 1973). 

Contrairement B la première augmentation de testostérone post-natale (10 à 30 

jours), celle observée jusqu'à 150 jours ne peut ê t re  due à la concentration 

de L H  circulante qui ne varie pas pendant cette période. A taux de LH bas 

et  constant, l'augmentation de testostérone s'expliquerait par 1) l'augmenta- 

tion du nombre de récepteurs h LH, ce qui suggère que cette augmentation 

puisse être  modulée par  d'autres hormones (DEMOULIN et coll., 1984) 2 )  la 

multiplication intense des cellules de Leydig qui accompagne le développement 

en poids du testicule. Après 150 jours, la concentration de testostérone 

sérique augmente fortement : ceci est réellement le résultat de l'augmentation 

combinée de la LH circulante et  de la croissance testiculaire qui entraîne une 

augmentation du nombre total de récepteurs de la L H .  



Article II 
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ABSTRACT. LH receptors have been characterieed in porcine 
+tis (Sus crofa L.) from birth to 220 days of age and have been 
related to interstitial tissue development (especialiy Leydig 
ceb) .  The mean association constant (K.) of ovine [3H]LH, was 
7 I 6 x 10' M-', 4 t h  no apparent age-dependent variation but 
with some significant individual variations. The concentration of 
specific LH receptor sites reached a maximum of 9 x ~ / g  
testis between days 20-70, decreased to 3 x 10-l2 ~ / g  testis a t  
the onset of puberty (up to 110 days), and remained stable at 
the same level in the adult. The total number of sites per testis 
easentially reflected the growth of the testis. Interstitial tissue 
occupied up to 80% of the volume of the whole testis during the 
first 30 neonatal days. It decreased to about 25% after 120 days. 
The Leydig ce& in this tissue occupied the sarne proportion 

(70% of the volume of the whole testis) regardless of the age of 
the animals. 

The mean Leydig ceii diameter reached a maximum of 20 pm 
at  30 days of neonatal life, decreased to a minimum of 10 pm at 
90 days, and then increased to a stable value of 15 pm after 
puberty. The number of Leydig ceiis per unit volume varied with 
age, with a maximum of 3 X 10@ ceüs/ml testis at 90 days, 
reaching a constant value of 6 x 10' ceiis/rnl testis after puberty. 

These data suggest that each Leydig ceil contains 80,000 
specific LH-binding sites/ceii 30 days after birth and 35,000 in 
the adult, with no observed periods without receptor sites. 

The number of receptois per ceU is correlated to ceii size 
rather than stage of sexual maturation. (Enàocrinology 108: 
625,1981) 

T HE BINDING of a polypeptide hormone to a spe- 
cific receptor of a target cell has been regarded as 

the primary event initiating the biological response to . 
that hormone. It is also well established that one of the 
biological functions of LH in the testis is to stimulate 
synthesis and release of testosterone by the Leydig celis 
of the interstitial tissue by specificsliy binding to these 
cells and increasing CAMP production (1-8). Therefore, 
it seerns of primary importance to follow the fate of the 
hormone-specific receptors in relation to the develop- 
ment of the target ceiis during sexual maturation. Various 
attempts to do this have been made in species other than 
pigs, narnely rats, humans, and primates (9-16), but with 
only limited data for receptor number, hormone binding 
affinities, or for Leydig cell number per unit weight or 
per testis. Due to these limitations, the number and 
variation of receptor sites per Leydig cell have not been 
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determined in vivo. 
It would seem of considerable importance to compare 

the number of receptor sites and LH levels in serum. 
This is because a hormone dose-related control of LH 
receptors was found in the rat (17-19A), with complete 
clearance of receptor sites from the cellular surface re- 
sulting in total desensitization of the Leydig celis to 
hormone stimulation. This phenomenon is often cslied 
down-regdation. Moreover, the effect of age or sexual 
maturation on hormone-binding affinity was also consid- 
ered worthy of study. 

Porcine testes were chosen because of their high num- 
ber of LH receptor sites per unit weight (20) and because 
porcine testes are also known to have a high proportion 
of interstitial tissue (21). 

Materials and Methods 

Testes 

Testes were obtained by castration or just after slaughter by 
electrocution of boars (Large White breed; Sus crofa L.), rang- 
ing in age from immediately after b i ih  to 220 days of age. After 
removal cf the ypididyma, the testis was weighed, the total 
volume was measured with d pycnometer, and part of the testis 
was then cut into srnall pieces (width, 2-3 mm) for histological 
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studies. When possible, the rest of the testis was divided into 
15-g pieces and stored in liquid Ntrogen until binding studies 
were performed. 

OWie LH (oLH, batch P89b), obtained through the courtesy 
of Dr. M. Jutisz (Laboratoire des Hormones Polypeptidiques, 
C.N.R.S. Gif-sur-Yvette, France), had a biological activity of 
1.4-2.8 NIH SII, as assayed by the Parlow test. 

[3H]oLH, obtained through the courtesy of Dr. de la Llosa 
(22), contained a specific radioactivity of 19 Ci/mmole, as 
measured by the self-displacement method (8). The specific 
radioactivity was similar to that measured with another tracer, 
porcine ['*'I]LH, which was generously provided by Dr. Y. 
Combarnous. Concentrations of radiolabeled hormone were 
computed after correction for maximum binding ability with 
increasing concentrations of a receptor preparation. The maxi- 
mum binding capacity for the tritiated hormone preparation 
was 40%. 

Assay of oLH binding 

As previously described (23), the testis pieces were homoge- 
nized to a final concentration of 50 mg fresh testis/ml solvent 
(0.1 M sucrose, 0.005 M MgC12, and 0.05 M Tris-HC1 buffer, pH 
7.4). Pieces were taken from the testis at the level of the 
epididymal body. In each assay tube (glass), 0.9 ml testis 
homogenate was added to 0.1 mi 0.1 M sucrose, 0.005 M MgC12, 
1 mg/mi bovine serum aibumin, and 0.05 M Tris-HC1 buffer 
(pH 7.4), 10 pl of 10 difïerent concentrations of [3H]oLH, 1-60 
ng for total binding and 10 pl (10,000 ng) of uniabeled oLH for 
nonspecific binding. After equilibration at 37 C for 2 h, bound 
[3H]oLH was recovered by centrifugation (5,000 x g for 15 min 
at 4 C). The pellets were resuspended with 1 ml of the above 
buffer with bovine senun albumin and centrifuged under the 
same conditions as described above, the supernatant was re- 
moved, and the pellets were dissolved in 0.2 mi solubilizer 
(soluene 350, Packard, Downers Grove, IL) for 12 h at room 
temperature. After dissolution, the tubes were washed with 12 
mi (three tirnes with 4 ml) of the scintillator solution into plastic 
counting vials. A solution of 23-diphenyloxazole (4 g/liter) and 
dimethyl 1,4-bis-[2-(5-phenyloxazolyl)]benzene (0.1 glliter) in 
toluene (scintillation grade) was used as scintillant. Counting 
was performed by a liquid scintillation counter (Intertechnique 
CG 2,000). 

Using extemal standardization, the results were converted 
into disintegrations per min and the actual quantities of bound 
and frw labeled hormone. For each amount of labeled hormone, 
the nonspecific binding was substracted from the total binding. 
The nonspecific binding increased with increasing concentra- 
tions of radiolabeled hormone; it was less than 10% in the earlier 
parts of the saturation curves and reached 30% or less of the 
total binding at the saturation plateau. 

Binding specificity was also checked with pH 2-treated oLH 
or oLH subunits. These did not compete with [3H]oLH for 
specific binding within the expected amount of native oLH 
contamination ( 4 % )  (20). 

Analysis of binding data 

The binding data for each gonadal homogenate were cor- 
rected for specific activity, maximum binding activity, and 
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nonspecific binding. The concentration of hormone-biding 
sites per g fresh testis (r) and the equilibrium association 
constant (Ka) of the gonadotropin receptors were determined 
by computer analysis on a 9830 Hewlett-Packard calculator 
(Hewlett-Packard Co., Paio Alto, CA) with a program of curve 
fitting (bast squares method) directly from the saturation 
m e s .  

Histological preparations 

Testis pieces were fixed by immersion in Bouin-Holland 
acetic solution, dehydrated in alcohol, and then embedded in 
paraplast. Tissue retraction performed in separate experiments 
was estimated to be 9%. Sections for light microscopy were cut 
at 5 pm and stained with Regaud's femc hematoxylin (at 57 C) 
and eosin. Only polyhedral ceils with pi&-stained cytoplasms 
and round eccentric nuclei limited at their periphery by heavily 
s h e d  heterochromatin were counted as Leydig ce&. Al1 fi- 
broblastic type ceils were excluded. 

Relative volumes occupied either by a e  interstitial tissue in 
the whole testis or by the Leydig ce& in interstitial tissue were 
determined with a light microscope by the point-counting 
method (24, 25) on 5-pm thick sections and with 25- or 100- 
point Henning's reticles from Zeiss (no. 474130-1 and 474130-2, 
respectively; Car1 Reiss, New York, NY). This method assumes 
that the ratio of points covering the observed component (Ley- 
dig ceils or interstitial tissue) to the total points of the reticle is 
equal to the ratio of the volume occupied by the component 
(Leydigceil or interstitial tissue) to the volume of the interstitial 
tissue or testis in the section covered by the reticle, respectively. 
This measurement was done on 30 rnicroscopic fields. 

Leydig cell nurnbers were estimated from Abercrombie's 
formula (26, 271, in which a correction is made for the size of 
the cells or the average diameter (D). We used the simplified 
formula: Nv = NJ(T + D), where NV stands for the number of 
Leydig ceiis per unit volume, NA stands for the number of 
Leydig cells per unit surface, and T stands for the section 
thickness (5 jm). The average diameters were computed assum- 
ing spherical ceils and h m  the measurements of NA and the 
relative volume occupied by the Leydig ceiis obtained with the 
point-counting method. 

Data analysis 

Whenever possible, individual testis measurements are 
shown in the figures, and age-dependent variations are repre- 
sented by the best polynomial curve up to the third degree. 

This representation mode has the advantage over histograms 
of displaying individual measurements but does not, of course, 
present analytical modeling of the physiological process. Vari- 
ability of individual measurements or 95% confidence intervals 
were taken as twice the SD of ail experimental points from the 
best fitted curve, with the same statistical weight for each 
individual measurement. 

Results 

Binding of LH to porcine testis 

Up to 80% of all of the saturation curves could be fitted 
to the binding equation for a single class of gonadotropin 
receptors (Fig. 1). Twenty percent of the saturation 
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FIG. 1. Saturation curves and corresponding Scatchard plots of LH 
binding to testis homogenates from pigs. Top panel, A one-site type of 
binding with no cooperativity for a 70-day-old boar. The equilibrium 
association constant of LH to its specific receptors was 1.3 X 10' M-' 

(SD of 0.42 X IO9), with a binding capacity of 10-" ~ / g  testis (SD of 0.13 
x 10-Il). The same means were obtained from the saturation curve 
fitting and the Scatchard analysis. Bottom panel, A one-site type of 
bmding with an apparent positive cooperativity (360-day-old boar). 

d . .  . . . . . . . . , . . . . . . . . . . . .  
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FIG. 2. Variation of the K. in porcine testis with age. The 954 confl- 
dence limits were f 6 x 10' M-' from the best curve fitting (-). 

curves exhibited some evidence of an apparent positive 
cooperativity for a free hormone concentration below 5 
ng/mi (Fig. 1). There was no relationship with the age of 
the animal. At this level of [3H]oLH, nonspecific binding 
was less than 8% of the total binding. The average Hill 
coefficient was 1.3, with a SD of 0.12, from 10 Scatchard 
plots exhibiting the cooperativity. 

The K, was 7 I 6 x IO9 M-' (95% confidence lirnits), 
with no apparent age-dependent variation (Fig. 2). As- 
sociation constant variability was relatively high. Two 
thirds of the variabiiity derived from experimental errors 
estimated from binding constant determination; one 
third derived from other factors, including variations 
between individuals. This was found for all of the ages 
studied. We observed no correlation between low Ka 
values and the number of LH receptors, (correlation 
coefficient, -0.13), i.e. individual with relatively low as- 
sociation constants for LH did not tend to show either a 
high or a low capacity for hormone binding. 

Number of LH receptors; effect of age 

When expressed per g testis, all testes examined had 
specific LH receptor sites (r). We observed a maximum 
of 9 x 10-l2 ~ / g  between 20-70 days after birth, reaching 
a stable concentration of 3 x 10-l2 ~ / g  after 110 days 
(Fig. 3). Variability was less than that for the apparent 
association constants. One fourth of the variability de- 
rived from the determination of r itseif, and the rest 
derived from age-dependent variation. The variability 
was particularly high between 110-135 days, correspond- 
ing to different stages of testicular maturation. However, 
the total number of sites per testis continuously in- 
creased, reflecting testicular growth (Fig. 4). The initial 
slow increase in testis weight from birth until 70-110 
days was followed through puberty by a phase of rapid 

The association constant calculated from the saturation curve was 1.5 
x IO!' M-' (SD of 0.18 x 10') with a binding capacity of 0.5 10-" ~ / g  
testis (SD of 0.036 x IO-''). 
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FIG. 3. Variation of the number of LH receptors (r) per unit weight of 
porcine testis with age. The 95% confidence limits were I 2 0  x 10-l3 
mol/g testis from the best c w e  fitting (-1. 
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FIG. 5. Percentage of porcine testis interstitial tissue volume (Vitir) 
with age. The 95% confidence lirnits were 116% from the best curve 
fitting (-1. 

FIG. 4. Total number of LH receptors (r) per testis (top panel) and 
testis weight (bottom panel) expressed as a function of age during 
sexual maturation in swine. The 954 confidence limits were f 2.1 X 

10-"' mol receptor/testis. 

growth until200 days. Thereafter, testis weight reached 
adult levels. 

Interstitial tissue and Leydig ce11 development during 
sexual maturation 

Interstitial tissue occupied up to 80% of the volume of 
the whole testis during the first 30 neonatal days. It 
decreased to about 25% after the 120th day (Fig. 5). The 
Leydig cells in this tissue occupied the same proportion 
(70%) regardless of the age of the animal (data not 
shown). Thus, the variation in Leydig cell relative volume 

o1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  !IO IO0 la0 PO dOY8 

FIG. 6. Developmental changes of Leydig ceU population in size (top 
panel) and number (Nd per ml testis (bottom panel) in the boar. The 
95% confidence lirnits were f 3 pm for diarneter and I l 4  X 10' ceh/ml 
for Leydig ceiis. 

in relation to the whole testis depended on interstitial 
tissue variation; it decreased from 50% at 30 days to 
approximately 15% of the whole testis after puberty at 
120-180 days. Nevertheles, the total Leydig cell volume 
per testis increased with age because the increase in 
testis size counterbalanced the variation in Leydig cell 
volume (per unit weight of volume). The same effect was 
also found for the total number of LH receptors (Fig. 4). 
A similar break in growth was observed around the 110th 
day. Mean Leydig ce11 diameter reached a maximum of 
20 pm at 30 days, decreased to a minimum of 10 pm at 90 
days, then increased again to a stable value of 15 pm 
after 110 days (Fig. 6). 

The number of Leydig cells per unit volume in relation 
to age varied in opposition to cell diarneter, reaching a 
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FIG. 7. Histogrm of LH receptors numbers (Z) per Leydig ceil in 
porcine testis with age. Bars show the 95% confidence iimits, and 
numbers refer to the number of animals selected for each age class. 

minimum at 20 days and a maximum at about 90 days. 
It then decreased to a constant value of about 6 x 10' 
cells/ml testis (Fig. 61, or 2.5 x 10' cells/ml interstitial 
tissue. 

However, the total number of Leydig cells per testis 
did not follow this pattern, since testis growth darnped 
the variation, and a continuous age-dependent increase 
in the total number of Leydig cells was observed. This 
was aiso the case for the total number of LH receptors, 
which was 10' cells/testis untii 30-40 days, then rose 
steadily during sexual maturation to reach a value of 2- 
4 x 30'' ceiis/testis in the adult. 

From these data, the mean number of LH receptors 
per Leydig cell was evaluated, assuming that it was the 
only cell type presenting these specific sites (28). This 
mean number is shown in Fig. 7 for the different age 
classes. The sites, although detennined in testis homog- 
enates, were mostly located on the plasma membranes of 
the cell surface. This was checked by using a suspension 
of mechanically disrupted ceiis containing mainly intact 
ceiis. No difference in specific LH binding was found in 
such a suspension or after Potter homogenization. 

The number of LH receptors per cell reached a maxi- 
mum of 80,000 receptors/cell at  30 days, then decreased 
to a constant number of about 35,000 receptors/cell in 
the adult. 

Discussion 

The value obtained for the apparent association con- 
stant of LH to its receptor sites in porcine testis is very 
similar to the values already reported for other species 
(2,3,13-16). This value is constant from birth until adult 
life, as also reported for other species (16,29). It suggests 
a constant synthesis of the same molecular receptor type 
d through the life of the individual, with no apparent 
age modulation of its hormonal affinity. The variabiiity 
between individuais might suggest individual variations 

in receptor site affinity with no obvious physiological 
consequences. 

The number of LH receptors per cell is much higher 
than that found in Leydig ce& from other species, i-e. 
6000 receptors/cell in isolated rat Leydig cells (7) or 
1000-2000 in a Leydig tumor cell line (30). This high 
number of receptors is also found in isolated Leydig cells 
from porcine testis (Peyrat, J.-P., N. Meusy-Dessolle, 
and J. Garnier, unpublished results) and might indicate 
a species difference. When we speak of the number of 
sites, we are referring to free receptors, not those receptor 
sites occupied by endogenous hormone. Al1 attempts 
(high salt concentrations or pH) to release in uitro bound 
labeled hormone from the receptor membrane prepara- 
tion failed to restore significantly more than the initial 
number of receptors. This might suggest that the number 
of occupied receptors in porcine testis is smaii compared 
to the total number of free LH receptor sites. This 
number per unit volume of testis was fairly high (30-90 
X 10-l0 M; i.e. 30- to 90-fold greater than the dissociation 
constant for the hormone). 

The variation of LH receptor concentration with age 
is at variance with the continuous increase observed in 
rat testis, but a similar age dependency was also found 
for FSH receptor concentration in the latter species (16). 
The day 30 high receptor concentration is partly due to 
the high number of receptor sites per cell. This high 
number of sites can be related to cell size and, conse- 
quentiy, to cell surface (which is 1.8 times greater than 
that in adults when there are 2.2 times more sites per 
cell than in adults). 

At 30 days, when Leydig cell sue is maximal, an 
increase in LH secretion in vivo has been observed [4 ng/ 
ml (31) and 20 ng/rnl (Meusy-Dessolle, N., unpublished)] 
with a concomitant rise in testosterone secretion [4 ng/ 
ml (32)]. In parallel, the ultrastructure of the Leydig cells 
during this period is well developed (33), with large-sized 
nuclei (3435) having high enzyrnatic activities of kï, 3/3- 
hydroxysteroid dehydrogenase (36), 3P-hydroxysteroid 
dehydrogenase, and 178-hydroxysteroid dehydrogenase 
(34). This confvms that during the first 3 neonatal weeks, 
the Leydig cells of the porcine testis are fully differen- 
tiated. 

The smaller size of the Leydig ceils at 90 days can also 
be correlated with a regression of the steroidogenic struc- 
ture (33), a lower level of LH concentration in plasma 
(<1 ng/ml), and a lower level of circulating testosterone 
(1 ng/ml) (32). The increase in the number of Leydig 
cells per unit volume in this period (4 times greater than 
that at 30 days) could be related to the cell population 
increase and active divisions around seminiferous tubules 
observed by Van Straaten and Wensing (34). The total 
number of Leydig cells per testis increased by about 20- 
fold from day 30 until day 180. A very similar increase 
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during sexual maturation was a h  found in rats (37). 
At the onset of puberty, i.e. 110 days, the structural 

features of the testis resemble those of the adult with 
respect to relative volume of interstitial tissue, Leydig 
ceU size, and number of LH-specific receptor sites per 
cell. Thus, the total number of cells follows the growth of 
the testis, and this could also account for the continuous 
increase in the testosterone level rather than a difference 
in the state of secretion of the cells. 

From these data, it can be concluded that during testis 
development until adulthood and in the tirne basis of our 
sampling, the Leydig celis are permanently equippqd 
with a large number of specific receptors for LH having 
the same apparent affinity for the hormone. However, 
we observed a remarkable decrease in the number of 
receptor sites per ce11 from birth to adulthood. The 
physiological significance of this decrease is not yet 
known. It could signify a decrease in cell sensitivity to 
the hormone, if spare receptors were present in pig Ley- 
dig cells, as Mendelson et al. (7) found for rat Leydig 
celis. This interesting possibility is currently under in- 
vestigation. 
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4.1. INTRODUCTION 

4.1.1. CONTROLE HORMONAL DE LA GLANDE MAMMAIRE NORMALE 

La glande mammaire comprend deux structures épithéliales distinctes : 

une formation tubulaire et  une formation alvéolaire ainsi que des tissus 

annexes. La structure canalaire (ou tubulaire) se  forme dès la vie foetale, s e  

développe au cours de la première partie de la vie et  s e  complète definitive- 

ment au cours de la première gestation. La structure alvéolaire se  forme 

partir  de la structure canaliculaire presque exclusivement au cours de la 

gestation. Les cellules épithéliales alvéolaires assurent la synthèse et la 

sécrétion de lait pendant la lactation, puis elles involuent au moment du 

sevrage. 

La formation des s t ructures  épithéliales et la mise en place de la syn- 

thèse de lait sont sous la dépendance d'équilibres endocriniens précis, les 

hormones agissant de manière séquentielle, en association ou en synergie. La 

définition de ces complexes hormonaux a fait l'objet de nombreuses revues 

(DENARIUR , 1971 ; TOPPER et FREEP,?AN, 1980). Les techniques d'études 

sont de trois types : 1) suivi des variations de concentrations hormonales 

plasmatiques contemporairies de modifications mammaires, 2 )  manipulations 

hormonales in vivo et 3 )  in vitro. Pour des raisons évidentes, il n'existe que 

peu de renseignements dans l'espèce humaine (ROTTEN et GAUTRAY , 1978). 

La régulation telle qu'on peut la concevoir actuellement est représentée s u r  

la figure 4.1. La PRL est l'hormone essentielle, obligatoire, qui contrôle à la 

fois la multiplication et  la différenciation des cellules épithéliales mammaires ; 

selon les espèces, elle est capable d'agir seule ou en synergie avec les 

corticoïdes (C) ,  l'hormone de croissance (CH), la thyroxine (T4) ,  la tri- 

iodothyronine (T3). Une hormone placentaire, en particulier dans l'espèce 

humaine (hPL) semble jouer le même rôle que la PRL. Le rôle directement 

mitogène des stéroïdes est  à l 'heure actuelle encore discuté. Au niveau 

moléculaire, le mécanisme d'action des hormones stéroïdes s u r  les cellules 

mammaires est presque complètement inconnu. L'oestradiol (E2) semble sur- 

tout impliqué dans l'acquisition des capacités de réponse de la cellule & la 

prolactine. La progestérone ( Pg) joue un rôle inhibiteur de l'activité sécré- 

toire mais laisse se dérouler (ou même favorise) la croissance de la glande 

mammaire. L'ocytocine (OCY) est  responsable de l'éjection du lait. L'insuline 



M U L T I P L I C A T I O N  D I F F E R I N T I A T I O N  

- Syntbesa de e r o t e i n e s  
lactalbumine - c a s e i n e s  

- S y n t h e s e  de l a c t o s e  
-SynthÙse  de  l i p i d e s  
- S t a b i l i s a t i o n  e t  t r a d u c t i o n  

des m R N A  

FIGURE 4.2 - REPRESEIJTATION SCHER'IATIQUE DES C'IECANISR1ES 

ASSu'R.ANT LA RECONNAISSANCE ET LE TRANSFERT DE LA STIhlULATIOlJ 

DE LA P R L  DANS LA CELLULE MAMP,IAIRE (d'après J .  DJIANE, 

Doctorat dlEtat, 1982) 

La PRL s'associe B un récepteur spécifique situé au riiveau de la rnem- 

brane plasmique des cellules épithéliales mammaires. L-es récepteurs s'a- 

grègent entre eux et sont progressivement enfermés dans une vésicule 

d'endocytose qui va (peut-être après une étape golgienne où une partie des 

récepteurs se  trouvent recyclés) fusionner avec les lysosomes où les com- 

plexes hormones-récepteur seront dé gradés. 



(IFJS) e t  les facteurs de croissance (somatomédines SM e t  epidermal Growth  

Factors) sont  aussi impliqués dans la mu1 tipl ication cel lulaire. La formation de 

l 'ébauche mammaire au  cours de la v ie  foetale résu l te  d 'une act ion induct r ice  

du mésenchyme sous-jacent. La na tu re  du st imulus p rodu i t  p a r  le mésen- 

chyme est  inconnue mais pour ra i t  ê t re  un facteur  de croissance. Un fac teur  

de  croissance de t y p e  SM : la "synlact ine", pou r ra i t  ê t re,  au moins part iel le- 

ment, le médiateur de  l 'act ion mitogène de la PRL. (ANDERSON e t  coll., 

1983). 

La PRL exerce son act ion ce1 lu la i re  pa r  l ' intermédiaire de récepteurs 

( f i g  4.2). La PRL es t  reconnue au n iveau de la cel lule épithél iale mammaire 

p a r  les récepteurs de la membrane plasmique (BERGERON e t  coll., 1978). 

Les caractér is t iques des récepteurs o n t  été analysées en déta i l  p a r  SHlU e t  

FRIESEN (1974). La PRL est capable de modif ier le niveau de ses p rop res  

récepteurs selon une  double régulat ion.  Elle st imule la synthèse de ses 

propres  récepteurs (DJIAFIE e t  coll., 1977). Mais en p lus,  el le est  capable, 

dans certaines condit ions, de provoquer  leur  d iminut ion importante mais 

t rans i to i re  (DJ IANE e t  coll., 1979). Ce phénomène de régulat ion négat ive 

correspond à une accélération de I ' in ternal isat ion des complexes PRL-récep- 

t e u r ,  su iv ie de leu r  dégradation dans les lysosomes. I I  a en e f fe t  été dé- 

montré que la régulat ion négative touche les récepteurs pér iphér iques (mem- 

brane plasmique) (DJIANE e t  coll., 1981 ) e t  qu 'e l le  est inhibée p a r  les 

agents b loquant  le fonctionnement lysosomal (DJ IANE e t  coll., 1980). La 

dégradation des récepteurs dans les lysosomes ne  const i tue pa's une étape 

déterminante dans l 'e f fet  biologique de la PRL, puisque les agents q u i  blo- 

quent  le fonctionnement des lysosomes, ne  modif ient pas la réponse ce1 lu la i re  

(HOUDEBINE e t  coll., 1979, 1980). Des t ravaux  récents conduisent  à penser 

que le signal hormonal pou r ra i t  ê t re  transmis pa r  une macromolécule d is t inc te  

d u  s i te de liaison. Les drogues qui agissent s u r  les microtubules e t  les 

microfi laments laissent se dérouler  la régulat ion négative des récepteurs mais 

in terrompent  le message pro lact in ique : une s t r u c t u r e  de t y p e  tubu l ine  es t  

donc impliquée dans le t r a n s f e r t  d u  message hormonal (HOUDEB 1 NE, 1982). 

Par ai l leurs, des ant icorps ant i récepteurs sont doués de propr ié tés  biolo- 

giques analogues à la PRL (DJIANE et  col l . ,  1981 b )  . Ainsi ur.e molécule don t  

la seule propr ié té  es t  de se l i e r  au récepteur ,  es t  capable de provoquer  le 

t r a n s f e r t  de  la st imulat ion hormonale ( KELLY, 1984). 



4.1.2. CONTROLE HORMONAL DES TUMEURS fYIAFX"I4AIRES 

4.1.2.1. CANCERS MAMMAIRES EXPERIMENTAUX 

Les tissus mammaires exposés il des cancérogènes cliimiques comme le 

7,12-diméthylbenzanthracène (DMBA) ou le méthyl-nitroso-urée (MNU) subis- 

sent une transformation maligne (HUGGINS et coll., 1959). Les tumeurs 

induites peuvent être classées en deux catégories selon qu'elles conservent 

ou non les mécanismes de contrôle hormonal normalement présents dans la 

glande mammaire (HOLLANDER et DIAhlOND, 1978). Si les contrôles sont 

conservés, c'est-à-dire si la croissance tumorale e t ,  dans certains cas, des  

fonctions ceIIulaires spécifiques peuvent être modulées par  les hormones, les 

tumeurs sont considérées comme hormonodépendantes. Si les contrôles sont 

perdus,  les tumeurs sont autonomes, c'est-8-dire que leur croissance n'est 

pas influencée par les hormones. 

Le rôle de la PRL dans les cancers mammaires expérimentaux murins a 

fait l'objet de revues générales t r è s  documentées (RIEITES et coll., 1972 ; 

KIhl et FURTH, 1976 ; WELSCH, 1976 ; hic GUIRE, 1977 ; WELSCH et NAGA- 

SAWA, 1977 ; i'vlEITES, 1979 ; R'IEITES, 1980). La prolactine agit au moment 

de l'induction tumorale chez le rat et la souris, puis s u r  la croissance tu- 

morale chez le rat seulement. Chez la souris, toute augmentation de la sécré- 

tion de PRL s'accompagne d'une fréquence accrue de l'apparition des tumeurs 

mammaires (RIORI et coll. , 1980). Les facteurs endocriniens nécessaires à la 

tumorigénèse cessent d'être opérationnels quand le cancer se  développe. Ni 

les stéroïdes, ni l'ovariectomie n'influencent généralement l'évolution d'une 

tumeur induite. Chez le rat  adulte, le rôle de la prolactine dans l'apparition 

de cancers spontanés et  DMBA-induits est connu depuis de nombreuses 

années. Si on administre un antiprolactinique ou un anti-oestrogène ou si on 

castre l'animal, 20 jours avant l'exposition au DMBA, on diminue de façon 

significative la fréquence tumorale. Ce traitement est efficace jusqu'à 20 

jours "après l'application de DMBA. Le rôle majeur semble revenir à la pro- 

lactine : en effet, il est  possible d'induire des tumeurs mammaires par le 

DMBA chez la rate ovariectomisée en administrant PRL et G H .  De plus l'ap- 

parition de tumeurs augmente parallèlement au taux de sécrétion de PRL.  Si 

la PRL facilite l'induction de tumeurs lorsque son administration es t  contem- 



poraine de celle d'un cancérogène, son action est complètement différente si 

elle est  administrée longtemps avant le cancérogène. L'incidence tumorale est  

considérablement réduite chez des ra t s  traités par la PRL pendant la période 

néo-natale (MORI et  coll., 1980). L'induction de tumeurs par  la nitroso- 

méthyl-urée ( N M U )  est fortement réduite chez des rats  adultes traités durant 

leur développement sexuel par l'oestradiol (qui augmente la PRL) ou la 

progestérone (GRUBBS et coll., 1983). Le rôle des hormones au moment de 

l'induction des cancers du sein chez la femme est suggéré par  les enquêtes 

épidémiologiques : le risque de cancer du sein est augmenté, lorsqulun 

déséquilibre hormond a favorisé la multiplication cellulaire et  donc l'ap- 

parition de cellules transformées (cycles anovulatoires, ménopause tardive. .) ,  

inversement la différenciation mammaire ( grossesse, allaitement. . . ) limite 

l'apparition des tumeurs. Les tumeurs induites chez le rat  constituent donc 

un bon modèle pour l'dtude des cancers du sein humains. 

Un certain nombre de faits prouvent que la PRL est l'hormone la plus 

importante dans le contrôle de la croissance des tumeurs mammaires expéri- 

mentales chez le rat .  L'injection de PRL stimule la croissance tumorale chez 

les animaux intacts (KELLY et coll., 1974) et réactive t rès  rapidemerit la 

croissance tumorale chez des animaux ovariectomisés, surrénalectomisés et 

hypophysectori~isés (PEARSON et coll. , 1969). La PEL, à la différence de 

l'hormone de croissance, augmente le nombre et la taille des tumeurs chez la 

rate surrénalectomisée et  ovariectomisée, de manière dose-dépendante ( N A G A -  

SAWA , 1970) .  La perphénazine, l'halopéridol, la TRH (thyrotropin releasing 

hormone) et  la surrénalectomie, qui tous augmentent les concentrations de 

PRL cipculante, augmentent le nombre et  la taille des tumeurs DMBA induites 

chez le rat ( C H E N  et coll., 1976, 1977 ; PEARSON et coll., 1969 ; QUADRI 

et coll. , 1973). Approximativement un tiers des tumeurs mammaires DMBA 

induites chez le rat sont prolactino-dépendantes. Le rôle majeur de la PRL 

dans la stimulation de la glande mammaire est confirmé in vitro. Quand on 

ajoute de la PRL des tumeurs mammaires en culture organotypique en 

présence d'insuline ou d'insuline et  de cortisol, on stimule la synthèse de 

D N A  par rapport aux cultures témoins incubées avec de l'insuline seule ou 

de l'insuline e t  du cortisol seuls (LEWIS et coll., 1974 ; PASTEELS et coll., 

1976 ; WELSCH, 1972). La PRL en présence de 5 % de sérum de veau foetal 

est capable de stimuler 2 à 3 fois la synthèse d'ADN dans les tumeurs mam- 

maires en culture primaire (RUDLAND et coll., 1977) .  Le nombre de noyaux 



cellulaires marqués par  la thymidine tritiée augmente de 30 fois si la PRL est  

ajoutée B un milieu contenant de I'insuline et du cortisol, mais l'insuline 

etlou le cortisol sont sans effet en absence de PRL. Ces résultats contras- 

tent avec ceux obtenus s u r  des glandes mammaires normales en cultures 

primaires ou organotypiques dans lesquelles l'insuline et  le cortisol semblent 

nécessaires à l'action de la PRL. 

L'ensemble de ces études expérimentales suggère que la PRL est I'hor- 

mone essentielle de la croissance tumorale hormonodépendante. D'autres 

hormones sont aussi impliquées dans le contrôle des cancers mammaires 

expérimentaux. Des études ont indiqué que les oestrogènes pouvaient ê tre  

impliqués d'une manière directe dans la croissance tumorale (SIIJHA et coll., 

1973 ; LEUNG et coll., 1975, 1981) ; cependant le pourcentage des tumeurs 

oestrogénodépendantes est faible si les niveaux de PRL sont maintenus après 

ovariectomie. In vitro, la synthèse d'ADN est inhibée par  l'oestradiol dans 

les tumeurs mammaires de rat en culture d'explants. Les effets de la proges- 

térone ne sont pas clairs ; il semble que cette hormone, en association avec . 
la PRL et I'oestradiol, augmente I'iriduction et  favorise la croissance des 

tumeurs hormonodépendantes (YANI et coll., 1976 ; HEUSON et coll., 1976 ; 

HORWITZ et coll., 1977 ; RIATZUZAWA et YAP,lARIOTO, 1977). Certaines 

tumeurs mammaires peuvent ê tre  classées comme insulinodépendantes. L'in- 

duction d'un diabète insulino-prive à l'aide de streptozotocine (COHEN et 

HILF, 1974, 1975) ou d'alloxane (HEUSON et LEGROS, 1970 ; HEUSON et 

coll. , 1972) chez les rats porteurs de tumeurs provoque la régression, au 

moins partielle, de 60 h 90 % des tumeurs. Chez les rats  hypophysectomisés, 

l'insuline associée la PRL stimule davantage la croissance que la PRL seule 

(HEUSON et coll., 1972, 1972b). In vitro,  les rôles relatifs de I'insuline et  

de la PRL ne sont pas élucidés. La PRL pourrait sensibiliser la cellule mam- 

maire B l'insuline qui serait alors le stimulus mitogénique (OKA, 1972). 

L'insuline serait nécessaire A la synthèse complète d'ADN, alors que la PRL 

serait indispensable au déclenchement d'un nouveau cycle de division (MU- 

KHERJEE , 1973). Rappelons qu'in vitro, I'insuline est employée à des concen- 

trations élevées. A ces concentrations, elle se  lie aux récepteurs de I'IGF 

(Insulin Like Growth Factor) et peut jouer le rôle de ce facteur de crois- 

sance. 



4.1.2.2. CANCERS DU SEIN DANS L'ESPECE HUMAINE 

Le rô le de la PRL dans les cancers du sein humains n 'est  pas établi. 

Quelques revues o n t  été consacrées à ce sujet  (NAGASAWA, 1979 ; ar t ic le  

V I I ) .  Les concentrat ions c i rculantes de PRL ne semblent pas p lus  élevées 

chez les pat ientes atteintes de cancer du sein e t  dans les populat ions à 

r isques que chez les témoins. Cependant, des modifications de la sécrét ion 

de PRL on t  été signalées chez les femmes at te intes d ' u n  cancer du sein e t  

des drogues hyperprolact inémiantes semblent capables d'augmenter le r i sque  

de cancer. Les essais d 'ant ipro lact in iques on t  donné des résul tats décevants. 

La présence de PRL est cependant nécessaire au développement de tumeurs 

chez des sour is  athymiques auxquelles on a inoculé des cellules de cancer du 

sein humain. 

In v i t r o ,  cer ta ins  cancers du sein, en  c u l t u r e  organotyp ique ou pri- 

maire, répondent à une  stimulation p a r  la PRL, en augmentant leur  synthèse 

d'ADN. Une revue  b ib l iographique f i g u r e  dans l 'ar t ic le V. II a aussi été 

d é c r i t  des l ignées de cellules épithéliomateuses de cancer du sein sensibles à 

la PRL (SHAFIE e t  BROOKS, 1977 ; SHlU e t  PATERSON, 1984) mais aussi à ' 

l ' insul ine (BENSON e t  HOLDAWAY, 1982), à l 'oestradiol (LIPPMAN e t  col l . ,  

1975 ; L I  PPMAN e t  coll., 1976), aux facteurs de croissance, en par t icu l ie r  

I'EGF (F ITZPATRICK e t  col l . ,  1984 ; DICKSON e t  coll., 1984) e t  les somato- 

médines (FURNALETTO et  D I  CARLO, 1984), e t  en f i n  à la calci tonine (NG e t  

coll., 1983). 

4.1.3. RECEPTEURS ET DEPENDANCE HORMONALE DE LA 

GLANDE MAMAIAIRE TUMORALE 
- -- - - 

Les hormones agissent de  façon spéci f ique pa r  l ' intermédiaire de pro-  

teines réceptr ices, cytoplasmiques pour  les stéroïdes e t  membranaires pour  

les hormones polypeptidiques. Dans les tumeurs mammaires, ces récepteurs 

peuvent  ê t re  conservés ou perdus au  cours  de la transformation néoplasique. 

Les récepteurs é tant  indispensables à l 'act ion hormonale, la d ispar i t ion  de 

ceux-ci  ind ique donc qu 'une tumeur a p e r d u  sa capacité de reconnaître 

l 'hormone e t  d 'ê t re  stimulée p a r  elle. La présence de récepteurs de la PRL 

dans les tumeurs mammaires de r a t  a été mise en évidence p a r  TURKINGTON 

(1974). De nombreuses études on t  p a r  la su i te  conf irmé ces observat ions 

(COSTLOW e t  Mc GUIRE, 1978). 1 1  semble que  l 'on puisse é tab l i r  u n  l ien 

en t re  la présence de récepteurs de la PRL e t  la dépendance de la tumeur 



vis-à-vis de  cet te hormone (COSTLOW e t  coll., 1974, 1976 ; DE SOMBRE e t  

coll., 1976). Le taux  de récepteurs p o u r r a i t  ind iquer  le degré  d e  capacité de 

réponse à la pro lact ine (KELLY e t  coll., 1974). 

Des si tes de l iaison de la PRL on t  été détectés dans les cancers du sein 

dans l'espèce humaine e t  nous avons montré dans le premier chap i t re  qu ' i l s  

avaient les caractér is t iques de récepteurs.  Les l iens en t re  la présence des 

récepteurs e t  la sensibi l i té à la PRL des cancers d u  sein ne  sont  pas con- 

nus.  Nous déterminerons, dans la première par t ie  de l 'exposé qui su i t ,  la 

p a r t  des cancers d u  sein humains qui possèdent des récepteurs de la PRL. 

Dans une seconde par t ie ,  nous chercherons à savoir  si, comme pour  les 

récepteurs a u x  hormones polypept id iques dans une s i tuat ion physiologique 

(chap i t re  I I ) ,  le  taux  de récepteurs est modulé pa r  les taux  de pro lact ine 

circulante. Dans une troisième par t ie ,  nous envisagerons les e f fe ts  cel lulaires 

de la pro lact ine après liaison a u  récepteur .  Nous présenterons en f in  une  

appl icat ion c l in ique possible immédiate liée à la présence des récepteurs  de la 

PRL dans les tumeur's. 

4.2. LES RECEPTEURS DE LA PRL DANS LES TUMEURS INDIVIDUELLES 

Nous avons mesuré les n iveaux de récepteurs pro lact in iques dans les 

cancers du sein humains. Le prélèvement est généralement ef fectué sous 

anesthésie générale, c 'est-à-dire dans des condit ions o ù  les taux  de PRL 

c i rculante sont  élevés. Une pa r t i e  des récepteurs peut  donc ê t r e  masquée 

p a r  I'hormone endogène. Dans le premier chapi t re,  nous avons mis en évi -  

dence la faible dissociabil i té de la PRL f ixée à son récepteur .  Lors  du do- 

sage, une pa r t i e  des récepteurs p o u r r a i t  res te r  occupée pa r  l 'hormone endo- 

gène e t  sera i t  donc indisponible pour  l 'hormone radioact ive ut i l isée pour  ce 

t i t rage.  Pour pal l ier  cet  inconvénient,  nous avons désaturé les récepteurs d e  

la PRL en u t i l i sant  le ch lorure  de magnésium (MgC12 3M). L'eff icacité de ce t  

agent,  qui ne  dénature pas le récepteur ,  a été mise en évidence dans le  

premier chapi t re.  

La publ icat ion no I I I  présente dans le détai l  les résul tats que nous 

avons obtenus. Nous avons dosé à la fois les récepteurs l ib res  de la PRL 

(sans trai tement pa r  MgCl* des préparat ions membranaires) e t  les récepteurs 

totaux de la P R 1  (après trai tement p a r  MgCI2 des préparat ions membranai- 

res)  dans 72 cancers du sein humains. Quarante neu f  pou r  cen t  des cancers 



du sein humains sont  posi t i fs  en récepteurs l ib res  d e  la PRL ; la l iaison 

spécif ique moyenne (exprimée en pourcentage de l iaison spéci f ique par  rap-  

p o r t  à la radioact iv i té  totale i n t rodu i te  dans le mil ieu d ' incubat ion e t  p o u r  

400 ~g de protéines membranaires) est de  1 ,95  %. Soixante e t  onze pour  cen t  

des tumeurs sont posit ives en récepteurs totaux de la PRL, la l iaison spéci- 

f ique moyenne est dans ce cas dg 3,17 %. L'augmentation des t a u x  de récep- 

teurs  de la PRL e t  du nombre de tumeurs posit ives en récepteurs de la PRL 

après trai tement p a r  MgCI2 est  s igni f icat ive e t  ce, d 'autant  p l u s  que les 

résul tats ne  t iennent  pas compte de la pe r te  de protéines entraînée p a r  

MgCI2, var iable selon les tumeurs, mais en moyenne de 30 %. L'ef fet  d e  

MgCI2 est mal connu : ou t re  la désaturat ion des récepteurs masqués p a r  

l'hormone endogène, il pour ra i t  aussi, p a r  exemple, i ndu i re  la r u p t u r e  d e  

vésicules d'endocytose rendant  accessible des récepteurs c ryp t iques.  

4.3. MODULATION D U  CONTENU EN RECEPTEURS DE LA PRL 

4.3.1. MODULATION IN V IVO 

Comme nous l 'avons rappelé, les récepteurs pro lact in iques dans la 

glande mammaire normale sont  régulés p a r  la PRL. A c o u r t  terme, la PRL 

régu le  négativement le taux  de ses récepteurs.  L'augmentation d e  PRL, due  

à l 'anesthésie el le-même e t  aux st ress préopératoires, pou r ra i t  donc i n d u i r e  

non  seulement une occupation des récepteurs mais aussi une augmentation d e  

sa dégradation. I I  es t  possible d'abaisser les concentrat ions de PRL c i r cu -  

lantes, y compris sous anesthésie, en u t i l i san t  une drogue dopaminergique. 

On peut  alors espérer  obteni r  une augmentation de la quant i té  d isponib le des 

récepteurs de la PRL en raison : 1) d ' u n  démasquage des récepteurs occupés 

p a r  la PRL, 2 )  d 'une  diminut ion de la régu la t ion  négative des récepteurs.  La 

publ icat ion suivante (publ icat ion no I V )  d é c r i t  l ' e f fe t  d 'une drogue dopami- 

nerg ique d 'u t i l i sa t ion  courante qui inh ibe la sécrét ion de pro lact ine : la  

bromocript ine. La bromocr ipt ine a été administrée à la dose de 2.5 mg p e r  

os, 2 fois p a r  jour  pendant  4 jours. Cet te drogue est  incapable de démas- 

quer  in v i v o  les récepteurs. Pour ten te r  d 'exp l iquer  cet te ineff icacité, 

p lus ieurs hypothèses peuvent  ê t r e  envisagées : 

1) La spécif ic i té 'des récepteurs s 'exerce vis-à-vis de l'ensemble des 

hormones lactogènes (chap i t re  II) : l 'act ion de la Gti  p o u r r a i t  en pa r t i e  

exp l iquer  l ' inef f icaci té de la bromocript ine. Les concentrat ions c i rculantes d e  

GH sont augmentées sous anesthésie (2.6 n g l m l )  par  rappor t  à la normale (1  
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n g l m l )  ; la bromocr ipt ine n'induit pas de d iminut ion de concentrat ion (2.8 

n g l m l ) .  La GH p o u r r a i t  donc seule régu le r  négativement les récepteurs.  

2) Le t ra i tement  p a r  la bromocr ipt ine p o u r r a i t  avo i r  été t r o p  long. La 

d iminut ion t r o p  prolongée de la PRL p o u r r a i t  i ndu i re  une d iminut ion des 

récepteurs de la PRL. Pour compléter l 'é tude présentée dans la publ icat ion 

no I V  e t  tester  cet te hypothèse, nous avons, à la place de la bromocr ipt ine,  

u t i l i sé  une drogue ant ipro lact in ique à e f fe t  p lus  rap ide e t  p lus  du rab le  : le 

CU 320 85, administ ré à la dose de 0.5 mg la vei l le de l ' in tervent ion.  Le 

n iveau de récepteurs de la PRL n'a pas été augmenté dans ces condit ions. 

Ces résul tats pour ra ien t  suggérer ,  comme cela a été montré pour  les récep- 

teu rs  de l ' insul ine dans les l ignées tumorales (MONTJOY e t  coll., 1983) o u  

pour  les récepteurs de la PRL dans les tumeurs NMU-induites (GANDILHON 

e t  coll., 1983), une résistance des récepteurs à une régulat ion négat ive dans 

les tumeurs. 

4.3.2. MODULATIOFJ I N  VITRO 

Nous avons u t i l i sé  deux l ignées de cellules épithéliales de cancer du 

sein en c u l t u r e  (MCF-7 e t  T47-D) (SHIU, 1979). pou r  étudier  les c inét iques 

e t  le l ieu de dégradation a ins i  que la régulat ion des récepteurs de la PRL. 

La cycloheximide inh ibe la synthèse proté ique au n iveau t raduct ionnel  : 

elle provoque rapidement une d iminut ion des récepteurs de la PRL dans la 

cel lule : la moitié des récepteurs d isparaî t  en 8 heures ( f i g .  4.3 e t  4.4). Le 

blocage de la t ranscr ip t ion  p a r  I1actinomycine-D ne modifie pas la concen-. 

t ra t ion  en récepteurs des cellules, même si  le contact a t te in t  24 heures. Ces 

résul tats ind iquent  que les ARN messagers q u i  codent pour  les récepteurs de 

la PRL dans la cel lule épithél iale de cancer du sein (DJIANE e t  col l . ,  1979b) 

sont  part icul ièrement stables, comme cela été démontré dans la g lande mam- 

maire normale. 

Le blocage pendant  24 heures du fonctionnement des lysosomes p a r  la 

chloroquine (100, 50, 25 UM) o u  le ch lo ru re  d'ammonium (10, 5 e t  1 mM) o u  

la méthylamine (20, 10 e t  5 mM) ne provoque pas d'augmentation s ign i f i ca t ive  

des concentrat ions de récepteurs l ib res  de la PRL dans les cellules 

MCF-7 ou T47-D en cu l tu re ,  à la d i f férence de ce qui est  observé dans la 

glande mammaire normale (DJ IANE e t  coll. , 1980). Cette absence d 'e f fe t  des 

agents lysosomotropes a été décr i te  dans les cellules de tumeurs mammaires 

DMBA indui tes (COSTLOW e t  HAMPLE, 1980) e t  dans les cancers mammaires 



NMU- et  DMBA-induits en culture d'explants (GANDILHON et coll., 198313). . 
Le mécanisme de dégradation des récepteurs de la PRL dans les tumeurs 

mammaires est donc différent du mécanisme décrit dans la glande mammaire 

normale. Cette différence pourrait ê t re  une caractéristique du tissu cancé- 

reux. D'autres différences dans la régulation in vitro du récepteur semblent 

exister,  puisque des concentrations de oPRL variant de 100 nglml jusqu'h 

100 ~ g l r n l  n'induisent pas de régulation négative des récepteurs. Ces résul- 

ta ts  méritent d'être confirmés en utilisant une hormone lactogène d'origine 

humaine car la oPRL pourrait se lier aux récepteurs sans que les étapes 

ultérieures d'internalisation aient lieu ; ceci a été décrit pour les anticorps 

anti-récepteurs de la PRL (DJIANE et coll., 1981b). L'hormone placentaire 

lactogène qui est  disponible en quantité suffisante, devrait nous permettre 

de mener h bien cette étude. Ces résultats préliminaires sont néanmoins h 

rapprocher de ceux que nous avons obtenu in vivo, et  la résistance des 

récepteurs à une régulation négative par l'hormone homologue pourrait 6tre 

une caractéristique des cellules tumorales. 

4.4. EFFETS CELLULAIRES DE LA PRL APRES LIAISON A U X  RECEPTEURS 

La présence de récepteurs de la prolactine dans les cancers du sein ne 

signifie pas forcément que la cellule épithéliomateuse est  encore sous le 

contrôle de la PRL. Au cours de la transformation néoplasique, les événe- 

ments biochimiques au-delà de la liaison de l'hormone A son récepteur peu- 

vent avoir été modifiés. La PRL, après liaison B son récepteur, stimule la 

multiplication' et la différenciation des cellules épithéliales dans la glande 

mammaire normale. Dans ce chapitre, nous présentons les résultats d'expéri- 

mentations visant B déterminer s i ,  dans les cancers du sein, la PRL est  aussi 

capable, par l'intermédiaire de son récepteur, d'induire des effets cellu- 

laires. 

4 . 4 . 1 .  STIMULATION PAR LA PRL DE LA SYNTHESE DE D N A  

tdous avons recherché les relations entre la presence de récepteurs et  la 

stimulation de la synthèse de D N A  par la PRL (article V I .  Des explants de 

cancers du sein sont cultivés en présence d'insuline, de cortisol e t  de doses 

croissantes de PRL. La prolactine stimule la synthèse de D N A  dans 1 6  % des 

cas. L'effet maximum est obtenu à des concentrations de 50 h 200 nglml, qui 

peuvent ê tre  considérées comme physiologiques. Au-delà de ces concentra- 



t ions, on  observe une  i nh ib i t i on  de la synthèse de  DNA. La présence de  

récepteurs  es t  nécessaire mais non suff isante p o u r  ob ten i r  une  st imulat ion 

p a r  la PRL. 

4.4.2. STIMULATION PAR L A  PRL DE LA SYNTHESE D'ALPHA- 

LACTALBUMINE 
- - 

L'alpha-lactalbumine es t  p rodu i te  p a r  la ce l lu le épithél iale mammaire 

normale sous st imulat ion pro lac t in ique (chap i t re  3.1 ) .  C'est la p ro té ine  

pr inc ipa le  du la i t  humain. Nous avons évalué le t aux  de ce t te  proté ine dans 

le sérum pré levé a u  moment de  l 'opérat ion chez les femmes at te intes d'un 

cancer d u  sein, c 'est-à-dire dans des condi t ions où les n iveaux de pro lact ine 

c i rcu lan te  sont  élevés (a r t i c le  V I ) .  L'alpha-lactalbumine es t  détectable dans 

27 % des sérums de patientes. II n ' y  a pas de re lat ion e n t r e  la présence d e  

récepteurs dans les tumeurs e t  celle d'alpha-lactalbumine dans les sérums. 

Ceci p o u r r a i t  ê t re  dû, en pa r t i e ,  aux  d i f f i cu l tés  de  détect ion de l 'a lpha- 

lactalbumine sér ique liées à la sensib i l i té  des dosages e t  à d'éventuel les 

in ter férences sériques. Pour ce t te  raison, la détect ion in t ra- tumorale de ce t te  

proté ine sera i t  p lus  appropr iée : nous mettons en oeuvre  actuellement la 

mesure de l 'alpha-lactalbumine dans les tumeurs p a r  dosage radioimmunolo- 

g ique  e t  p a r  immunocytochimie. I I  reste que  l 'alpha-lactalbumine sér ique es t  

détectable dans 18 % (251136) des sérums, en l 'absence de récepteurs de  la 

PRL dans la tumeur : ceci suggère  que  la p roduct ion  de ce t te  proté ine n e  

sera i t  p l u s  sous contrô le pro lact in ique,  contra i rement  à ce qui se p r o d u i t  

dans la g lande mammaire normale. 

4.4.3. CORRELATIONS ENTRE RECEPTEURS DE LA  PRL E T  RECEP- 

TEURS DES 1-IORklONES STEROIDES 

Les récepteurs de la PRL e t  l e s .  récepteurs des hormones stéroides o n t  

été dosés simultanément dans les cancers d u  sein (pub l ica t ion  V I I ) .  Une 

corré lat ion s ign i f i ca t ive  a été t rouvée  e n t r e  les récepteurs  stéroidiens e t  les 

récepteurs l ib res  de  la PRL. Nous avons conf irmé ces résu l ta ts  s u r  une sér ie  

p lus  importante, depuis ce t te  étude. Récemment MURPHY e t  coll. (1984, 

1 9 8 4 ~ )  o n t  re t rouvé  cet te cor ré la t ion  s u r  une  série de  31 biopsies de cancers 

d u  sein e t  s u r  14 l ignées de cel lules épithéliomateuses en cu l tu re .  Les récep- 

t eu rs  de la PRL pour ra ien t  donc êt re,  comme les récepteurs  de l 'oestradiol, 

des marqueurs  de la d i f férenciat ion cel lulaire. La cor ré la t ion  posi t ive si-  

gn i f i ca t ive  en t re  les concentrat ions des récepteurs de l 'oestradiol  e t  des 



récepteurs de la PRL suggère que les expressions des gènes de ces pro- 

téines sont couplées. Une première interprétation es t  que la présence de 

récepteurs de la PRL soit un préalable à celle des récepteurs de l'oestradiol 

dans la glande mammaire. 11 a été décrit que la PRL augmentait les concen- 

trations de récepteurs de l'oestradiol dans les tumeurs DMBA-induites, in 

vivo (VIGNON et coll., 1976 ; ARAFAH et coll., 1980) comme in vitro 

(LEUNG, 1975). De plus, dans une lignée de cellules épithéliales de cancer 

du sein humain (SHAFIE et BROOKS, 1977) et dans la glande mammaire 

normale de souris (hIULDOON et coll., 1981), la PRL provoque à court terme 

la conversion des récepteurs cytoplasmiques de l'oestradiol de forme inactive 

en forme active et élève les niveaux de récepteurs nucléaires de l'oestradiol. 

Nous avons pour notre part observé une augmentation des concentrations e n  

récepteurs de l'oestradiol chez les femmes non ménopausées après traitement 

par  la bromocriptine (publication IV),  qui pourrait ê t r e  due à une diminution 

de  la translocation nucléaire des récepteurs de l'oestradiol. Le récepteur d e  

l'oestradiol pourrait donc être  un marqueur de l'action de la PRL dans la 

cellule épithéliale. . 
La seconde possibilité, qui ne doit pas être 6liminée est  que les oestro- 

gènes aient un effet direct ou indirect s u r  l'expression des récepteurs de la 

prolactine comme cela a dté rapporté dans le tissu hépatique des rongeurs 

(POSNER, 1976). 

4.5. POSSIBLE APPLICATION PRATIUUE : CIBLAGE DES CELLULES CON- 

TENANT DES RECEPTEURS DE LA PRL PAR DES AGENTS ANTIIVITO- 

TIQUES 

La présence de récepteurs de la PRL dans au moins 50 8 de cancers d u  

sein peut ê tre  d'un grand intérêt si on cherche Zi améliorer la spécificité 

d'action de drogues anticancéreuses. Quelle que soit l'activité du récepteur, 

il est  possible de l'utiliser pour permettre la reconnaissance d'une drogue 

par  la cellule cancéreuse . Nous avons préparé des complexes PRL-dérivés 

du platine, car certains dérivés du platine sont des agents antitumoraux t r è s  

utilisés. L'un de ces complexes a gardé sa  capacité de liaison aux récepteurs 

de la PRL. Les détails de la préparation de ce complexe figurent dans l'ar- 

ticle VIII. Le composé est obtenu en incubant, à 3 7 O  C (en tampon phos- 

phate),  la PRL avec un dérivé du platine : le cisplatine. Le dérivé hydro- 

lysé du platine a une grande affinité pour les protéines. 



L'interaction entre  le cisplatine et la PRL donne un complexe stable qu'il 

est  possible de séparer par chromatographie liquide haute performance. La 

PRL n'est pas dénaturée et le complexe PRL-cisplatine se  lie aux récepteurs 

de la PRL avec la même affinité que la PRL seule. L'efficacité d'un tel com- 

plexe su r  l'induction d'une régression tumorale est à l'étude. 

4 . 6 .  DISCUSSION - CONCLUSION 

Nous avons cherché B savoir si le récepteur de la PRL était capable, 

outre d'assurer sa fonction de reconnaissance spécifique de l'hormone lacto- 

gène, de moduler l'activité hormonale et de transmettre l'information hor- 

monale aux effecteurs cellulaires. Le récepteur prolactinique , dans plus de  

50 % des cancers du sein,. est capable de reconnaître spécifiquement les hor- 

mones lactogènes . Ses deux autres fonctions spécifiques sont perdues, au 

moins en partie, au cours du processus néoplasique. In vivo comme in vitro, 

la concentration en récepteurs ne semble plus être modifiée par  la PRL. La 

production d'alpha-lactalbumine n'est plus sous contrôle prolactinique. In 

vitro, la liaison de l'hormone aux récepteurs ne conduit pas toujours à la 

stimulation de la synthèse d'ADN, suggérant que la formation du complexe ne 

produit pas,  dans tous les cas ,  les événements intra-cellulaires au-delà de 

l'étape de .liaison. Les défauts de fonctionnement, soit du récepteur luimême, 

soit des étapes post-récepteur que nous observons dans la cellule néopla- 

sique, ont été décrits dans d'autres situations pathologiques. Dans tous les 

cas, c'est l'effet hormonal qui est  diminué ou supprimé. Ainsi les anomalies 

de la sensibilité tissulaire B l'insuline sont bien connues (DEWAILLY et coll., 

1980). L'insulino-résistance peut ê tre  en rapport avec une anomalie génétique 

qui provoque une faible expression du récepteur ou un défaut des étapes 

post-récepteur. L'insulino-résistance dans l'obésité et  le diabète gras trouve 

une origine dans un. hyperinsulinisme qui provoque une diminution du nombre 

de récepteurs. Des cas de résistance périphérique aux androgènes (pseudo- 

hermaphrodisme) ont aussi été décrits (DEWAILLY et coll., 1981) : le déficit 



peut  siéger aux  d i f fé rentes  étapes de l 'act ion des androgènes : au  niveau d e  
, 

la l iaison hormone-récepteur cytosol ique, au n iveau des interact ions du 

complexe hormone-récepteur avec la chromatine du DNA ( test icu le fémini- 

sant ) ,  au  n iveau de l 'act iv i té  5 alpha-réductase. E n f i n  diverses formes d e  

résistance à l 'hormone para- thyro id ienne (PTH)  o n t  été décri tes : elles sont  

dues là aussi à u n  défaut  du récepteur  ou  des étapes post-récepteur (VER- 

HOEVEN , 1979).  

L'ensemble de no t re  t rava i l  est sous tendu  p a r  des préoccupations c l i -  

niques e t  thérapeutiques. La mise en oeuvre de trai tements hormonaux des 

tumeurs nécessite une bonne connaissance d u  contrô le hormonal des cancers 

du sein. Ces dernières années, l 'a t tent ion a su r tou t  été por tée s u r  I ' iden- 

t i f icat ion e t  la quant i f icat ion des récepteurs stéroidiens dans les cancers du 

sein e t  s u r  la déterminat ion des relat ions en t re  le t a u x  de ces récepteurs e t  

I'hormonodépendance des tumeurs. Les études de re la t ion  en t re  les taux d e  

récepteurs stéroidiens e t  la réponse à une hormonothérapie montrent  qu ' i l  es t  

d i f f ic i le  de p réd i re  avec précis ion I'hormonodépendance des tumeurs indivi- 

duelles (BONNETERRE e t  coll. , 1983) .  Le contrôle des cellules épithéliales du 

cancer du sein met vraisemblablement en jeu des associations, séquences e t  

synergies hormonales (chap i t re  4.1. ) .  L 'ef fet  st imulant de la pro lact ine s u r  

la synthèse d 'ADN, la corré lat ion ent re  récepteurs stéroidiens e t  récepteurs 

pro lact in iques ainsi  que les modulations de taux de récepteurs stéroidiens 

i ndu i t s  p a r  trai tement avec un antiprolact inique, mont rent  que la PRL es t  

impliquée dans ce contrôle. L'al térat ion ou la d ispar i t ion  des récepteurs de la 

PRL dans la cellule cancéreuse modif ierai t  I 'hormonosensibi l i té tumorale. Le 

dosage simultané des récepteurs stéroidiens e t  de ceux de la pro lact ine 

dev ra i t  permet t re  d'améliorer la préd ic t ion  d'hormonosensibi l i té des tumeurs. 
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Summary 

Total and free prolactin receptors were assayed in 72 human breast tumor biopsies. Forty-nine percent 
of the tumors are positive (specific binding greater than 0.8% of total radioactivity) when assaying free 
receptors, whle 71% are positive when total receptors levels are determined. No clear relationship 
exists between the prolactin receptor positivity and the presence of either progesterone or estradiol re- 
ceptors. Measurement of total prolactin receptors could be an important and independent criterion of 
the hormonal sensitivity of the tumors. 

Introduction 

The involvement of prolactin is now well esta- 
blished in the induction and promotion of many 
experimental mammary tumors (1-5). However, 
the role of prolactin in the development of hu- 
man breast cancer is less well established (67) .  

The first step of the action of prolactin is its 
binding to ce11 surface receptors. It is therefore 
evident that the quantification of the level of 
available receptors for prolactin would allow the 
identification of those tumors which might res- 
pond to endocrine manipulations involving pro- 
lactin. 

The first studies on prolactin receptors in hu- 
man breast cancer have been published only in 
the last several years (8-11) and have presented 
differing results. None of these studies took into 
account the possibility that prolactin receptors 

might be occupied by endogenous prolactin and 
thus remain undetected by the convenrional as- 
say technique, and only a few established corre- 
lations with the levels of estradiol and progeste- 
rone receptors. 

In the present report the levels of free and to- 
tal prolactin receptors in 72 tumors have been 
determined and correlated with the concentra- 
tion of estradiol and progesterone receptors. 

Materials and methods 

Collection of tumors 

Tumor specimens, only adenocarcinomas, were 
obtained primarily from the Centre Oscar Lam- 
bret (Centre Anticancéreux de Lille). At the 
time of collection, fat was removed and samples 

Address for reprinfs: Dr. J.P. Peyrat, Laboratoire d'Endocrinologie Expérimentale. Centre de Anticancéreux de Lille (Centre 
Oscar Lambret), BP 307, 59020 Lille Cédex, France. 
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were divided in two pieces: one was submitted 
for histologie studies and the other was frozen. 

Tissue processing 

The frozen tissues were weighed and then pulve- 
rized with a Thermovac tissue pulverizer (Ther- 
movac Industries Corp., N.Y .). The tissues were 
homogenized in Tris 0.02 M, EDTA 3 mM, di- 
thiothreitol ImM, azide 0.01%, pH 7.8 buffer. 

The homogenate was centrifuged at 800 g for 
10 minutes and the supernatant ultracentrifuged 
at 105 000 g for 60 minutes. The supernatant 
(cytosol) was carefully removed with a syringe in 
order to avoid the floating lipid layer. The pellet 
(microsomal fraction) was resuspended in 25 
mM Tris HCI, 10 mM MgCh buffer pH 7.6. h- 
ter, the protein concentration was determined by 
the method of Lowry (12), applied either direct- 
ly in the cytosol or after extraction from the 
membrane (with NaOH IN) in the microsomal 
fraction. 

Hormones 

Labeling of hGH (NIH HS 2160 E, 2 IU/mg) 
and hPRL (NPA batch 5 AFP 1582C) was car- 
ried out with NalZ5I using low concentrations of 
chloramine T (13-14). The binding capacity of 
these hormones was assayed in a fraction en- 
nched with human tumor membranes; hGH was 
found to have a higher binding capacity and was 
therefore used as the marker in the assays. The 
specific activity was approximately 75 Ci/g as 
determined directly or by the self-displacement 
method (15). Between 70 and 80% of the iodi- 
nated GH added could be specifically bound to 
prolactin receptors in receptor-enriched mem- 
branes (e.g., mammary glands from lactating 
rabbits pretreated with CB 154: Sandoz, Basle, 
Switzerland) (16). Ovine PRL (NIH-P-S13, 30 
IUlmg) was used to displace labeled hGH. [3H] 
-176 estradiol (specific activity 135 Cilmmol) and 
L3H] R5020 were purchased from N.E.N. (Bos- 
ton, Mass). Non-radioactive diethylstiibestrol 
and cortisol were purchased from Steraloids, 
Inc. (Pawling, N.J.). 

Assay of prolactin receptors (PRL R) 

Free receptors. The assay was performed accor- 
ding to Shiu et al. (17). Four hundred micro- 
grams of membrane proteins were incubated 
with approximately 100 000 cpm of iodinated 
GH in the presence or absence of a 1000-fold 
excess of unlabeled oPRL (1 microgram). The 
final incubation volume was adjusted to 0.5 ml 
with Tris MgCl2 buffer (pH 7.6) containing 
0.1 % bovine serum albumin. 

Total receptors. Since prolactin does not appear 
to dissociate from its receptors during membrane 
preparation, desaturation of occupied receptors 
was performed before the assay af prolactin 
sites. To accomplish this, crude membrane pro- 
teins normally used in the assay were preincuba- 
ted with 0.5 ml 3 M MgCl2 for 5 minutes, and 4 
ml of cold Tris-HC1 buffer (pH 7.6) containing 
0.1%. BSA were then added to each tube. Follo- 
wing centrifugation at 2200 g, the pellets were 
resuspended in Tris HCI buffer and binding of 
the labeled hormone was assayed as described 
above. 

Specific binding was calculated as the differ- 
ence between the cpm bound in the absence and 
the presence of the excess unlabeled hormone 
and expressed as the percentage of the total 
radioactivity added to the tube. 

Assay of estradiol receptors (ER) and progester- 
one receptors (PgR) 

ER was determined by the DCC method (18). 
Scatchard analysis of binding data was perfor- 
med in order to quantitate the number of free 
binding sites per milligram of cytosol protein. 
Nonspecific binding was estimated from incuba- 
tions with an excess of unlabeled DES, which 
avoids interference by TeBG. PgR was also as- 
sayed by the DCC method (19) using tritiated 
and non-radioactive R5020. 
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The specific binding of 1251 labeled hGH to plas- 
tic tubes, i.e. to 'non-physiological' binding sites, 
is estimated by measuring the apparent displace- 
ment of '251 hGH by 1 microgram of unlabeled 
oPRL in the absence of tumor membranes. Its 
maximal value is 0.8% of the total counts ad- 
ded. Therefore, tumors whose specific binding is 
greater than 0.8% are considered positive (PRL 
R+). Total binding averages between 5% and 
13% whereas nonspecific binding ranges be- 
tween 5% and 9% of the total counts added. 

Forty-nine percent of the tumors (35172) are 
positive (PRL R+) when free receptors are mea- 
sured, while 71% (51/72) are positive in terms of 
total receptors (Fig. 1). Of the positive tumors. 
the average specific binding value is 3.17 + 0.27, 
which is significantly ( p  < 0.01) greater than 
free rece~tor levels: 1.95 -+ 0.15. Treatment 
with 3 M MgCl2 leads to an approximate 30% 
loss of tumor membrane proteins, as has been 
reported for mammary and liver tissue (14). In 
spite of this, this treatment leads to an increase 
in prolactin binding in 80% of the samples. Spe- . 
cifically, 16 tumors which have non-detectable 

C 

PRL RECEPTORS ( % s ~ i f  ic binding) 

Fig. 1. Distribution of 72 human breast tumors as a function 
of their prolactin receptor (PRL R) levels (in percentage of 
total counts per 400 micrograms of membrane proteins). For 
free receptors, specific binding for 35 PRL R positive tumors 
is 1.95% + 0.15% (SEM). For total receptors. specific bin- 
ding for 51 PRL R positive tumors is 3.17% I 0.27% 
(SEM). 

R E E  
T 

TOTAL 
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 FI^. 2. Prolactin receptor levels in 16 human mammary tu- 
mors in which specific binding is detectable only after MgCl2 
treatment of the receptors (total receptors). 

levels of free receptors become positive when 
the total receptors are determined (Fig. 2). Of 
the 72 tumors examined only five are metastasi- 
zed; three are PRL R+ and two PRL R- with 
respect to either total or free receptor levels. 
One local recurrence is PRL R- with respect to 
either total or free receptor levels. 

When the absolute levels of estrogen, proges- 
terone and prolactin receptors are compared, 
nonsignificant correlation is obtained. Taking 
only the tumors that contain both ER and PRL 
R, there is still no correlation between the 
amount of PRL bound and the amount of estro- 
gen bound; also there is no relation between 
PgR and PRL R if al1 the PgR+/PRL R+ tumors 
are examined. 

The relationship between the presence of PRL 
R, ER and PgR in tumors is shown in Table 1. 
The tumors whose specific binding is greater than 
3 fmoleslmg protein for ER and25 fmoleslmgprotein 
for PgR are considered positive (ER+ 
and PgR+). No significant relationship (x2 test) 
exists between the presence of free or total pro- 
lactin receptors and the presence of steroid re- 
ceptors. 
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Table 1. Relationship between free or total PRL R and ER 
andior PgR in human breast cancers. 

(No. of cancers) Free PRL R+ Total PRL R+ 

ER+ 
ER- 
PgR+ 
PgR- 
ER+PgR+ 
ER+PgR- 
ER-PgR+ 
ER-PgR- 

After the desaturation process, there is quite 
the same percentage of tumors that become 
PRL R+ in al1 the subdivisions of steroïd recep- 
tor. (The difference observed for the ER- PgR+ 
subdivision is not significant as the number of 
observations is too small.) It should be noted 
that 8 of the tumors which are ER- P g R  are 
PRL R+. 

The present study supports the findings of others 
(&Il), who have reported that some human 
breast tumors contain low but measurable levels 
of free prolactin receptors. Since the biopsies 
are removed under conditions which might lead 
to an increase in the circulating levels of prolac- 
tin, a portion of the prolactin binding sites could 
be occupied. The utilization of 3 M MgClt to 
dissociate endogenously bound prolactin, thus 
allowing the measurement of total prolactin re- 
ceptors, has in fact allowed a greater number of 
tumors to be considered PRL R+, while increa- 
sing the average level of prolactin binding in the 
PRL R+ tumors from 1.95 to 3.17%. 

Although the explanation for the low level of 
prolactin binding in human breast cancer is un- 
clear, it should be pointed out that similar levels 
of prolactin binding in rat testicular tissue (1 to 
2%) have been reported (20, 21) and for this tis- 
sue a specific stimulatory effect of PRL on the 
level of testicular Leydig cell LH receptors has 
been established (22). Therefore the low level of 

receptors in human breast cancer biopsies does 
not nile out an important role of prolactin in the 
development of the tumor. 

We failed to find any correlation between pro- 
lactin and steroïd receptor levels, as was also re- 
ported by Holdaway et al. (8). Furtherrnore, the 
presence of total PRL R is not significantly asso- 
ciated with the presence of ER or PgR. 

Improvement in the detection of prolactin re- 
ceptors by their desaturation may subsequently 
support the importance of prolactin as a growth 
factor in these tumors. We are now establishing 
clinical correlations between the presence of to- 
tal PRL R and response to endocrine therapy, 
with the aim to verify the value of these recep- 
tor measurements in predicting tumor respon- 
siveness. 
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Effect of Bromocriptin Trea tmen t on Prolactin 
and Steroid Receptor Levels in Human Breast 
Cancer 
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Abstract- We have investigated the,efject oj bromocriptin, a prolactin- lowering 
drug, on prolactin, estradiol and progesterone receptors in breast cancers. Doses of 
2.5 mg per os oj bromocriptin were given twice daily for 4 days bejore surgery. The 
ejjiciency of the treatment was evaluated by assaying the plasma prolactin level. 
The results obtained for the treated population (n=30) was compared to those 
obtainedfor an untreated one ( n  = 120) during the same period. Bromocriptindoes 
not increase the available prolactin receptors in breast cancer specimens. 
Unmasking in viuo receptors with MgCl, 3 M leads in both cases to an increase in 
prolactin receptors. The  number oj positive estradiol receptor tumors was increased 
after bromocriptin treatment. Neither the rate of positivity nor the level of 
progesterone receptors is changed by the treatment. Thisstudy demonstrates clearly 
the inejficiency of bromocriptin in unmasking in vivo prolactin receptors in breast 
cancer. 

ïNTRODUCTION 
PROLACTIN (PRL) is an important hormone 
controlling the growth of the normal mammary 
gland and the synthesis activity of the normal 
mammary ce11 [ l ,  21. These actions are mediated 
by specific membrane receptors [3,4]. 

PRL is involved in induction and promotion of 
experimental mammary cancers [5,6]. Prolactin 
receptors (PRL R) have been detected and 
characterized in 7,12-dimethylbenz(a)an thracene 
(DMBA)- and nitrosomethylurea (NMU)-induced 
mammary tumors in rats [7,8]. 

The role of PRL in human breast cancer has not 
yet been established [9]. Results are controversial 
but there are several lines of evidence suggesting 
that prolactin may play a role in induction and/or 
promotion of breast cancer. We and others have 
demonstrated that PRL binding is detectable in 
50% of the tumors [IO-191. These binding sites 
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have al1 the characteristics of receptors [20]. 
Nevertheless the levels of prolactin receptors in 
breast cancer are low and difficult to detect. We 
previously postulated that, since specimens are 
obtained in surgery, the rise in prolactin plasma 
levels dunng general anesthesia [21,22] may lead 
to the blocking of available receptor sites. For this 
reason, in a previous work [15] we treated the 
breast cancer ce11 membranes with 3 M MgCl, in 
vitro to desaturate the receptors: the percentage of 
PRL R-positive tumors and the levels of PRL R 
were both increased when compared to the 
conventional PRL R assay. 

In the present work we titrated the amount of 
prolactin receptors, avoiding their occupancy by 
endogenous prolactin in vivo. This was achieved 
by using bromocriptin, a compound which is 
known to depress prolactin secretion. 

MATERIALS AND METHODS 
Patients and treatment 

Al1 the women taking part in this study were 
seen at the Centre Oscar Lambret (an anticancer 
center in the north of France). T-umor specimens 
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were obtained from women undergoing surgery 
for primary breast cancer (adenocarcinomas 
>2cm) with no evidence of metastatic or 
inflammatory disease. Between January 1983 and 
September 1983 30/150 were randomly selected for 
treatment by bromocriptin (CB 154, Parlodel, 
Sandoz). There is no  difference between the 
histological characteristics of the treated group 
and controls as regards tumor type (Table l),  
cellular density, differentiation and histological 
grading. 

Doses of 2.5 mg of bromocriptin were given per 
os twice daily for 4 days before surgery. The last 
dose was administered immediately before surgery. 
The efficiency of the treatment was evaluated by 
assaying the plasma PRL level (Cl0 nglml). Ten 
milliliters of peripheral blood were collected in 
dry tubes during anesthesia. Hormone levels were 
measured using a commercial kit: PRL (Abbott). 

Collection of tumors and tissue processing 
At the time of surgery fat was removed and the 

samples were divided into three pieces: one was 
submitted for histologic studies and the others 
were frozen until receptor determinations were 
carried out. 

The frozen tissues were weighed and then 
pulverized (Spex freezer/Mill, Bioblock, France). 
The tissue was homogenized in Tris 0.02 M, 
EDTA 3 mM, dithiothreitol 1 mM, azide 0.01%, 
pH 7.6 buffer. The homogenate was centrifuged 
at 800g for lOmin and the supernatant 
ultracentrifuged at 105,000 g for 60 min. The 
superna tant (cy tosol) was carefully removed wi th 
a syringe in order to avoid the floating lipid layer. 
The pellet (microsomal fraction) was resuspended 
in 25 mM Tris-HC1,lO mM MgCl,, pH 7.6 buffer. 
The protein concentration was determined by the 
method of Lowry et al. [23] either directly in the 
cytosol or after extraction from the membrane 
with NaOH 1 M in the microsomal fraction. 

Hormones 
Labeling of hPRL (NPA batch 5 AFP 1582 C) 

was carried out with Na['251] using a low 
concentration of chloramin T [24,25]. ['251]hPRL 
was then purified on rabbit mammary gland 
membrane receptors as described elsewhere [20]. 
The specific activity was 75 pCi/pg. Ovine PRL 

(NIH-P-S-15 SO.I>'IU/mg) was used to displace 
labeled hPRL. [3H]17/3-Estradiol (135 Ci/mmol) 

, 

and ['Hlpromegestone (R,,,,) were purchased 
from New England Nuclear (Boston, MA). Non- 
radioactive steroids were purchased from 
Steraloids (Pawling, N J). 

Assay of PRL R 
Four hundred micrograms of membrane 

proteins were incubated with approximately 
200,000 counts/min of iodinated hPRL in the 
presence or absence of a 1000-fold excess of 
unlabeled oPRL (1 pg) as described elsewhere 
[15,17]. The final incubation volume was 
adjusted to 0.5ml with Tris-MgCl, buffer 
(pH 7.6) containing 0.1 9% bovine serum albumin 
(free PRL R). Since PRL does not appear to 
dissociate from its receptors during membrane 
preparation, when i t  was possible de sa tu ratio^ 
of occupied receptors with MgCl, 3 M wa: 
performed before the assay of PRL sites [15] (total 
PRL R). 

Assay of estradiol receptors (ER) and progesterone 
receptors (PgR) 

Steroid receptors were determined by the DCC 
method [26]. The ER content of the diluted 
cytosol was determined by incubation of 100 pl 
cytosol (in duplicate) with 50 pl of four doses (10, 
5, 1 and 0.5 mM) of ['H]2,4,6,7-estradio1 with and 
without a 100-fold excess of diethylstilbestrol 
(DES). PR was assayed with four doses (10, 5, 1 
and 0.5 mM) of [3H]R,o,o with and without a 100- 
fold excess of non-labeled R,,,,. 

The radioactive ligands and cytosol were 
incubated at 4OC for 16 hr. A 500-pl suspension of 
dextran-coated charcoal (DCC) (2,5 mg Norit A- 
activated charcoal, 250 pg dexuari in l ml Tris 
buffer, pH 8.0,4OC) was added ro each tube. Tubes 
were then shaken for 45 min at 0-4°C and then 
sedimented by centrifugation at 4OC for 20 min at 
3000 revlmin. The DCC-treated supernatant was 
combined with 3 ml of Beckman Ready-Solv 
scintillator and counted in a Beckman Mode1 LS 
6800 liquid scintillation counter. The ER and PR 
data were analyzed by the method of Scatchard to 
determine the dissociation constants ( K d )  and 
concentrations of ER and PR in each tumor 
specimen, expressed -as fmol of receptorlmg 

Table 1 .  Histological characteristics o f  the two Pobulatzons 

Without ueatmeni Bromocriptin treaiment 
(n = 120) (n = 30) 

Invasive duclal carcinomas 87 (72.5%) 24 (80%) 
Invasive lobular carcinomas 14 (11.7%) 2 (6.6%) 
Invasive comedora~inomas 9 (7.5%) 2 (6.6%) 
Ohers 10 (8.3%) 2 (6.6%) 
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cytosol protein. The control of ER and PR assays 
was performed by the EORTC Receptor Group 
quality conuol system. 

Statistical analysis 
The distributions were normal except for ER+ 

and PgR+ (log normal). The comparison between 
the two percentages was carried out using the x2 
method with the Yates correction for small 
samples and the comparison between the means 
using Student's method. 

RESULTS 
P R L  levels 

Six patients supposed to have received 
bromocriptin treatment were excluded from the 
study since their levels of PRL were very high 
(115, 47, 160, 80, 39 and 20 nglml). The PRL 
mean plasma level was 2.45 f 0.39 S.E.M. ( n  = 30) 
(Fig. 1 ). 

P R L  R levels 
Figure 1 presents the results obtained for PRL 

R in breast cancers after bromocriptin ueatment 
compared with those of the untreated population. 
There is no significant difference between the two 
populations. 

There were 49% of free PRL R-positive tumors 
in the untreated population and 52% in the 
treated one. In both cases MgCl, treatment led to 
an increase in PRL R-positive tumors (80% in the 
untreated population and 71% in the treated one) 
and in PRL R levels. Surprisingly there is a 
slight but not statistically significant decrease in 
PRL R levels after bromocriptin treatment. 

ER and PgR levels 
Figures 2 and 3 show the effect of bromocriptin 

treatment on steroid receptors in breast cancers. 

Fig. 1 Left panel. P R L  mean leuel (f S.E.hI.) at the tirne of 
mastectomy in patients untreated ( n  = 120) or i treated 
( n  = 30) by bromocriptin. Right panek Free ( F )  PRL R and 
total ( T )  P R L  R mean levek (f S.E.M.) in positive P R L  R 
breast cancer of patients untreated or i treated by 

bromocriptin. 

The ER and PgR were considered positive when 
greater than 10 and 25 fmol/mg cytosolic protein 
respectively. The number of ER-positive tumors 
(Fig. 2) was significantly increased after treatment 
with bromocriptin in premenopausal women; 
there was a slight but not statistically significant 
increase in ER+ mean levels. Neither the 
positivity nor the mean level of PgR was changed 
by the treatment (Fig. 3). There was no modifica- 
tion of the statistical significance of the results if 
we analyzed ER and PR when PRL R were 
present. 

DISCUSSION 
The present study shows that bromocriptin 

does not increase the available prolactin receptors 

Fig. 2. Left panek percenlage of ER-pos~tive tumors /rom 
patients treated or 0 not treated by bromocnptin. 1 :  P = 0.04 
( x2 ) ;  2: P=0.10 ( x 2  with Yates correction). Right panek mean 
leuels of ER  (f S.E.M.) in positrzn tumors. hl: menopausal 
pattents (untreated, n = 77; treated, n= 21); PM: pre- 

menopawal patients (untreated, n = 33; treated, n = 9).  

Fig. 3. Lefi panek percentage of PR-positiz~e tumors jron~ 
patients treated or O not treated by bromocrtptin. Righi 
panel: mean lez,el.s of PgR (2  S.E.Af.) in positiiie tumors. .lI: 
menopausal patients (untreated, n =  77; ireated, n=21);  P.\I: 

premenopausal patients (untreated, n = 33; treated. n = 9).  
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in breast cancer specimens. High levels of PRL 
are able to induce a short-term reduction 
(occupancy) and down-regulation of its own 
receptors, in normal mammary glands, both in 
vivo [27] and in vitro [2,28]. It has previously been 
shown that prolactin can also induce a down- 
regulation of its receptor levels in cultured cells 
from DMBA-induced tumors in rats [BI. In 

' contrast, in NMU-induced mammary tumor 
explants down-regulation occurs only at non- 
physiological levels of PRL (20 pg/ml) [30] and 
markedly supra-physiological concentrations of 
insulin are required to down-regulate insulin 
receptors in tumor ceIl lines compared with 
normal cells [31]. This suggests a tumor- 
associated resistance to receptor down-regulation: 
if the rise in prolactin plasma levels during 
anesthesia does not induce a down-regulation in 
PRL R, then attempting to inhibit this reduction 
with anti-PRL drug is not useful. 

Even after bromocriptin treatment MgCl, 3 M 
led to an increase in PRL R-positive tumors and 
in PRL R levels. This suggests that the 
unmasking of PRL R by MgCl, in breast cancer 
[15] could be explained more by its action on 
cryptic receptors [82] than by the removing of 
endogenous PRL. 

We obsemed a slight decrease (not statistically 
significant) in PRL R after bromocriptin 
ueatment. It is well known that prolactin induces 
a deiayed stimulatory effect on the levels of its own 
receptors [3,33]. As bromocriptin was not well 

tolerated by al1 the patients, half of them had 
veatment for nearly 1 week. The decrease in PRL 
during this time might have been long enough to 
induce a slight decrease in PRL R. 

Finally, we observed an increase in the number 
of ER-positive tumors in breast cancer of 
premenopausal women. It has been published 
previously that prolactin increases the ER levels 
in DMBA-induced tumors [34], in human breast 
cancer cells in long-term cultures [35] and in 
normal mouse mammary tissue [36]: PRL causes 
the conversion of cytoplasmic ER from inactive 
(4s) to active (8s) forms and elevates nuclear 
receptor levels. Thus we could postulate that 
bromocriptin, which blocks PRL production, 
inhibits ER translocation and increases cyto- 
plasmic ER forms in breast cancers. 

The main contribution provided by the present 
work is a clear demonstration of the inefficiency 
of bromoaiptin in unmasking prolactin receptors 
in breast cancer. The effect of this drug on ER 
levels has to be largely confirmed before a short- 
term bromocriptin treatment should be proposed 
to improve ER detection in premenopausal 
women. 
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Abstract. Breast-cancer tissue from 38 patients was tested 
for prolactin sensitivity by measuring both 16-hour (3~)dT in- 
corporation in tissue fragments during 24-hour organ cul- 
tures, and prolactin receptors in tumor specimens. We ob- 
served a stimulation of DNA synthesis by prolactin in 6/38 
(16%) cases; the stimulation was maximun with physiological 
concentrations of prolactin (0.05 to 0.2 pglml medium). The 
stimulation of DNA synthesis never occurred in the absence 
of prolactin receptors. There is no relation between the re- 
sponse to prolactin and estradiol or progesterone receptor 
levek. but in four cases rhe stimulation was observed when 

crease in deshydrogenase activity (19) and DNA synthe- 
sis (20). Other authors did not confirm these results 
(21,22,23). 

The aim of this work is to determine tentatively 
whether PRL R can be considered as an index of mam- 
mary cancer cells sentitivity to PRL. For this purpose, 
the presence of PRL R and DNA synthesis response to 
PRL are simultaneously detennined. 

Materials and Methods 

the three receplors were present. ~ i ~ ~ l l ~ ,  the response the Collecrion of tumors. Tumor specimens were obtained from 38 patients 
undergoing surgery for primary breast cancer in the "Centre de Lutte stimulation i'de~ende"' of the '''nical stage of the Pa- Contre le Cancer de ~ i l l ~ "  ( F ~ ~ ~ ~ ~ ) ,  A; the rime of collection. fat was 

tient. 

Prolactin (PRL) is a major hormone implicated in mam- 
mogenesis, lactogenesis (1) as well as mammary tumor 
development (2,3,4). The role of PRL in human breast 
cancer has not been established. Results are often con- 
troversial but there are several lines of evidence which 
suggest that PRL may play a role in induction andlor 
growth of human breast cancers (5). 

The initial event of PRL effect is its binding to speci- 
fic membrane receptors. Therefore, PRL receptor (PRL 
R) assay as a quantitative index of PRL responsiveness 
of breast cancer has been developed. We and others 
have demonstrated that PRL binding is detectable in 
more than 50% of the tumors (6,7,8,9,10,11,12,13,14). 
The binding sites have al1 the characteristics of PRL R 
(15). Explants of human breast, both normal and neo- 
plastic, can be maintained in organ culture (16,17). Such 
an in vitro method has been used to determine whether 
.human mammary cancer tissue responds to hormones 
(18). It was found that mammary cancer tissues in ap- 
proximately 15% of patients respond to PRL with an in- 

Reprint requests to: Dr. J.P. Peyrat. 

removed and the samples w;re divided into three pieces: one was sub- 
mitted for histologie studies, and the second was frozen until receptor 
determinations were carried out. The last fragment was placed in'ice- 
cold medium 199 (Seromed) supplemented with penicillin 100 IUIml, 
streptomycin 100 pglml and amphotericine B 250 pg/ml. All the tumors 
were adenocarcinomas. 

Organ culture. Explants were prepared for cultivation within one hour of 
removal. The breast cancer was plaœd in a sterile Petri dish under a 
laminar flow hood. All damaged and fatty tissue was removed and the 
rest was entirely cut into small fragments of 1 mm3. The explants were 
picked at random and placed on a stainless steel grid (approximately 20 
explants per grid). Each grid was placed in an explant Petri dish (Fal- 
con). Medium 199, containing glucose (2 gn),  an excess of essential 
amino acids (four times the usual concentration of amino acids in the 
medium). and bicarbonate (2.2 gniter), were added to the dishes to 
cover the grids, taking care not to cover the explants entirely. The Petri 
dishes were placed in an incubator at 37O C under a wntrolled atmos- 
phere of 57% 02, 5% C02,  38% N2. The explants were cultured up to 
24 h in the presence of insulin (5 pglml, sigma), wnisol (500 nglml, 
steraloids) without (for control) or with ovine PRL (oPRL NIH P-S-15, 
30.5 IUlmg) at different concentrations (0.1 -10 pglml). 

DNA synthesis. For each tumor DNA synthesis was estimated by adding 
('H) thymidine (New England Nuclear NET 027X, 20 Cilmmol - 2.5 
pCilml) to culture medium with or without PRL (eight concentrations) 
and measuring the incorporation into DNA for the last sixteen hours. At 
the end of the incubation the ex~lants  were solubilimd in 0.3 N NaOH 
overnight at 37' C, the DNA wis precipitated with 5% trichloroacetic 
acid and collected on glass fiber filters (24). The radioactivity was esti- 
mated by scintillation counting. . 

Key Words: Prolactin. receptors, DNA synthesis, human breast .Prolacrin receptor determination. Crude membrane preparations were ob- 
cancer. tained after differential centrifugation as described previously (1 1,14). 



The 105,000g pellet was resuspended in Tris buffer (25 rnM Tris-HCI. 
pH 7.4, 10 mM MgCl2) and an aliquot was taken to determine protein 
content (25). Specific binding was estimated by incubating 400 kg mem- 
brane protein with 200,000 cpm labeled human Growth Hormone 
(hGH NIH HS 22043; 2 IU/mg) in the absence or presence of an excess 
amount (1 pg) of unlabeied oPRL for 16 h at 20' C (1 1). 

Assay of Estradiol Receptors (ER) and Progesterone Receptors (PgR). 
Steroid rtceptors were deterrnined by the DCC method (11). Scatchard 
analysis of binding data was perfonned in order to quantify the recep 
tors. For ER ttitiated estradiol (NEN) was u ~ d ;  non-specific binding 
was estimated from incubations with an excess of unlabelled DES which 
avoids interference with TeBG. PgR were assayed using tntiated and 
non radioactive R 5020 (1 1). 

Histologimlprorrdures. All biopsy specirnens were taken for histological 
examination. The conservation of the tissue was controlled at the end of 
24-h cultivation. 

Results 

Thymidine incorporation. Fig 1 shows an example of the 
increase in DNA synthesis as a function of PRL concen- 
tration. Results are comparable if DNA or protein con- 
tent are used to estimate the amount of tissue. The 

maximum and significant responses for DNA synthesis 
were obtained at the PRL concentration of 100 nglml 
(pC0.01 compared to the control). At concentrations 
equal or superior to 500 nglml, PRL has no effect or an 
inhibitory effect. We detected 6/38 (16%) cancers that 
respond to PRL by an increase in DNA synthesis. This 
stimulation occurred between 50 and 200 nglml of PRL. 
If results are expressed as the percentage of stimulation 
over control, two cancers responded by more than a 
250% stimulation and the 4 others responded by a stimu- 
lation of 150 to 250%. 

Relation between stimulation of DNA synthesis, PRL R (Table 
I ) ,  ER and PgR (Table II) .  We are in possession of PRL 
R results for 34 breast cancers. Tumors whose specific 
binding was greater than 0.8% were considered positive 
(PRL R+). Nineleen tumors were positive (55%) ac- 
cording to findings reviously teported (11). A signifi- P cant relationship (x test, pC0.01) exists between the 
presence of PRL receptors and the response to PRL as 
stimulation of DNA synthesis was never seen in the ab- 
sence of PRL R. In 13 cases there was no response to 

Fig. 1 :  Induction of DNA .vynthesis by increasing c0ncenrrarion.r of PRL in breost cancer. DNA s~nthesis was estimated by the 16-hour incorporation 
of 'H-~h~midine (2.5 pCilm1) intu DNA during 24 h0ur.r. Rerults are expressrd as the ratio of stimulation on conrrol. Results are the mean 
i SEM of three independent cultures. 
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Table 1. Rehtionship benveen stimihtion of DNA synthesis in vitro and 
prohtin receptors (PRL R). 

~umber'of cancers Stimulation of DNA 
synthesis by PRL 

PRL R+ 19 6 
PRL R- 15 O 

Table II. Relnrionship between stimulation of DNA synthesis, estradiol 
nceptors (ER) and progesterone receptors (PgR). 

Table TV. Relationship befween histobgical parameters unà DNA syn- 
thesis response IO Pa*. 

Number of Number of 
tumors stimulations 

1 8 1 
Ccllular density 2 23 3 

3 O O 

Düferentiation 
well 8 2 

mean 9 1 
bad 14 1 

Number of cancers Stimulation of DNA 1 2 O 
synthesis by PRL Histoprognostic grading 2 21 3 

3 8 1 

ER+ PgR+* 16 
ER+ PgR- 9 
ER- PgR + 6 
ER- PgR- 7 

4 
O 
1 These parameters are not detcrmined for cancers with particular his- 
1 tological forms. 

* ER > 10 fmoleslng of cytosolic proteins 
PgR+ > 25 fmoleslng of cytosolic proteins. BU no relation between response to stimulation and axillary 

LILLE metastasis. O 
Table III. Reiationship between hisfological ciassijïcarion of adenocar- Discussion -Conclusion 
cinomas and in vitro DNA synthesis response to PRL. 

Number of Number of 
cancers responses 

Infiltrating ductal carcinoma 27 3 
iltratinn comedocarcinoma 4 1 - 
iltrating lobular carcinoma 

Tubular carcinoma 
Medullary carcinoma 2 2 
Apocrine carcinoma 1 O 

PRL while PRL R were present. There was no signifi- 
cant relationship (x2 test) between the presence of es- 
tradiol orland progesterone receptors and the DNA syn- 
thesis stimulation in response to PRL. The response to a 
PRL stimulation occurred four times when PRL R,  ER 
and PgR were present together. 

Stimulation of DNA synthesis and clinical and pathological 
features: Table III shows the relationship between his- 
tological classification and DNA synthesis response to 
PRL: Most of the adenocarcinomas were infiltrating duc- 
ta1 carcinomas, 3 of them responding to PRL stimula- 
tion. One comedocarcinoma responded to PRL stimula- 
tion and also the two medullary carcinomas. Relation- 
ships with pathological differentation, histoprognostic 
grading and cellular density were determined for infil- 
trating ductal carcinomas and comedocarcinomas (Table 
IV). There is no relationship between cellular density, 
differentation, histoprognostic grading. Finally, there is 

A number of publications have presented data in terms 
of in vitro response to hormones and chemotherapy of 
human solid tumors. Advantages as well as disadvan- 
tages in human breast cancer explant culture method 
have been extensively discussed; the m~intenance of 
explants for 24-h have been demonstrated 
(17,18,26,27,28,29). We confirm the 24-h viability of 
explants in Ml99 containing insulin and cortisol by com- 
parison of the tumour histology before and after culture. 
The use of thymidine incorporation as an index of DNA 
synthesis in breast cancer -explants can be misleading, 
since the uptake of label into celis from dif:erent parts of 
the same slice of tumor can be very differe-i't (30). Speci- 
fically for this reason we cut the tumor entirely and 
picked explants at random to place them cm the grid. ln  
spite of this SEM'S shown in Fig. 1 are still large. 

1t has been observed that breast-cancer tissue shows 
varying 1-hour ( 3 ~ ) - d ~  uptake during the first 48 h of 
cultivation (18); for this reason we labeled tissue with 
( 3 ~ ) 4 ~  for 16 h to be sure that a sufficie-it number of 
cells were labeled in particular when passing or entering 
the S phase synchronously. When it was possible (five 
cases), we cultured tissue for 48 h and 72 h with ( 3 ~ ) - d ~  
labeling on the 16 last hours; we did not observe any dif- 
ference with the results obtained under standard condi- 
tions (data not shown). 

Our experiments performed on breast cancers in 
organ culture show that the addition of PRL to a medium 
containing insulin and hydrocortisone stimulates the 
DNA synthesis in some samples (16%). Similar results 
have been previously reported. Salih et al (19) reported 
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dhat 40% (16150) of breast cancer carcinomas in organ gj 
.culture responded to PRL at physiological concentrations 
rby an increase in deshydrogenase activity (enzyme invol- Ig?? '\ed in nucleotide biosynthesis) Using this rechnique 

Y % ~ e e d ~  et al (23) were unable to  demonstrate significant 
gseffects due to PRL (1 pglml) and Masters et al (22) were 

able to demonstrate in vitro PRL sentitivity in only 10 out 
of 83 breast cancers. Welsch et al (20) found that only a 
mal1 fraction (15%) of these human breast carcinomas 

responded to oPRL (IOpglml) by increasing the incorpo- 
ration of 3~ thymidine into DNA. Other in vitro studies 
on breast cancer ce11 lines or in primary culture have at- 
tempted to evaluate the potential of lactogenic hormones 
as a growth stimulant. It has been reported that PRL 
does not promote growth in vanous breast cancer ce11 
lines (31,32). Several reports have recently demonstrated 
a growth effect of pharmacological (1 pg/ml) (33) or 
physiological (0.1 pglml) (34) quantities of PRL on cul- 
tured rnalignant human mammary epithelial cells. 

We obsewed the maximal effect using physiological 
levels of PRL (0.05 to 0.2 pglml of medium). Similar re- 
sults have been found in rat mammary tumor explants 
(35). At 1 pglml, we never detected any stimulation of 
DNA synthesis and at times (10 pglml), we obsewed an 
inhibition of the 3~ T incorporation: a similar observa- 
tion has been reported by Salih er al (19). The conflicting 
results with regard to the stimulation of DNA synthesis 
in breast cancer by PRL could be, in part, explained by 
the differences in the concentration of PRL used in the 
different studies: either physiological doses (19,34) or 
pharmacological doses (22,23,36). In particular the real 
concentrations of prolactin in the medium of culture had 
to be detennined as we noticed that 20 to 40% of PRL 
could be retained on the sterile filter. 

Most of these investigations conceming the effect of 
PRL on hurnan breast cancers have, like our own, used 
oPRL since hPRL is not available in great quantity. We 
have shown that lactogenic hormones: oPRL, hPRL, 
hGH are able to compete the binding of 12'1 hPRL to 
breast cancer membrane receptors (15). However, it has 
not been shown clearly whether hPRL and oPRL have 
comparable effects on mammary ce11 growth. General 
conformational properties of the different mammalian 
prolactins are closely related to each other, but rates of 
proteolytically induced conformational collapse are 
found to be different (37): this could explain different ef- 
ficiencies in prolactins. Recently, Malarkey et al (34) 
found than hPRL was able to stimulate tumor ceIl 
growth while oPRL in similar concentrations had no 
growth effect. Dilley and Kister (36) have found that 
hPRL but not oPRL (5 pglml) stimulated growth of nor- 
mal human breast tissue in organotypic culture. These 
results contrast with the observations of Klevjer-Ander- 
son and Buehnng (32) who had in fact found similar ac- 
tivities for oPRL, hPRL, and hGH in their breast pri- 
mary culture. Kleinberg er al (38) reported that hPRL is 

twice as potent as oPRL in stimulating alpha-lactalbumin 
production in subhuman normal mammary tissue. In the 
same mode1 hGH is 5 times more potent than oPRL after 
a 1 Clglml hormone stimulation (39). 

We found PRL R in 19/24 (55%) of the tumors; this 
is in good agreement with our previous results (11). The 
stimulation of DNA synthesis occurred only in the pres- 
ence of PRL R. In 13 cases, in spite of the presence of 
PRL R no stimulation could be seen. These results show 
that the presence of receptors is necessary but not suffi- 
dent  to obtain a stimulation by prolactin, and could ex- 
plain why no stimulation of ceIl proliferation had been 
found in some studies (31). 

Finally, it appeared that the response to a PRL stimu- 
lation occurred most frequently when ER and PgR were 
present; suggesting that the sensitivity to PRL was better 
when al1 the hormonal functions of the epithelial cells 
were conserved. 

The oPRL, hGH and hPRL were kindly supplied by the NIADDK. The 
expert technical assistance of Marie-Michele Delepierre and Jwlle Four- 
nier is gratefully acknowledged. The authors are grateful to Mrs Vendel 
for stcretarial assistance. Thew studies were supponed by the "Associa- 
tion pour le D6veloppement de la Recherche contre le Cancer". 
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Animal studies have shown tha t  prolact in (PRL) i s  an important hormone 

control l ing the growth and synthetic ac t iv i ty  o f  the  normal mammary cell 

(1,2). In man, it has been demonstrated that  PRL i s  required for the stimu- 

lat ion o f  lactalbumin production. Lactalbumin i s  a major protein component of 

human rnilk tha t  acts as t he  specifier, o r  B protein, f o r  the lactose synthe- 

tase system (3,4). 

The  actions o f  PRL are mediated b y  specific membrane receptors (2)  - 

T h e  role o f  PRL in human breast  cancer has no t  ye t  been established (5 )  

We have demonstrated tha t  PRL receptors (PR1 R)  a re  detectable in about 

50 % o f  the tumors (6,7). Approximately 25 % of breast  cancer patients have 

detectable lactalbumin in the i r  serum '(3) but whether PRL i s  involved in 

lactalbumin production i s  controversial (3,5). 

The  aim o f  th is  s tudy  was t o  determine if lactalbumin production was 

control led b y  prolactin. For  this, we have assayed simultaneously PRL R in 

breast  cancers and  lactalbumin in the  serum o f  patients. 

MATERIALS AND METHODS 

. Patients, collection o f  tumor : A l l  patients (n=136) were seen a t  the 

"Centre Oscar Lambret" ( the anticancer Center o f  the Nor th  o f  France). 

Turnor specimens were obtained frorn women undergoing surgery  f o r  pr imary 

breast  cancer. A t  the time o f  surgery,  fa t  was rernoved and the tumor was 

f rozen in liquid nitrogen. 

. Radioimmunoassay o f  lactalbumin : Human alpha-lactalbumin was a 

generous gift o f  Doctor B. R I  BADEAU-DUMAS (Laboratoire de Biochimie e t  

Technologie Laitiéres, I N  RA, Jouy-enJosas, France). I t was prepared b y  a 

method adapted frorn KLEINBERG e t  al. (10). Antisera t o  th is  pu re  

alpha-lactalbumin were raised in "Geant des Flandresnt rabbi ts b y  inject ing 1 

mg o f  protein in 1 ml o f  complete Freund's adjuvant a t  days 1, 30, 60. A t  90 

days a booster was given and antibody t i te rs  were examined 1 week later. 

Labelling o f  lactalbumin was carr ied ou t  w i th  Na 1251 us ing a low con- 

centrat ion o f  chloramin T. The standard cu rve  i s  described in fig 1. Other 

proteins (lysosyme, lactoferr in, human casein, prolact in and gammaglobulin ; 

1 ~ g l m l )  d id  no t  cause displacement. The assays on  the  samples were run in 

dupl icate using 50 c ~ I  o f  serum. The  intra-assay precision was 5 % and the 

inter-assay precision was 10 %. As  falsely high resul ts can be caused b y  

cross reacting human antibodies to  bovine lactalbumin (6), serum that  were 

able t o  b ind 25 l human alpha-lactalbumin were eliminated. 



. Assay o f  PRL R : It has already been extensively described (7,8). 

Four hundred  micrograms o f  membrane protein prepared from the  frozen 

t issue were incubated wi th 200 000 cpm o f  iodinated hGH in the  presence o r  

the  absence o f  a 1000 fo ld excess o f  unlabeled oPRL. PRL R were considered 

as posit ive when 1000 cpm were specifically bound. 

RESULTS 

F i g  1 shows the standard curve  f o r  human lactalbumin. The sensit ivi ty 

o f  the  assay i s  2 ng lm l  o f  lactalbumin pe r  ml o f  serum. 

Table 1 shows that  PRL R were detected in 34 % (461136) o f  the  tumors 

and lactalbumin in 27 % (371136) o f  the patients. There was no relation ( X 2  

test) between the  presence o f  PRL R in breast  cancer and lactalbumin in 

serum. 

DISCUSSION, CONCLUSION 

It has been proposed tha t  mi lk '  protein synthesis in human breast 

cancers might indicate a functional hormone receptor mechanism (5 )  and 

could therefore select tumours responsive to endocrine therapy. It has been 

shown tha t  lactalbumin production in most cases cannot be stimulated b y  PRL 
in malignant breast tissue (3,s) : th is  might have indicated absence o r  

deficiency o f  PRL R in malignant tissue. Th i s -wo rk  shows that  in human 

breast cancer the presence o f  PRL R is not  necessary f o r  alpha-lactalburnin 

production suggesting that  th is  protein synthesis is  no  longer under PRL 

con t ro l  . 
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TABLE 1 

PRL R STATUS AND ALPHA-LACTALBUMIN PRODUCTION 

IN 136 HUMAN BREAST CANCERS 

PRL - PRL +' 

lactalbumin - 65 34 \ 

lactalbumin + 2 25 

' > 1000 cpm of  rpecific binding 

> 2 ngtmi 

Fi9 1 : Standard curve for hurnan alpha-lactalbumin assa y. 12'1 lactalbumin 

,' P- 
(20 000 cpm) was incubated with 100 p l  o f  antisera (1130 000 init ial 

concentration) in presence or  absence of cold lactalbumin. 50 pl of 3'3'y;~g 
!s+Tr,  ; - human lactalbumin free serum were added to each point. The final 

volume i s  600 pl. Incubation : 15 h 30° C. Precipitation with 
&lyethylene glycol (PEC) at r final concentration of 12.5 $. 
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Prolactin Receptors in Human Breast Cancer 

J. BONNETERRE.. J. PH. PEYRAT.' B. VANDEWALLE,' R. BEUSCART.t M.  C. V l E t  
and P. CAPPELAERE. 
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Abstraet-hlactin rece$&n have been measured in 92 human breasf carcinomas. 
Both j m  and &kil rec@&rs ( a f h  desaturation by MgCl*) huve been luoùed /or. Frre 
receptors have been found in 46% of the cases. total receptors in 72%. Specijic binding 
range.s /rom 0.8 kt 8.0%. No corrrlation could be found betwetn prolactin recepiors and 
uge, weight, ciienopuucul s1aiu.s und p<itlrologicul feuture~ (Jifltrriitiufion, his~olrog- 
nostic grading, cellular dmsity). A highly signifîcant correiaiion has been jound 
between prolaciin rec@tors on the one hand and estrndiol and Progesieronc receptors on 
îhe other. 

INTRODUCTION results [25-321. Finally, even anti-prolactinic 
THE INVOLVEMENT of proiactin in mdrnrnary treatments have given disappointing resuits 
tumors is well-established in rodenu. Prolactin [31-361. 
stiniulates the appearance and growth of spon- The discovery of prolactin receptors in 
taneous o r  DMBA-induced tumors in rats; in breast cancers [37-41], the stimulation of 
mice, prolactin only induces preneoplastic growth of huiiian tutnor cells by prolactin 143- 
lesions and has no effect on the growth of the 451 and the presence of lactalbumin in tuinor 
adenocarcinomas Il]. The role of prolactin in cells prompted us to look for prolactin recep- 
human breast cancer is not established. Many tors as they appeared to be a sign of hormonal 
detailed reviews have been devoted to tlie sub- sensitivity. A first publication on a hetero- 
ject [2-4]. In  niost studies [5-141. prolactin geneous group of breast cancer patients 
plasma levels have not been found to be (priniary and recurring) had shown the interest 
different between cancer patients, or a high- of the desaturation of receptors before the 
risk population, and control. However Murray assay [46]. 
et al. [15], Rolandi et al. [16] and Aldinger cl al. The  example of steroid is encouraging too. 
1171 obtained higher values in breast cancer Endocrine therapy was widely used prior to 
patients; the prolactin response to TRH was knowledge of oestrogen and progesterone 
also found to be higher than in controls [18]. receptors. Measurement of these receptors lias 
Night prolactin plasnia levels are lower in post- proved to be of soiile use in selecting pdtierits 
inenopausal patients and higher in pre-tneno- for anti-estrogeii therapy and in prognosis. 
pausa1 ones [19]. Serum prolactin concentra- 
tioiis were found to be higher in the follicular MATERIALS AND METHODS 
phase of the menstrual cycle in breast cancer Puiimis 
['LOI. Kwa and Wand 1211 fouiid an abiioriiial The presence of ~>rolartiii rcceptois w.is 
luteal phase evening peak in wonien with a looked for iii 92 patients uiidergoiiig surgery 
fatnily history of breast cancer. Breast cancer for priinary breast cancer in the Centre Oscar 
was found to be more frequeiit aiiiong Lainbret (1-ille). Turnor speciniens were r ~ k e n  
Rauwolfia derivative users in three studiees 122- immediately after surgery, fat was renioved 
243, the relative risk being from 2 to 4. and samples were divided into two parts: oiie 
However, most authors have not reported such was subinitted for pathological exaniination. 

the other iiiitiiediately frown and sent for 
receptor analysis. All the tuniors weie aderio- 
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Methods 
Tissue processing..The frozen tissue was 

weighed and then pulverized with a Ther- 
niovac Tissue Pulverizer (Thermovac In- 
dustries Corp., NY). T h e  tissue w;is hoiiioT 
geiiized in Tris O.WL M. EDTA 3 inM, ditliio- 
treitol 1 mM, azide 0.01%. pH 7.8 buffer. 

The  honiogenate was ceiitrifuged at 800g 
for 10 min and the supernatant ultracentri- 
fuged at 105,000 g for 60 inin. Thc siilwriiai;iiit 
(cytosol) was carefully removed with a syringe 
in ordci io iivoid the flo;itiiig liyitl Iiiycr. 'l'lic. 
pellet (microsomal fraction) was re-suspended 
in 25 niM Tris-HC1. 10 mM MgCl, buffer, pH 
7.8. Later, the protein concentration was 
deterniined by the method of Lowry et al. [47] 
applied either directly in the cytosol or after 
extriictioii iioiii tlie iiieiiibriinc (wiih NiiOH 
1 N )  in the microsoinal fraction. 

Hormones. Labelling of hGH (NIH HS 
2160 E, 20 IUlmg) and hPRL (NPA batch 5 AFP 
1582 C) was carried out with ~ a [ " ' l ~  using low 
~ ~ ~ i i ~ t t i t t i i t t i ~ i i s  of chlorai~iine T [48,49]. The 
binding capacity of these hormones was ass- 
ayed in a fraction enriched on sucrose 2 M 
with human tumor membranes; hGH was 
found to have a higher binding capacity and 
was therefore used as the niarker in the assays. 
CH is a lactogenic hormone in primates [50] 
and it acts in the same way as hPKI. on breiist , 
cancer epithelial cells in' culture [51]. The 
specific activity was approximately 75 pCi/g as 
determined directly or by, the self-displacement 
method [52]. Between 70 and 80% of the 
iodiniited GH added coirld be specific.;illy 
bound io prolactiri receptors in receptoien- 
riched membranes (e.g. manimary glands froin 
lactittiiig rabhits pre-treated with CR 154: Siin- 
Joz, Basel, Switzerland) [53]. Ovine YKL (NlH- 
P-S13 30 IU/mg) was used to displace labelleci 
hGH. [%Il-17-B-Estradiol (sp. act. 135 Ci/inmol), 
['Hl-R 5020 were purthased from N.E.N. 
(Boston, MA), non-radioactive dieth ystilboestrol 
and cortisol were purchased from Steraloids, Inr. 
(Pawling. N J). 

Assay of prolactin recepiors (PRL R). Free 
receptors. The assay was performed iii dupli- 
cate according to Shiu [54]. Four hundred 
niicrograins of membrane proteiiis were in- 
cubrtted with approxiiiiately 100,000 couiitslriiiii 
of iodiniited GH in the presence or absence of 
a 1000-fold excess of unlabelled oPRL (1 gg). 
The final incubation volume was adjusted to 
0.5 in1 with Tris-MgCI, buffer (pH 7.6) con- 
taining 0.1% bovine seruin albuiliin. 

Total receptors. Since prolactin does not 
appear to dissociate froni its receptors during 
menibrarie preparation, de-saturation of 

occupied receptors was performed before the 
assay of prolactin sites [49]. T o  accomplish this, 

' 

crude membrane proteins normally used in the 
assay were pre-incubated with 0.5 ml of 3 M 
M#CI? for 5 iiiiri ;rnd 4 iiil of mld Tris-HCI 
bulfer (pH 7.6) containing 0.1% BSA were then 
added to each tube. Following centrifugation at 
2200 g, the pellets were re-suspended in Tris- 
HCI buffer and binding of the labelled hor- 
inoiics wirs ;iss;iyc*tl ;ts <icscribcd übove. 

Specific binding was calculated as the 
tliliciciicc kiwceii tlic ndioactiviiy bouiid iii 
the absence and the presence of an excess of 
unlabelled hormone and expressed as the per- 
centage of the total radioactivity added. 

Assay of estradio1 receptors (ER) and progesterone 
receptors (PgR). ER was deteriiiined by thc 
DCC inethod [55]. Scatchard analysis of bitid. 
ing data was performed in order ta quantif) 
the nuinber of free binding sites per nig of 
cytosol proiein. Non-specific binding was esti- 
mated from incubations with an excess of un- 
labelled DES, which avoids interference with 
TeBG. PgR were also assayed by the DCC 
method [56], using tritiated and non-radioac- 
tive R 5020. 

Statist icul ana lpis  
The reliition between quiintitative variables 

w;ts studied by the ciilciiiiitiori of the Spe;iriiiiiii 
rank correlation coefficient r. 

The relation between qualitative variables 
was studied by analyses of variance. Results 
were calculated according to Fischer-Snede- 
cor's /-viilue. 

RESULTS 
Sperific birrrlitig o j  iiotlitiatvrl hCH 

The specific binding of ['251]-labelled hGH to 
plastic tubes, i.e. to 'non-physiological' binding 
sites, was estiriiated by nieasuring the apparent 
displacement of ['"II-hCH per p g  of unlabelled 
oPRL in the absence of tumor ii~e~iibranes or in 
the preseiice of 4Wpg of denatured boiled 
nieinbranes. Its maximal value was 0.8% of the 
total radioactivity added. Therefore tuiiiors 
whose specific binding was greater than 0.8% 
were considered positive (PRL R,). Total bind- 
ing averiige(1 between 5 ;ind 13%. whercits noii- 
specific bindiiig ranges between 5 iirid 9% o f  
the totiil radioiictivity added. 

Forty-six percent of the tumors were positive 
when free receptors were measured, while 
72% were positive in terms of total receptors. 
The mean values of the specific binding were 
respectively 1.69 2 0.9% for free receptors and 
2.43 + 1.65% for total receptors. Treatrnent 
witti MgCl? led to ail approxiniate 30% loss of 
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tumor membrane proteins [48]. In spite of this, 
MgCly treatment led to an increase in prolactin 
binding in 80% of the tumors. It allowed posi- 
tivation in free prolaqtin receptor of receptor- 
negative tumors; in one case, the specific binding 
was increased five-fold. 

The specific binding activity ranged between 
0.8 and 5.6% for free receptors, and between 
0.8 and 8.0% for total receptors. In most cases 
it was between 0.8 and 4.6% (Fig. 1). 

Relations with clinical features 
In our population a correlation has been 

found between estrogen receptor and age (f = 
3.995) and histoprognostic grading according to 
Scarff and Bloom (f = 3.256), and between pro- 
gesterone receptor and weight ( r  = 0.299) and 
histoprognostic grading (f = 3.256). Pior  
treatment by chemotherapy had no effect on 
the level of estrogen, progesterone and prolac- 
tin receptors. 

A correlation was looked for between 
prolactin receptors and age, weight, meno- 
pausa1 status. pathological differentiation, his- 
toprognostic grading, cellular density, stroma1 
reaction and axillary metastasis. None could be 
found. 

Thus if prolactin and estrogen receptors are 
linked. it is improbable that it is through these 
factors. 

Rtlntions uiith honnonnl frntures 
Prolactin levels were assayed in al1 the 

patients just before surgery. No relation was 
found between prolactin plasma levels and 
prolactin receptor levels. 

. -7 
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TOTAL PROLACTIN RECEPTORS 

No correlation coula oe round between 
prolactin receptors on the one hand and 
estradiol or estrone plasma levels on the other. 

A highly significant correlation was found 
between saturated prolactin and estrogen 
rcceptors ( r  = 0.24) on the one hand and pro- 
gesterone receptors on the other (r = 0.225). 
No correlation was found, however, between 
total prolactin receptors and estradiol or pro- 
gesterone receptors. When the positivity 
threshold was 3 fmollmg of cytosolic proteins 
(the limit of the biochemical detection), there 
was no relation between the presence of RE 
and the presence of free prolactin receptors 
(xt = 3.05). 

When the positivity threshold of RE was 
Wfmollmg of cytosolic protein (the limit for 
hormonotherapy in the Centre Oscar Lam- 
bret), the correlation between RE and free PRL 
R was closely linked (xZ = 5.23) (Table 1). 

DISCUSSION 
Our results confirm those already obtained 

by other authors 137-421 (Table 2). Prolactin 
receptors exist in some human breast cancers. 
The method used is very close in every study. 
The most important difference is the iodin- 
ated hormone used: generally human prol- 
actin [37, 38, 41, 421, but ovine prolactin too, 
[39.41,42] and human CH [38,42, present 
study]. Turcot-Lemay and Kelly [42] have 
shown that the percentage of prolactin 
receptor-positive tumors varies from 12% 
with hGH to 30% with ovine prolactin and 58% 
with human prolactin. The author concludes 
that human prolactin is the best hormone for 
the assay. To  our knowledge, as yet no other 
author has tried to de-saturate the receptors in 
breast cancer, but it has been done using other 
tissues; we have seen that it appears phy- 
siologically logical and gives better results in 

LILLE 
T& 1. Nunikr of tumon uÿh firolrctin 

rect$lors as a funclion of ER fhrcshold 

ER No. of Free 
( fmol lm~ protein) tumors PRI. R. 

(1) < 3 1 1  3 
(2) > 3 64 ?& 
(3) < 50 34 11 
(4) > 50 41 22 

('II SPEClflC 8 l N O l N G  i The presence of free PRL R is l i n M  to the 
AR. 1.  Diqtrihution oj 92 humon b r a i  tumors as n function of prescncc of ER when ER > 50 fmollmg cytosolii 

(hrir protaciin rec@iw h&. protein. 
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Table 2. Cmfiarisoti O/ thr rrsults O/ firohrtirr rrcrptor n.\sriys publishzfl 

NO. lodinatcd % Positive Range of % 
Iltftrenm of tumon hormone tumors specihc binding 

specific binding. Nevertheless, the average 
value of the percentage of prolactin receytor- 
positive tumours is around 50%. The range of 
specific binding is very close in al1 the studies, 
the maximum value being around 10% [42]. 

T o  our knowledge, it is the first time that a 
statistically significant correlation has been 
found between prolactin receptors and steroid 
receptors. It is interesting to note that in 
DMBA-induced tumors in rats it has been 
shown that prolactin and estrogen induce 
prolactin and estrogen receptors, estrogen in- 
ducing progesterone receptors too [57]. All 
these receptors are thus inter-linked. 

No correlation has been found between RE 
and RPg on the one hand and total receptors 
on the other. MgCI4 acts on internalized recep- 
tors, which seem not to have any physiological 
role [58]. Contrary to estrogen receptors, no 
correlation could be found between prolactin 
receptors and clinical o r  pathological features. 
This could be explained by the fact chat 

. estrogen is a major hormone for epithelial 

differentiation and gmwth, while prolactin can 
act only on growth 1591. 'I'lie iiiter-rel;itioiis 
between the receptors do not exist through 
pathological features. 

Prolactin receptors are much more frequent 
in estrogen- andlor progesterone-positive 
tumors. That is to say, among estrogen-positive 
and progesterone-positive tumors prolactin 
receptors select a population of piirticuliirly 
hormone-sensitive cells. 

It is important to note that sonte steroid 
receptor-negative tumors have prolactin 
receptors (3 out of 11 of our patients). It might 
be clinically useful in those cases whose prog- 
nosis is bad to propose an anti-prolactinic 
treatment. Its precise inodalities iiiust btt stu- 
died; it hiis been shown [60,61] th;it hypophy- 
sectoiny (by surgery or  yttrium) leaves enough 
prolactin-secreting cells to allow secretion 
which is either spontaneous or  follows TRH 
stimulation in a high percentage of cases. This 
treatinent should be associated with iiieciic;il 
anti-prolactinic treatinent [61]. 
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CISPLATINUM COMPLEX WlTH RETAINED ABRÉGÉ 
PROLAmN RECEPTOR SPECmJC BmDING  eux complexes prolactine-platines ont été préparés 

b,, B. H ~ ~ ~ ~ ,  J. p. peyrat, J. et kur activité biologique a été testée par lu technique 

maille des radiorécepteurs. Seul le complexe cis-platine- 
prolactine conserve la propriété de la prolactine de se 

(Laboratoire de Pharmacodynamie Clinique et Labo- fier sur ses membrunaireS. ,ru 
ratoire d'Endocrinologie Expérimentale, Centre Oscar purraft donc rctilisée pow augmenter la spécificitP' 
Lambret*, Lille) du cis-platine envers les cellules ayant des récepteurs à 

Two comr>lexes of prolactin and platinum have been IN~RODUCTION 
synthetized-and theii biological aithity was assayed 
by radioreceptor assay. Only the cis-platinum pro- 
lactin complex retains the capacity of native prolactin 
to bind to ce11 receptor membrane. Prolacrin could be 
used to increase the specifcity of cis-platinum to cells 
with prolactin receptors. 

Platinum wordinated compounds have received 
considerable interest as antitumor agents (1 1, 14), 
in particular cis-platinum (cisdiammine dichloro- 
platinum (II)) which has an important impact on the 
current therapeutic approach to testicular, ovarian, 
head and neck and bladder cancers (15). But only 
few studies reported the clinical impact of cis-platinum 
on other cancers, such as breast cancer. 

Some human mamrnary cancers contain a measu- 
Rue P. Combemale. B. P. 307. 59020 Lille WX,   rance. rable amount of prolactin receptors (1, 5, 9), so that 

drug targeting with mphasis on the use of prolactin 

RmtS: B. Hecquct, Laboratoh de Pharmacodynamie might be an approach of interest in breast cancer 
clinique. therapy. For this approach an antitumor drug must be 
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complexed to prolactin without any loss of the 
prolactin properties. The compJex must be then tested 
on tumor cells to establish the clinical interest. 

Recently, platinum was complextd with other 
proteins antiturnor immunoglobulins, which have 
been shown to be effective in inhibition of DNA 
synthesis in tumor el1 line of DMBA-induœd lyrn- 
phoma and leukemia in miœ (6). 

We have prepared platinurn complexed prolactin 
in an attempt to optimize the platinum Cnect on breast 
cancer cells. The synthesis of the complexes and the 
retained prolactin reccptor activity tested on epithelial 
membrane cells are described in the present paper. 

MATERIALS AND METHODS 

&PtCl,-prolactin: 12 mg of ovine prolactin (OPRL, NU4 
P-$13) n addal to 100 pl of ammonium bicarbonate 1 M 
pH 7.8 (prolactin is ensily solubilizcd) and diluted with 300 pl 
of phosphate buffer 0.05 M (pH 7.4). 60 pg of &Ptc14 (PIOIûbo. 
France) in 90 pl of the phosphate buffcr is added. The miction 
occm at room temperature (ZOO C), aliquots of 10 pl ue 
Uijected into the HPLC a: appropriate tUne intavrils. 

Cis-platinum-prolactin: 1 mg of prolacth U w l u b i l i i  in 
100 pl of ammonium bicarbonate 1 M and diluted with 300 pl 
of phosphate bufkr (pH 7.4). 75 ~rg of cis-platinum (bulk 
powder fmm Laboratoires Roger Bellon, France) in 90 pg of 
water is added and the solution is squilibrated at 37O C. Aüquots 
are iqjceted into the HPLC as pmviously. 

Sepmation of the PIntinum-complexes 
Platinum-prolactin complexes w m  scpamted f m n  platinum 

metabolites by use (of the high performance liquid chromate- 
graphy. The HPLC system consists of a Waten pump (mode1 
F 6000 A) a LKB Uvicord S absorbante detcctor (254 nm). 
Solutions wm injcctcd ont0 a Waters I 125 protein c o l m  
and eluted by the application of a solvent NH,HCO, 1 M, 
phosphate 0.05 M butfer. H,O (1.514.511.35. v/v/v). T b  BOW nte 
was 2 mllmin. Retention tima wem about 6.5 min for &PICI, 
and cis-platinun, about 4.5 min for ptalactin and platinum- 
proiactin complexes. Th volume of clution for prolactin and 
piatinum-pmlactin compkxa was 3.5 ml. This volume w 
adjusted to 10 ml witb gIyœ101 in order to avoid any dcpn- 
dation of prolactiu 

natinum was estimatcd by ftameless atomic absorption 
spectrophotametry ( F M S )  wing a k k i n  Umcr model 2280 
absorption spectrophotometer equipped with a model HGA 400 
graphite furnace. A t b s t a g e  temperature program with 30 sec 
d@g, 30 sec chamhg and 5 rcc atomization (2,700° C) was 
uisd. 

Spc& binding of the complexes 
A prolactin radionceptor assay was uscd for the measwunent 

of platinum-prolactin complexes (10). Lokling of ovine pro- 
Iictia (OPRL NH-P-S-13) wu urricd out with Na -1 using 
low concentrations of chloramim T (3, 7). Munmr~y tissue 
h m  rabbits a: the onset of lactation and W t e d  with bmmo- 
criptim u described by Durand and Djianc (2) was uscd for the 
pmpmtion of the protein 100,000 g membrane pellet and 

W~P a m y d  rccorcüng to Lowry (8). For the rrsay 200 pg of 
membrane proteins w m  incubated witb 5û,000 cpm (0.5 ng) 
of lYI prolactin, and 100 @ of solution of platinum-prolaain. 
The volume wu adjusted to 0.5 ml with 25 mM-Tris-HU 
buna, pH 7.6, ccmtainiinp 10 mM MgCl, and 0.1 % (W/v) 
bovine raum albumin (fraction V. Sigma). The mction was 
rtopped a b  6 houn by adding 4 mi i d d  innibation 
buûer. Manbruw-bound uid froc hosrnon wwc. 
by centrifugation at 3,000 g for 20 min. Roiaain activny 
of complexer wue urcaoed by compvison with a m d p r d  
ninn mtablishcd fmm incubation of incmsing unounts of 
non-radioactive ovine prolactin, under tbc same conditions. 

Complexes of platinum-prolactin werc prepared 
with two platinum compounds KIPtCl, and cis- 
platinum. 

Kinetic of fixation of plntinum on prolactin 

The rate of fixation of platinurn compounds 
(K,PtCl, and cis-platinum) on prolactin was monitored 
by FAAS platinum dosage in the HPLC prolactin 
fraction. In each case a small arnount of platinum 
is 6 x 4  immediately (sec Fig. 1). Then the reaction 
was found to follow the well known curve of cis- 
platinum binding on protein, or an apparent linear 
binding for KIPtCl,. Wben the ratio moles of pla- 
tinum fixed/mole of prolactin is greater than unity 
the reaction sc(:ms to become rather slow in the case 
of cis-platinum. 

A .O 00 *D M O  1- W UO 

tlmr imn) 

Fio. 1. 
Ratio bf platinum (Pt) complexed witb prolacth (PRL) 

as a function of time. 
(e) maaion with &PICI . 
(A) mction with ~ i ~ p ~ a t f n u m .  

Stability of platuium-prohctin wmplexes 
Stability of platinum-prolactin wmplexes was 

tested by HPLC nchromatography of the complexes 



ofter four days io phosphate buiïn (pH 7.4) at room 
temperature. Loss of platinum less than 10 % could 
be detecteü. 

Prolacrin activity of platinum prolactin wrnplexes 

Figure 2 shows the l o s  of binding capacity of the 
K,PtCl,-prolactin oomplex on the œil membrane 
receptors. The formation of the complex and the loss 
of the binding capacity of prolactin are corniateri. 

mol@ Pt / mol@ PRL 

FIG. 2. 
Capacity of binding to prolactin rcceptors (activity) of Cis- 

platinum-prolactin (A) and K,PtCl,-prolactin (a) complexes 
with variws amount of platinum per mole of prolactin. 

In contrast the binding capacity of the cis-platinum- 
prolactin complex is retained even when about one 

1 2 I II 20 SI 1)) ZOO 811 

P r o l r o t l n  ( n g / m l )  

FIG. 3. 
Cornpetitive cums of the radioreceptor assay for prolactin 

(O ) and cis-platinum-prolacth complex (O ). 

molecule of platinum is compkxeü with one molecule 
of prolactin. The analysis of the displacement curve 
does not show any modification of prolactin afiinity 
by the ds-platinum fixation (Fis 3). 

DISCUSSION 

K,PtCI, reacts with prolactin and we have demons- 
trated that the complex for& between prolactin 
and the platinum salt does not retain the ability 
to bind to prolactin receptors, whereas it did retain 
the ability to interact with K,PtCl,-antibodies wm- 
plexes (6). The loss of the activity is proportional 
to the fixation of platinum and is about complete 
when one mole of platinum is k e d  pcr mole of 
prolactin. Only one molecule of platinum salt fixed 
can inhibit one molecule of prolactin. 

Cis-pliitinurn reacts with prolactin as with -many 
proteins and peptides (4, 12, 13). The rate of reaction 
corresponds to the rate of aquation of cis-platinum 
which is in agreement with the mechanism of pla- 
tinum fixation on proteins (12). The part of immediate 
cis-platinum fixation is probably due to the presence 
of aquated molecules in the initial solution. The 
complex formed is stable for at least 4 days in a 
pH 7.4 buffer. 

The present studies dunonstrateri that the cis- 
platinum-protein complexes (until about 1 mole of 
cis-piatinum per mole of prolactin) retain the pro- 
lactin property to bind to al1 membrane receptors. 

In conclusion, the mechanism of complexation 
of K,PtCI, and cis-platinum with prolactin are pro- 
bably different. Cis-platinum wmplexation does not 
alter prolactin properties. Prola~tin can be used as 
a cis-piatinum carrier to increase its specificity towards 
tumor cells with prolactin receptors. If proladin is 
a good potential carria sine it is a natural product 
which is proved to be able in vivo to reach specific 
cells, more studies are necessary to evaluate the real 
clinical interest of the complex. In particular evalua- 
tion of the respective toxicity on tumors œlls and 
normal cells both with prolactin receptors are now 
in progress. , 
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V- CONCLUSION GENERALE - 



L'objet de cette étude était de comparer le fonctionnement des récep- 

teurs  aux hormones polypeptidiques en situation physiologique et  en patho- 

logie cancéreuse. Les différences apparaissent aussi bien su r  la présence des 

récepteurs que s u r  leur capacité de modulation et de transfert de l'infor- 

mation hormonale. 

Les récepteurs de la L H  sont présents dans le testicule dès la naissance 

et tout au long de la vie post-natale chez le porc. C'est donc lors de leur 

différenciation au cours de la vie foetale, que les cellules cibles acquièrent 

les récepteurs. La présence de récepteurs de la LH a été démontrée dans le 

testicule au cours de la dernière période de la vie foetale chez l'homme 

(FROWEIN et ENGEL, 1974) comme chez le rat (FROWEIN et ENGEL, 1974) ou 

le lapin (CATT et coll., 1975). L'apparition des récepteurs est  concomitante 

du développement histologique de la cellule de Leydig et de l'acquisition de 

la capacité à synthétiser de la testostérone (CATT et coll., 1975 ; I'IUHTA- 

NIEh'II et coll., 1977). Le processus de différenciation d'une cellule souche en 

une cellule "mature", c'est-à-dire en cellule qui possède des récepteurs de la 

L H  et  une machinerie enzymatique complète permettant la synthèse de testos- 

térone, semble ne durer  que quelques heures (12 h)  (CATT et coll., 1975). 

L'ensemble de ces données montre qu'en situation physiologique, le récepteur 

est une protéine de constitution de la cellule différenciée. La présence de 

récepteurs de la PRL dans certaines tumeurs signifie que les cellules cancé- 

reuses ont conservé une protéine de "constitution" caractéristique des cel- 

lules épithéliales normales. En ce sens,  les récepteurs peuvent ê tre  corisi- 

dérés comme des marqueurs de la différenciation cellulaire. 

En situation physiologique, une des composantes de la sensibilité de la 

cellule à l'hormone est  le nombre de récepteurs ou leur affinité pour l'hor- 

mone. Le testicule, au cours de son développement post-natal, subit des 

variations de sa réceptivité à la LH.  Si l'affinité du récepteur pour la LH 

reste constante, le nombre de récepteurs montre d'importantes variations. En 

l'absence de LH, les cellules de Leydig entretiennent un niveau de base de 

récepteurs. Le contenu cellulaire en récepteurs de la LH est modifié par la 

L H  elle-même : l'augmentation des récepteurs après la naissance et  durant la 

puberté est liée à celle de la LH sérique, ce qui suggère une rkgulation 



positive par la LH du  taux de ses récepteurs. Ce type de régulation est un 

phénomène assez généralement rencontré. Ainsi les récepteurs de lfangio- 

tensine (HAUGER et coll., 1978), ceux du LH-RH (LOURIIAYE et CATT, 1982) 

et  ceux de la PRL (POSNER et coll., 1975 ; DJIANE et coll., 1977) sont-ils 

régulés positivement par  leur hormone. Le contenu cellulaire en récepteurs à 

un moment donné est  conditionné par son taux de synthèse et  son taux d e  

dégradation. Dans une situation physiologique où les variations hormoriales 

sont progressives, le processus de régulation négative (DJIANE et coll., 

1979) induit a court terme par l'hormone, est masqué par la stimulation à 

long terme de la synthèse de récepteur par  l'hormone. La signification de la 

régulation positive des récepteurs de la LM est particulièrement évidente au 

moment de la puberté où l'augmentation de la Li1 sérique est modeste par  

rapport aux modifications de l'activité cellulaire. Cette régulation participe 

donc h l'augmentation de la sensibilité de la cellule de Leydig dont l'activité 

sécrétoire augmente. On peut aussi imaginer que l'augmentatiori de récep- 

teurs  associée à l'augmentation de l'hormone protège la cellule contre un ou 

plusieurs déficits transitoires en hormone et  lui confère une relative indé- 

pendance. 

Dans la glande mammaire en situation physiologique, on coilstate une 

augmentation des récepteurs de la PRL pendant la grossesse et  la lactation 

(KELLY et coll., 1979b) en relation avec l'augmentation des concentrations 

circulantes de PRL.  Les concentrations de récepteurs dans la glande mamrnai- 

re  normale sont t r è s  basses ou indétectables. Le contenu en récepteurs de la 

PRL dans les cancers du sein apparaît anormalement élevé et vraisemblable- 

ment proche du contenu du sein durant la gestation ou la lactation, ce qui 

est en accord avec les résultats obtenus dans divers modèles expérimentaux 

(COSTLOW et coll., 1974 ; SMITH et coll., 1976), L'activation du gène 

codant pour le récepteur de la PRL dans la cellule épithéliale mammaire 

cancéreuse, en dehors de toute augmentation de PRL, est un phénomène qui 

parait donc anormal. La présence dfun récepteur d'une hormone impliquée 

dans la multiplication cellulaire pourrait ê t re  considérée non comme la per- 

sistance de caractéristiques de la cellule normale, mais comme un facteur 

impliqué directement dans le développement tumoral. La découverte récente 

des liens existants entre  les oncogènes cellulaires et  les facteurs de crois- 

sance viennent étayer cette hypothèse (WEINBERG, 1984 ; STILES, 1984 ; 

MARX , 1984b ; MARX, 1 9 8 4 ~ ) .  Les produits d'oncogènes cellulaires activés 

peuvent ê tre  soit des facteurs de croissance (WATERFIELD, 1983), soit leurs 



récepteurs spécifiques (KAMATRA et  FERANISCO, 1984 ; W A N G ,  1984 ; 

MARX, 1 9 8 4 ~ ) .  Dans la cellule épithéliale mammaire cancéreuse, le gène du 

récepteur de la PRL est vraisemblablement exposé à perturbation. Cette 

perturbation peut ê tre  une mutation du gène lui-même, mais surtout de son 

gène régulateur ( répresseur) .  L'altération du gène répresseur conduirait à 

l'expression anormale des récepteurs de la PRL, la cellule cancéreuse se  

trouvant alors dans un état de différenciation qui pourrait permettre l'action 

mitogène de la PRL. 

La réponse cellulaire h une stimulation hormonale est une caractéristique 

de la cellule normale. Ainsi dans le testicule de porc, l'augmentation du taux 

basal de récepteurs correspond aux périodes de différenciation et  d'activité 

cellulaire. Elle est  toujours associée à l'augmentation de production de tes- 

tostérone. La situation est coniplètement différente dans le tissu néoplasi- 

que : des altérations de la capacité de réponse cellulaire 2i la PRL sont 

observées dans les cancers du sein. Ainsi la PRL, malgré la présence de 

récepteurs, n'est pas capable d'induire dans tous les cas, in vitro, la mul- 

tiplication des cellules épithéliales mammaires cancéreuses. Il y a donc une 

nette dissociation entre  la réceptivité cellulaire à la PRL, qui est  conservée, 

et  la sensibilité cellulaire 2i cette hormone, qui est perdue, vraisemblablement 

en raison d'altérations dans les étapes qui suivent la liaison de l'hormone au 

récepteur. La situation se complique lorsque l'on étudie l'alpha-lactalbumine 

qui est  un marqueur de différenciation sous contrôle prolactinique dans la 

glande mammaire normale : la cellule épithéliale de cancer du sein est capable 

de produire de l'alpha-lactalbumine en l'absence de récepteurs de la PRL, ce 

qui laisse penser qu'une lésion s'est opérée au niveau du gène de cette 

protéine. L a  synthèse d'alpha-lactalbumine et celle des récepteurs de la PRL 

sont des phénomènes qui caractérisent en situation normale une cellule épi- 

théliale mammaire bien différenciée ; on constate que ces caractéristiques du 

tissu parental bien différencié sont retrouvées dans les cellules tumorales. 



L 'appar i t ion  des cancers es t  due â des modif icat ions importantes d e  

cellules qui peuvent  s u r v i v r e  e t  se mul t ip l ie r  dans un envi ronnement  q u i  p a r  

a i l leurs contrô le efficacement la croissance de composants t issula i res n o r -  

maux. Dans un organe normal, le  remarquable équ i l i b re  en t re  pe r te  e t  p r o -  

duc t ion  cel lulaires, la capacité d'augmenter ou de r é d u i r e  ce t te  p roduct ion  

selon les besoins, impl iquent  l 'ex is tence de mécanismes de régulat ion d o n t  

malheureusement prat iquement  r i e n  n 'es t  connu. On peut  envisager d e u x  

hypothèses s u r  la manière d o n t  une  cel lule échappe a u x  s ignaux de  contrô le 

de  la croissance. La première hypothèse es t  que les cel lules acquièrent  des 

récepteurs  aux  agents s t imulant  la croissance. I I  es t  possible de concevoir  

que  la g rande  quant i té  de récepteurs  dans les cel lules cancéreuses permet à 

ces cel lules de  p ro l i f é re r  dans un mil ieu q u i  cont ient  de relat ivement faibles 

concentrat ions d'hormone c i rcu lan te .  L 'appar i t ion de  récepteurs  "ectopiques" 

a même été décr i te  : les cel lules tumorales peuvent  ê t r e  stimulées par  des 

hormones ou  des facteurs de croissance q u i  d i f f è r e n t  de  ceux qui st imulent  

les cel lules d u  t i ssu  parenta l  normal (CIKES, 1978 ) .  La product ion  de ces 

récepteurs  "ectopiques" ne  semble pas cor respondre  à un processus aléatoire 

mais es t  un événement déterminé par  l 'o r ig ine  embryonnaire des t issus pa- 

ren taux .  Mais une seconde hypothèse ne do i t  pas ê t r e  éliminée : l 'appar i t ion 

e t  la croissance des cancers peuven t  ê t r e  en re lat ion avec une pe r te  ou u n e  

a l térat ion des récepteurs aux  agents qui favor isent  la d i f férenciat ion cel lu- 

la i re normale. Depuis t rès  longtemps, il est admis que  des l iens é t ro i t s  

ex is ten t  e n t r e  cancer,  d i f fé renc ia t ion  e t  mul t ip l icat ion ce1 lulaires. Une g rande  

var ié té  de cancers sont  liés so i t  à une a l térat ion de la d i f férenciat ion,  soi t  à 

un blocage p lus  ou moins tota l  de celle-ci. Un t i ssu  cancéreux semble p ro -  

g resser  a u  cours  de son h is to i re  ve rs  toujours p lus  d e  mal ignité, perdant  d e  

p lus  en p lus  de caractér is t iques d u  t i ssu  d i f férencié.  L ' idée que les al té- 

rat ions o u  les blocages des mécanismes de la d i f fé renc ia t ion  cel lulaire des 

ce1 Iules cancéreuses es t  i r réve rs ib les  , paraissaient sol idemen t établie. El le es t  

au jourd 'hu i  remise en  cause e t  p lus ieurs  modèles o n t  é tab l i  que  la repr ise  du 

programme de d i f férenciat ion dans une ce1 l u  le cancéreuse pouva i t  s'accompa- 

g n e r  d 'une  pe r te  de malignité. II est  donc possible d ' imaginer  q u ' u n  fac teur  

physio logique comme une hormone, nécessaire à la croissance e t  à la d i f f é -  

renciat ion des ce1 Iules normales, puisse favor iser  la redi f férenciat ion des 



cellules cancéreuses et  la perte de leur malignité. La présence de récepteurs 

serait alors indispensable au déroulement du programme de différenciation. 

Ces deux hypothèses mettent en évidence l'intérêt que l'on doit porter B 

l'étude des récepteurs hormonaux dans les cancers. La connaissance des 

modifications de réceptivité aux hormones e t  aux facteurs de croissance 

permet la mise en oeuvre de moyens pour lutter contre le développement des  

tumeurs. Par exemple, l'utilisation d'antagonistes des hormones qui agissent 

en bloquant les récepteurs hormonaux peut limiter l'effet prolifératif des  

hormones. Les hormones peuvent être couplées à des agents antimitotiques et  

transporter ces derniers jusqu'aux cellules cancéreuses en rendant leur  

action plus spécifique. Enfin on peut envisager de perturber l'équilibre peu 

stable d'une cellule cancéreuse, et de favoriser sa redifférenciation, en 

modifiant son environnement hormonal. 
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' I T R E  DE LA T H E S E  : 1 

LA RECEPTlVlTE AUX HORMONES I'OLY PEPTIDIQUES EN SITUATION. 1 

PHYSIOLOGIQUE ET EN PATI-iOLOGIE TUMORALE 

RE S UME I 
Nous avons mis e n  évidence des rhcepteurs aux horriiones polypept id iques daris 

deux  tissus di f férer i ts.  Les rccepteurs de lthorinorle lutéinisante IR -LH)  dans le 
test icule de porc  o n t  u n e  a f f i n i t f  élevée p o u r  leur  l igarid (Ka=10 l0  M-1) , sont en 
nonibre limitdt (7.10-13 moles par  grsmriie de test icu le)  e t  l e u r  spécif ic i t i t  l ie  slexcr.ce 
q u e  vis-à-vis des hormones ri ac t i v i t é  lutkir i isante. Les récepteurs de la prolactir le 
(R-PRL) dans les cancers d u  sein humain o n t  eux  aussi une  a f f i n i t é  élevée pour 
leur  l igand (Ka=3,4 109 M-1) sont  en nombre l imi té ( 1 2 , s  frnoles p a r  m g  de protéines 
d e  membranes cel lulaires) e t  leur  ac t iv i té  ne  s'exerce que vis-à-vis des horrnones i 
act iv i té  lactogènc. 

Dans le  test icule d e  porc  l 'a f f in i té  des R-LtI rie change pas a u  cours  du déve- 
loppement post-natal. Pendant la pér iode nboriatale, le nombre de R-11.1 p g r  cellulc 
de  ~ c ~ d i ~ '  augmente jusqu13 30 jours.  A p a r t i r  du 30ème jour,  o n  observe une 
diminut ion de ce nombre jusquyriu IOûème jour ,  rnotnent o u  débute la pkr iode pré- 
puberta i re.  Apres 100 jours,  le nombre de R-LH par  cel lule de Leyd ig  augmente a 
nouveau ; le nombre tota l  de R-LH a~ igmente  aussi fortement en ra ison de Id crois- 
sance. testiculaire. Ces résul tats sont  cornparCs aux  var iat ions des concentrat ions de 
LH e t  de testostérone circulantes. 

Les R-PRL ne sont  dt;tectks que dans cnv i ro r i  la moitii, des cancers du sciii. 
u ~ i e  par t ie  des R-PRL est rnasquCe pa r  l 'hormone endogèlie. Une diminut ion des 
concen trat ior is c i rculantes de PRL l i e  niodifie pas les conceli t rat ions de récepteurs. 
En présence de rbcepteurs de la PRL 32 % tumeurs rkpondent  à la PRL, in v i t ro ,  
p a r  une augmentation de la synthésc d'ADN. E l i f in ,  de l'alpha-lactiilburnine s I r i q u c  
est  délectable en l'absence de R-PRL dans les cancers du sein. 

La ~ o n f r o n t a t i o n ~ d e s  résul tats des deux &tudes niet en évidence des diffCvérice$ 
i i iajeures dans le fonctionnement des rCcep teurs  aux horrnones polypept  idiques. 
Contrairement à ce qui est observé en si tuat ior i  physiologique,. il y a absence de 
rbgulat ion du rkcepteur  p a r  l'hormone Iiomologuc e t  dissociatioi i e i i t r e  récept i t i v i té  
e t  sensihi l i t6 cel lulaire daris les cancers JLI sein. 

Mots clefs : Recepteurs, hormone lutéinisante, prolactine, testicule, g lande mammaire 




